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Introduktion

Sub- og infertilitet som fglge af bakte-
riel infektion i endometriet er et vel-
kendt problem i arbejdet med repro-
duktion hos heste og medferer store
tab i hesteavlen (1,2,3). Viden om pa-
togenesen ved bakteriel endometritis
er fortsat mangelfuld trods en langva-
rig forskningsindsats pa omradet. En
rekke mikroorganismer kan isoleres
fra uterine svabre og biopsier, men

Sammendrag

| studiet blev fossa clitoridis, vagina og
endometriet undersagt bakteriologisk
pa 29 hopper med henblik pa at karak-
terisere den genetiske diversitet af Strep-
tococcus equi subsp. zooepidemicus. Op
til tre isolater af S. zooepidemicus fra
hver lokalisation blev efterfalgende ka-
rakteriseret med den molekylare typ-
ningsmetode Pulsed Field Gel Electrop-
horesis (PFGE). Af de i alt 88 undersag-
te isolater, blev der identificeret 44 for-
skellige PFGE profiler, hvilket overord-
net indikerede en hgj genetisk diversitet
blandt S. zooepidemicus, isoleret fra

18

ganske fa anses for betydelige patoge-
ner. En af de vigtigste patogener er den
betahaemolytiske Streptococcus equi
subspecies zooepidemicus (S. zooepi-
demicus) (4,1). Sammen med Escheri-
chia coli udger disse to bakteriearter
> 80 % af de isolerede patogener fra
endometriet (4). S. zooepidemicus er
en del af den naturlige bakterieflora i
de gvre luftveje og nedre reproduk-
tionsveje hos flere dyrearter, heriblandt

hoppens kgnsorganer. Ved karakterise-
ring og evaluering af isolaterne fra en-
dometriet fandtes en hgj genetisk di-
versitet, nar isolater fra forskellige hop-
per sammenlignedes, hvorimod endo-
metrieisolaterne fra samme hoppe var
identiske. Isolaterne fra hhv. fossa cli-
toridis og vagina fandtes genetisk for-
skellige fra stammer isoleret fra endo-
metriet, mens der hos 75 % af hopper-
ne med isolater fra bade klitoris og va-
gina kunne genfindes samme klon fra
begge anatomiske lokalisationer. Til
trods for den overordnede store gene-

heste. S. zooepidemicus er ligeledes en
opportunistisk patogen, der under saer-
lige forhold forarsager infektion, blandt
andet i uterus (5).

Formalet med narvaerende under-
sggelse er at belyse den genetiske di-
versitet af S. zooepidemicus isoleret fra
endometriet, vagina og fossa clitoridis
hos en gruppe individuelle hopper ved
hjaelp af typningsmetoden Pulsed Field
Gel Electrophoresis.

tiske diversitet af S. zooepidemicus fra
hoppens kgnsorganer ser det saledes
ud til, at isolater, der er isoleret i for-
bindelse med endometritis, udger en
selvstaendig gruppe, der tilsyneladen-
de er forskellig fra S. zooepidemicus iso-
later fra de mere distale dele af kensor-
ganerne. Dette kunne indikere, at en-
dometritisisolater besidder specifikke
egenskaber, som adskiller dem fra iso-
later fra hhv. vagina og klitoris, og at
det normalt ikke er isolater fra de ned-
re kgnsorganer, der er arsag til endo-
metritis.
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Velkendt typningsmetode

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
er en hyppigt anvendt molekylzer typ-
ningsmetode, der muligger bestemmel-
se af slegtskabet mellem forskellige
bakterieisolater inden for den samme
art. Typningsmetoden kan saledes af-
gore, om forskellige isolater er identi-
ske, ogsa kaldet klonale, eller ma be-
tragtes som to forskellige stammer in-
den for samme art.

Maden PFGE virker pa er at sammen-
ligne DNA fragmenter, der er fremkom-
met efter skaering af bakteriens kromo-
somale DNA med restriktionsenzymer.
Grundtanken bag denne sammenligning
er, at hvis to isolater af en bakterie er
klonale, vil DNAet klippes identiske ste-
der, og afstanden mellem hvert klip vil
vare ens. Efter skaering af DNA'et med
restriktionsenzymet adskilles DNA frag-
menterne ved at kere DNA'et gennem
en agarosegel, hvorved DNA fragmen-
ter vandrer med forskellig hastighed
afhangig af starrelse. Efter farvning af
gelen kan de forskellige DNA fragmen-
ter visualiseres og sammenlignes ved
hjaelp af computerprogrammer.

PFGE adskiller sig fra klassisk gelelek-
troforese ved at strammen, som ledes
gennem gelen, kommer fra skiftende ret-
ninger. Nar stremmens retning &ndres
i forudbestemte intervaller, vil mindre
DNA fragmenter hurtigere vaere i stand
til at ®@ndre deres vandringsmenster end
sterre fragmenter, og derved fremkom-
mer en mere tydelig adskillelse af DNA-

Summary

In the current investigation, Streptococ-
cus equi subsp. zooepidemicus isolates
were obtained from the fossa clitoridis,
vagina and the endometrium of 29 ma-
res with the aim of characterizing the
genetic diversity by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE). Up to three iso-
lates per localization were obtained from
each mare. From a total of 88 isolates,
44 different PFGE profiles were outlined
and thus revealed a high overall gene-
tic diversity. However, when comparing
endometrial isolates from individual ma-
res the genetic diversity was extreme-

bandene. Det er is@r blandt fragmenter
med mange basepar (store fragmenter),
at PFGE har sin styrke sammenlignet
med klassisk gelelektroforese.

For at kunne udsatte det kromosoma-
le DNA for restriktionsenzymerne, skal
DNAet isoleres fra de enkelte bakterie-
celler. Dette opnas ved at inkorporere
hvert enkelt bakterieisolat i en agaro-
seblok, som herefter inkuberes i vaeske
indeholdende et enzym, der forarsager
cellelysis. Efter flere omganges vask af
DNA'et tilsaettes restriktionsenzym, og
agaroseblokkene indeholdende det klip-
pede DNA er nu klar til at blive karak-
teriseret ved PFGE.

Materialer og metode

| alt 88 isolater af S. zooepidemicus fra
29 forskellige hopper, er inkluderet i
undersggelsen. | studiet er der ikke lagt
vaegt pa hoppernes race eller alder, sidst-
naevnte varierer fra 3-21 ar. Starstede-
len af de undersagte hopper (18/29)
havde pa prevetidspunktet kliniske
symptomer pa endometritis, inklusiv fri
vaske i uterus og/eller patologisk flad
fra vulva. Et mindre antal hopper uden
indikation pa sygdom i endometriet er
ligeledes inkluderet i studiet. Hopper i
savel gstrus som digstrus er reprasen-
teret. Indsamling af isolater er foreta-
get i perioden april til juli 2007.

Praveudtagning
Der indgik tre prgveudtagninger fra hver
hoppe: En fra fossa clitoridis, en fra va-

ly limited meaning that only one clone
was involved in the endometritis of each
mare. Furthermore, when comparing all
S. equi subsp. zooepidemicus isolates
from endometritis with isolates from
the lower reproductive tract isolates,
the endometritis isolates formed a di-
stinct group only distantly related to
isolates from the fossa clitoridis and the
vagina. ldentical clones originating from
the vagina and the fossa clitoridis in 75
% of mares suggested a high level of
exchange of bacteria between these two
localities. In conclusion, no specific
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gina og en fra endometriet. Inden vask
af perinealomradet blev der udtaget en
svaberprove fra fossa clitoridis ved at
den ventrale del af labia vulva blev se-
pareret og klitoris eksponeret. Prgven
blev udtaget uden beraring af labia vul-
va. Der blev anvendt en udakket sva-
ber BBL™CultureSwab™ (In Vitro Diag-
nostics®). Hvis fossa clitoridis var ter
ved prevetagningen, blev svaberen fug-
tet med enten sterilt saltvand eller trans-
portmedie inden prgveudtagning. Efter
udtagning af klitorisprgven blev svabe-
ren placeret i transportmedie.

De eksterne genitalier og perinealom-
radet blev herefter vasket i varmt vand
og aftgrret med papir, inden prever fra
hhv. den craniale del af vagina og en-
dometriet blev udtaget. Svaberpraven
fra vagina blev udtaget med en daekket
svaber (Equi-Vet®; Kruse). Den daekkede
svaber fartes til bunden af vagina, hvor
selve svaberdelen blev skubbet frem,
hvorved svaberen kom i kontakt med
vaginalslimhinden. Svaberen blev rote-
ret og holdt i kontakt med slimhinden i
minimum 30 sekunder. Svaberen med
prevematerialet blev herefter trukket
tilbage i sit hylster, inden den samlede
dakkede svaber blev fart tilbage gen-
nem vagina. Pa denne made minimere-
des risikoen for kontaminering.

En uterusbiopsi blev udtaget fra en-
dometriet. Til denne procedure blev an-
vendt udstyr og metode som beskre-
vet af Nielsen (2005), hvor anvendelse
af sterilt stalspekulum og udtagning af

strain of S. zooepidemicus cause bacte-
rial endometritis in the mare. However,
isolates from endometritis appeared to
belong to a distinct group only distant-
ly related to the normal flora of the lo-
wer reproductive tract. Consequently,
endometrial isolates are likely to pos-
sess specific traits enabling them of
causing endometritis that may not be
common to S. zooepidemicus from the
normal flora of lower reproductive
tract.
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Kolonier af Strep. equi subsp. zooepide-
micus.

biopsien uden samtidig rektalpalpation
markant minimerer risiko for kontami-
nering af preven.

Mikrobiologi

Alt prevemateriale blev udstrgget pa
blodagerplader (5 % kalveblod) inden
for 8 timer efter indsamling. Vaekst blev
evalueret efter 24 timers inkubation ved
37°C. Fra vaginal- og endometrieprever
blev udelukkende vakst i renkultur an-
set som positiv vaekst, og i dette studie
blev renkultur defineret ved at >90 % af
kolonierne pa pladen var af samme art.

Similaritet Pearson (%)

Gel

Endometritis isolater

Mormalflora isolater
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Klitorispraverne viste hyppigst vaekst i
blandingskultur, hvilket var forventet
pa grund af eksponering overfor hop-
pens ydre omgivelser, faeces mv. Kolo-
nier med hamolyse og morfologi som
S. zooepidemicus blev isoleret og karak-
teriseret yderligere.

Fra alle plader, uanset pravelokalisa-
tion, med positiv vakst af S. zooepide-
micus, isoleredes om muligt tre indivi-
duelle kolonier, som blev subkultiveret
pa en ny blodagarplade for at etablere
monokultur af hvert enkelt isolat. Alle
isolater blev identificeret som S. zooe-
pidemicus ud fra kolonimorfologi, mi-
kroskopi, negativ kaliumhydroxidtest
samt evnen til at fermentere lactose,
sorbitol og ribose, men ikke trehalose.
Ethvert isolat af S. zooepidemicus blev
herefter inkuberet i BHI bouillon i 24
timer ved 37°C, for de opbevares ned-
frosset ved -80°C. Fryseblandingen be-
star af 300 pl 50 % glycerol og 700 pl
BHI-overnatskultur.

Molekylcer typning

Alle isolater er karakteriseret ved PFGE
som beskrevet i tidligere afsnit. Hvert
isolat indstebes i agaroseblokke (Certi-
fied™ Megabase Agarose, Biorad Labo-
ratories), og blokkene inkuberes natten
over med lysisbuffer og mutanolysin
(Sigma-Aldrich®) ved 37°C for at opna
lysis af bakteriecellerne. Efter vask af
blokkene i TE-buffer, tilsaettes ES-buffer

Figur 1. Dendrogram indeholdende 88 S.
zooepidemicus isolater isoleret fra kens-
organerne hos 29 individuelle hopper
samt visning af tilherende geler. Isolater-
ne falder i to hovedgrupper bestdende af
hhv. isolater fra uterus og isolater fra de
nedre konsveje. Isolater anses for klonale,
nar antallet af band samt disses storrelse
er ens eller kun afviger med et enkelt
band.

Nar antallet af band eller disses storrelse
afviger med 2-3 band mellem isolater an-
ses disse for teet relaterede kloner. Nar
dette antal af afvigende band stiger

til 4-6 band, er isolaterne sandsynligvis
relaterede, mens afvigelser pa 7 eller fle-
re band betyder, at isolaterne ikke er rela-
terede til hinanden (14).
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Klitoris Uterus Klitoris Uterus

Vagina

Vagina

Simpsons index (D) | 0,045 0,065 0,058 S. zooepidemicus | (6/9) 67 % | (4/8)50% | (0/11)0 %

Tabel 1. Veerdi af Simpsons indeks for hver af de tre anatomiske Tabel 2. Andelen af hopper hvorfra der kunne isoleres mere end én

isolationssteder. 0 = ultimativ haj diversitet. 1 = komplet klonali-
tet. Den anvendte formel er: D =3 n(n-1) / N (N-1).

og proteinase K (Roche Diagnostics), og
blokkene inkuberes natten over ved
56°C. Tils®tning af proteinase K sikrer
nedbrydning af protein og derved pro-
teinkontaminering i preven. Blokkene
vaskes i TE-buffer og skaeres herefter i
stykker pa 1-3 mm. Disse stykker laeg-
ges i bufferblanding i to gange en halv
time, for de tilsaettes restriktionsenzym-
blandingen. Det anvendte restriktionsen-
zym er Smal (New England Biolabs).
Stykkerne i enzymblandingen inkube-
res natten over ved 25°C, hvorefter de
vaskes i TE-buffer og loades i agarose-
gel (Seakem®GTG"® Agarose, Lonza). Kers-
len foregar over 20 timer ved 5,6 volt
pr. cm. Anvendt buffer under karslen er
en 0,5 x TB opl@sning.

Resultater er analyseret ved hjalp af
programmet Gelcompar (Applied Maths,
Belgien). Gelen er normaliseret ved an-
vendelse af markgren Midrange Il PFG
Markers (New England Biolabs). Alle
band er manuelt udvalgte. Bestemmel-
se af klonalitetsgraden er kalkuleret ved
hjelp af Pearson-koefficienten, og til
klusteranalyse er anvendt Unweighted
Pair group Method using Aritmetic ave-
rages (UPGMA).

Resultater
| alt 88 isolater af S. zooepidemicus fra
29 forskellige hopper blev karakterise-
rede i dette studie. 31 isolater blev iso-
lerede fra endometriet, mens hhv. 26
isolater stammede fra vagina og 31 iso-
later fra fossa clitoridis. Blot et isolat
(1/89) kunne ikke karakteriseres med
den anvendte PFGE-procedure, og det
konkluderes, at den anvendte procedu-
re har en hgj typbarhed til genotypning
af S. zooepidemicus isoleret fra hoppens
kensorganer.

Nar samtlige isolater sammenlignes
ses en hgj overordnet genetisk diver-
sitet (Figur 1). Ved visuel vurdering og

anvendelse af Gelcompar er der i alt
fundet 44 forskellige PFGE-profiler. Den
visuelle vurdering har i enkelte tilfael-
de vaegtet mere end sammenligningen
i Gelcompar, idet de 88 isolater er kart
pa fem forskellige geler. En svaghed
ved PFGE er, at det kan vare vanskeligt
at sammenligne mellem geler, idet der
ikke anvendes marker i alle baner, og
normalisering mellem forskellige geler
derfor kan vare umulig.

Nar de tre isolationssteder analyse-
res hver for sig findes en hgj genetisk
diversitet mellem hopperne. Dette kan
matematisk vises ved at udregne Simp-
sons indeks (D) for hvert isolationssted
(tabel 1). Resultatet af dette indeks lig-
ger mellem 0 og 1, hvor 0 er lig med
ultimativ hgj genetisk diversitet, mens
1 er lig med komplet klonalitet. Af ta-
bel 1 ses, at alle tre beregnede indeks
ligger relativt teet pa 0, hvilket betyder,
at den genetiske diversitet er hgj imel-
lem hopper, nar isolater sammenlignes
inden for klitoris-, indenfor vagina- og
inden for uterusisolater (tabel 1).

12 hopper blev diagnosticeret med
infektigs endometritis forarsaget af S.
zooepidemicus. Heraf blev der isoleret
og karakteriseret mere end et isolat fra
92 % (11/12 hopper). Ved sammenlig-
ning af uterusisolaterne mellem forskel-
lige hopper ses der ogsa en hgj gene-
tisk diversitet, men nar uterusisolater-
ne sammenlignes inden for den enkelte
hoppe findes stammerne at vare klo-
nale hos samtlige hopper (11/11 =100
%). (Figur 1). Det er for en enkelt hoppe
i studiet (022H) lykkedes at isolere S.
zooepidemicus fra alle tre anatomiske
lokalisationer. Her findes isolaterne fra
hhv. klitoris og vagina at vaere klona-
le, mens disse er genetisk forskellige
fra den klon, der isoleres fra endome-
triet (Figur 1).

Hos tre hopper (035B, 030B, 001G)
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klon fra de respektive anatomiske lokalisationer, nar mere end ét
isolat blev karakteriseret per hoppe pr. isolationssted.

er bakterien isoleret fra savel vagina
som uterus. Hos alle tre hopper fin-
des vaginalstammerne at vare gene-
tisk forskellige fra stammer isoleret fra
endometriet.

Hos fire hopper (010B, 018B, 0198,
019H) blev S. zooepidemicus isolater fra
klitoris og vagina, men ikke uterus ka-
rakteriseret, hvor det ved tre ud af fire
var muligt at isolere den samme klon fra
begge anatomiske lokalisationer.

Der ses en stigende grad af genetisk
diversitet, jo laengere caudalt i kensor-
ganerne pregven udtages. Alle underseg-
te hopper havde kun en klon reprasen-
teret i endometriet, mens 50 % (4/8) af
hopperne, hvorfra der kunne isoleres
mere end et isolat af S. zooepidemicus
fra vagina, havde mere end en klon re-
prasenteret. Klitorisisolaterne viste, at
67 % (6/9) havde mere end en klon re-
prasenteret (tabel 2).

Diskussion
Det kan pa baggrund af resultaterne i
narvarende studie konkluderes, at di-
versiteten blandt de karakteriserede S.
zooepidemicus er hgj, nar der sammen-
lignes mellem hopper. Der findes altsa
forskellige kloner hos forskellige hop-
per. Dette stemmer overens med resul-
tater i andre studier (6,7,8), og kan for-
klares ved,at den undersggte bakterie
er vidt udbredt i hestenes narmilje og
er naturligt forekommende i de gvre
luftveje og nedre reproduktionsorganer
(5,9). Bakterien har en evne til konstant
at tilpasse sig og kan forarsage infek-
tion adskillige steder i en organisme,
samt inficere flere forskellige vaertsar-
ter, heriblandt heste og mennesker, hvil-
ket ydermere ger det vanskeligt at pro-
ducere brugbare vacciner (5,10).
Resultaterne i naervaerende studie in-
dikerer ligeledes, at uterusisolater fra
samme hoppe er klonale, hvilket stem-
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mer overens med resultater fundet af
Kuroiwa et al. (2006), men er modstri-
dende med resultater fundet af Bindslev
et al. (2008) og Luque et al. (2006). |
nervarende studie adskiller uterusiso-
laterne sig genetisk fra stammer, som
erisolerede andre steder i kensorganer-
ne. Dette indikerer, at det er afggrende
for kvaliteten af en endometriebiopsi
eller —svaber, at preven udtages sterilt
uden kontaminering fra de distale dele
af kensorganerne, idet der herved hgjst
sandsynligt isoleres en anden klon end
den som forarsager infektion i endome-
triet. Hvor betydningsfuldt dette er rent
behandlingsmaessigt, ma afgeres ved re-
sistensundersggelse af de enkelte kloner.
Dette fund stiller spgrgsmalstegn ved
den udbredte opfattelse af, at infektion
i uterus skyldes en ascenderende infek-
tion. Der kan spekuleres i, hvorvidt en
infektion i uterus kan opsta pa anden
vis end ved en ascenderende infektion
— fx ved en ha&matogen spredning fra
andre lokalisationer, som eksempelvis
luftvejene. Kuroiwa et al. (2006) finder
at 41 % af analyserede SzP-genotyper af
S. zooepidemicus isoleret fra endometri-
et kan genfindes i luftvejene hos heste
(8). Fortsat forskning i patogenesen for
bakteriel endometritis er derfor ngdven-
dig for at afklare dette forhold. Hopper
med endometritis udviser ikke sympto-
mer pa septikaeemi, hvilket indikerer, at
det hgjst sandsynligt er tilstedevaerelsen
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sitiv vaekst af S. zooepidemicus.
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og deres virulensfaktorer vaere indiceret.
Af figur 1 ses det, at 24/31 uterusisola-
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stand til at etablere en infektion i endo-
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SzP-proteinet anses fortsat som en afge-
rende virulensfaktor (8,11). Andre studi-
er finder ligeledes ingen sammenhang
mellem SzP-proteinets sammensatning
og bestemte lidelser hos heste (12). Re-
lationen mellem genotype og bakteriens
evne til at etablere infektion i endometriet
er endnu uafklaret, og videre forskning
pa omradet er nadvendig for at afgere,
om der er en sammenhang.

Dette studie indikerer, at de distale af-
snit af kensorganerne hos hopper huser
S. zooepidemicus med en hgjere genetisk
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