Kurz-Schlussbericht VIP+-Projekt

Intrauterine Applikation von Lactobacillus buchneri
zur Erhohung der Fertilitat von Milchkuhen

Kennzeichen: 03VP08610 Laktobazillen

Antragsteller:

PD Dr. Christoph Gabler

Freie Universitat Berlin

Institut fur Veterinar-Biochemie
Oertzenweg 19b

14163 Berlin

Tel.: 030/838-62571

Fax: 030/838-462571

E-mail: christoph.gabler@fu-berlin.de



Rinder sind okonomisch gesehen die wichtigsten Nutztiere in der deutschen
Landwirtschaft. Durch die Steigerung der Milchleistung in den letzten Jahrzehnten sind
aber im Gegenzug die Fruchtbarkeitsraten der Milchkihe gesunken. Als eine der
Hauptursachen gilt die Entzindung der Gebarmutterschleimhaut (Endometritis). Die
subklinische Endometritis tritt meist nach dem Abkalben auf und kann nur aufgrund
einer erhohten Anzahl von polymorphkernigen Neutrophilen in einer zytologischen
Probe erkannt werden und Kihen mit diesem Symptom zeigen eine verminderte
Fruchtbarkeit. Bislang liegt trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren kein
wirksames und explizit fir die Behandlung der subklinischen Endometritis
zugelassenes Arzneimittel vor.

In einem vorherigen Projekt erprobten wir die antibiotikafreie Behandlung der
subklinischen Endometritis mit dem autochthonen probiotischen Milchsaurestamm
Lactobacillus buchneri DSM 32407, bei der zusatzlich noch die Fruchtbarkeitsraten
gesteigert werden sollten. Die intrauterine Applikation erfolgte bei Milchkihe 24-30
Tage nach der Abkalbung und enthielt ca. 1,5-2 x 10" koloniebildende Einheiten
(kbE). Die mit L. buchneri-behandelten Tieren waren um durchschnittlich 30 Tage
schneller tragend als die placebobehandelten Kihe. Bei den Tieren mit Anzeichen
einer subklinischen Endometritis, war der Unterschied um durchschnittlich 90 Tage
noch offensichtlicher.

Ein Ziel dieses Vorhabens war es, die Vermehrung und Lagerung des L. buchneri zu
validieren und zu optimieren. Dazu wurden verschiedene Selektivmedien zur
Vermehrung fur Laktobazillen getestet als auch unterschiedliche Bedingungen (aerob
oder microaerophil). Dementsprechend wurde eine ,Standard operation procedure®
erstellt, um eine standardisierte Vermehrung fur mehrere Chargen fur die Applikation
im Tierversuch zu garantieren. Im Rahmen dessen wurde auch die optimale Lagerung
fur den Tierversuch validiert. Dabei stellte sich die Lagerung mit Glycerin in MRS-
Medium mit einer Uberlebensrate von ca. 65 % als die optimale Variante heraus, die
dann als Goldstandard fur das gesamte Projekt verwendet wurde.

Die Verwendung von lyophilisierten L. buchneri DSM 32407 ware das einfachste
Verfahren zum Transport und Lagerung von Bakterienstammen fur den Tierarzt und
Landwirt. Mit einigen Kombinationen konnten in kleinem MaRstab Uberlebensraten der
Laktobazillen von Uber 80% erreicht werden, was die in Glycerin gelagerten Bakterien
Ubertraf. Die Lyophilisierung von L. buchneri wurde weiter optimiert fur einen Up-Scale.
Im Zulassungsprozess flur die Lyophilisate als Applikationsform zur Behandlung der
subklinischen Endometritis stellte sich heraus, dass die Verwendung von Milchpulver
weitere erheblich aufwandige Zulassungsprozesse in dieser Phase erfordert hatte, so
dass weitere Kombinationen von lyoprotektiven Substanzen ohne Verwendung von
Milchpulver validiert werden mussten. Dabei konnte mit einer Kombination von
Zuckern Uberlebensraten von (iber 65% erreicht werden, was den in Glycerin
gelagerten Bakterien entspricht.

Ein weiterer Schwerpunkt war die Uberpriifung der Funktionalitat des L. buchneri nach
unterschiedlicher Lagerung oder Vermehrungsbedingungen. Daflr sollten Proteom-
und Metabolom-Analysen fir die verschiedenen Ansatze herangezogen werden. Die
Metabolom-Messungen wurden als FT-IR-Spektren durchgefuhrt. Dabei gab es
Unterschiede zwischen den verschiedenen Aufzucht- und Lagerungsmedien, aber
keine innerhalb desselben verwandten Mediums. Die Lagerungszeit beeinflusste das
Metabolomprofil nicht. Die Bakterien aus dem ersten Gly-Stock (ca. 10 Jahre alt), als
auch die, aus den neu hergestellten, zeigten nach Wachstum im MRS-Medium das
gleiche Spektrum.



Parallele Proben wurden fur die Proteom-Analyse hergestellt. Es wurden ungefahr
1300-1500 Proteine identifiziert. Es ergaben sich nur Unterschiede im Proteinmuster
zwischen in MRS-Medium gewachsenen Bakterien und solchen, die direkt aus dem
Gly-Stock, nach 48 h Lagerung im Kihlschrank oder aus den Lyophilisaten isoliert
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass L. buchneri keine Einbullen in der
Funktionalitat erleidet. Somit konnte gezeigt werden, dass die Bakterien in dem
gelagerten Gly-Stock Uber Jahre hinweg stabil reaktiviert werden kdnnen.

Ein weiteres Ziel war es, in einem Tierversuch die optimale Dosis des L. buchneri zur
Behandlung von Kuhen mit einer subklinischen Endometritis bzw. gesunden Kihen zu
bestimmen. Es sollte geklart werden, ob eventuell eine funffach geringere Menge bzw.
mit einer finffach héheren Menge das gleiche Ergebnis erzielt oder noch bessere
Erfolge in der Trachtigkeit erzielt werden wie mit der bisher verwendeten Menge.
Weiterhin sollte validiert werden, ob mit einer lyophilsierten Form gleiche oder bessere
Ergebnisse zu erzielen sind wie mit der kryokonsiervierten Form.

Milchkihen wurde am Tag 24-30 nach Abkalbung intrauterin L. buchneri DSM 32407
appliziert (n=100 pro Gruppe, davon ca. 20-30 Tiere an subklinischer Endometritis
erkrankt) unabhangig vom Gesundheitszustand (gesund oder subklinische
Endometritis). Als Vergleich dient eine Placebo-Gruppe (physiologische
Kochsalzl6sung).

21 Tage spater wurden die Kuhe tierarztlich untersucht und der spatere
Trachtigkeitserfolg wurde 35 Tage nach Besamung notiert. Bei jedem Tier wurde vor
der L. buchneri-Applikation sowie beim zweiten Untersuchungstermin drei Wochen
spater eine zusatzliche Probe fur die mRNA-Analyse gewonnen und danach die
MRNA-Expression der bekannten pro-inflammatorischen Markergene untersucht. Die
Gustzeit (Zeitraum zwischen Abkalbung und erstem Trachtigkeitstag) war bei den mit
der Placebo Gruppe und der mit unterschiedlichen Konzentrationen mit L. buchneri-
behandelten Tieren ca. 100 Tage. Wenn man hingegen unabhangig vom uterinen
Gesundheitszustand die Gruppe mit lyophlisierten L. buchneri betrachtet, ergibt sich
die kurzeste Gustzeit von ca. 60 (+ 12 Tage) mit der geringsten Schwankung.

Besonders in den Tieren mit subklinischer Endometritis war eine signifikante
Verringerung der IL8-mRNA-Expression vom ersten Zeitpunkt zum zweiten Zeitpunkt
zu erkennen. Dieser Effekt war nicht bei gesunden Tieren zu beobachten, da die IL8-
MRNA-Expression unverandert auf niedrigem Niveau war. Damit konnte flir die
niedrige  und mittlere L.  buchneri-Applikation ein  Effekt auf die
Endometriumsschleimhaut nachgewiesen werden.

Eine Verwendung von L. buchneri wird in der intrauterinen Applikation zur
Verbesserung der Fertilitat gesehen. In diesem Validierungsprojekt wurde kein Effekt
der unterschiedlichen L. buchneri-Konzentrationen in kryokonservierter Form
gegenuber der Placebo-Gruppe beobachtet, was eventuell daran lag, dass ,zu
gesunde“ Tiere ausgesucht wurden. Auf der anderen Seite konnten wir bei der
Verwendung von lyophilisierten L. buchneri einen deutlichen Effekt auf die Fertilitat
sehen. Mit der Applikation von L. buchneri DSM 32407 liel3e sich die Fertilitat steigern,
ohne die Verwendung von Antibiotika oder Hormonen. Vornehmlich soll damit die
Behandlung der subklinischen Endometritis erfolgen, da hier die grofdten Effekte in
Bezug auf die Fertilitat zu beobachten waren.



