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1.1

EINLEITUNG

Probiotische und synbiotische Milchprodukte zihlen zu den ,.funktionellen
Lebensmitteln, denen im Vergleich zu herkdmmlichen Produkten ein gesundheits-
fordernder Zusatznutzen zugeschrieben wird. Dabei wird diskutiert, ob die Gesundheit
bereits gesunder Personen noch optimierbar ist, ob und in welcher Weise die Darmflora
gezielt ,,glinstig® modifiziert werden kann u/o ob diese Manipulation zu messbaren
gesundheitsfordernden Veridnderungen metabolischer u/o systemischer Biomarker
filhren kann. Es fehlt an gut kontrollierten Humanstudien, die Unterschiede zu
herkdmmlichen Milchprodukten herausstellen.

Fragestellung und Hypothesen der Dissertation

Es ist Ziel der Untersuchung, festzustellen, ob durch Verabreichung eines syn-
biotischen im Vergleich zu einem konventionellen Milchprodukt bei gleichbleibender
Niéhr- und Ballaststoffzufuhr der Anteil der Bifidobakterien im Stuhl gesunder
Erwachsener selektiv erhoht werden kann u/o ob mit dieser Modifikation physikalische
u/o biochemische Parameter giinstig beeinflusst werden kénnen, die im Zusammenhang
mit der Kolonkarzinogenese von Bedeutung sind (Transitzeiten, Stuhlgewicht und
Stuhlfrequenz sowie kurzkettige Fettsduren, Gallensduren und neutrale Sterine im
Stuhl). Mit dieser Manipulation verbundene Nebenaspekte von allgemeiner Bedeutung
fir die Gesunderhaltung sollen miterfasst werden (Korpergewicht, Blutfettspiegel,
Immunglobuline). Weiterhin ist von Interesse, ob sich die Wirkung des synbiotischen
Joghurts tatséchlich signifikant von der eines konventionellen Joghurts unterscheidet.

Folgende Hypothesen fiihrten zum vorliegenden Studiendesign:

Hypothesen: Literatur-
iibersicht (Kap.):

Im Gegensatz zum konventionellen Joghurt verursacht die (1.2.4.3.1)
Verabreichnung von Bifidojoghurt plus Laktulose signifikante (1.2.3.3)
» Verinderungen im bakteriellen Profil der Stuhlflora. (1.2.3.4.2)
> Insbesondere die Ausscheidung von Bifidobakterien steigt. (1.2.5.3)
Grund: im Unterschied zu konventionellen Joghurtstartern sind (1.2.3.3.5)
die eingesetzten Bif. longum-Keime humanen Ursprungs und (1.2.4.3)
daher wahrscheinlich in der Lage, in ausreichender Menge die (1.2.3.1)
Magen-Darm-Passage zu iiberstehen. Der 16sliche Ballaststoff
Laktulose gilt als bifidogener Wachstumsfaktor und wird (1.2.5.3)

bevorzugt von Bifidobakterien verstoffwechselt. (1.2.5.3.1)

> . Gegenspieler“-Keimgruppen (z.B. Clostridien, E. coli) wer- (1.2.3.4.2)
den moglicherweise im Wachstum zuriickgedréngt. (1.2.5.3.1)
(1.2.5.3.3)

Bedingung: Gleichbleibende Nihr- und Ballaststoffzufuhr,
bakteriologisch nicht signifikant unterschiedliche Ausgangs-
situationen (Kontrollgruppen vor Intervention).

Im Gegensatz zum konventionellen Joghurt bewirkt die
Verabreichnung von Bifidojoghurt plus Laktulose eine

> signifikant erhohte Fermentationsaktivitit im proximalen

Kolon.
> Die Wasserstoffabatmung steigt, (1.2.5.2.3)
» der fikale pH-Wert sinkt und (1.2.5.2.3.2)
> die Ausscheidung kurzkettiger Fettsiuren steigt. (1.2.5.2.3.1)



Im saureren Kolonmilien kommt es zu verdnderten
> Stoffwechselaktivititen der Darmflora. Es werden weniger
sekundidre Gallensduren und bakterielle Abbauprodukte des
Cholesterins  gebildet; die Ausscheidung sekundirer
Gallensduren und von Abbauprodukten des Cholesterins
sinkt zugunsten einer steigenden Ausscheidung primdrer
Gallensduren und von Cholesterin.
Joghurt und Bifidojoghurt gelten als gut vertriglich. Laktulose
wird in geringen, nutritiven (nicht therapeutischen) Dosen
eingesetzt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass der Verzehr der
Testjoghurts zu verdnderten Transitzeiten und Stuhl-
konsistenzen auch bei Gesunden fiihrt. Da der Iosliche
Ballaststoff Laktulose hygroskopisch ist und auch durch die
externen Bifidobakterien eine vermehrte Stoffwechselaktivitét
im Darm zu erwarten ist, deren Produkte die Transitzeiten und
die Stuhlkonsistenz sowie die bakterielle Masse verdndern
konnen, ist im Vergleich zum konventionellen Joghurt eher
unter Bifidojoghurt mit Laktulose

> mit verdnderten oro-ziikalen u/o

> oro-analen Transitzeiten u/o

» erhohter Ausscheidung von Wasser und Trockenmasse und

> verinderter Stuhlbeschaffenheit sowie

> verinderter Stuhlfrequenz zu rechnen.

Eine hypocholesterolimische =~ Wirkung von gesduerten

Milchprodukten wird seit langem diskutiert und ist unter

Bifidojoghurt wahrscheinlicher als unter konventionellem

Joghurt. Bei normolipdmischen Probanden wird wahrscheinlich
> keine hypocholesteroliimische Wirkung messbar sein.

» Immunologische Wirkungen durch traditionell in der Esskultur
eingesetzte Keime sind zwar auf lokaler Ebene bekannt; bei
Gesunden ist eine Auswirkung auf systemischer Ebene aber
eher unwahrscheinlich.

> Die Immunglobulinspiegel im Blut bleiben unverindert.

(1.25.2.3.2)
(1.2.5.2.3.3)
(1.2.3.2.2)
(1.2.3.2.3)

(1.2.3.4.4)
(1.2.4.3;1.2.3.5)
(1.2.5.3.3)

(1.2.4.3)

(1.2.5.1)
(1.2.3.3)

(1.2.3.5)
(1.25.2.3.4)
(1.2.4.3)

(1.2.5.2.3.5)
(1.2.4.3.5)
(1.2.3.4.4)

(1.2.4.3.6)
(1.2.3.4.5)



1.2

Literaturiibersicht

Nach den Herz-Kreislauf-Krankheiten, die mit knapp 50% aller Sterbefille an der Spitze
der Mortalitétsstatistik stehen, gilt Krebs heute mit etwa 24-25% aller Sterbefille als
zweithdufigste Todesursache in Deutschland (DGE, 2004, 2000, 1996, 1992; BMG,
1995).

Kolorektale Krebserkrankungen (Dick- und Mastdarm) sind bei Frauen und Ménnern
die zweithdufigste Krebserkrankung und die zweithédufigste Krebstodesursache. Die
Darmkrebsinzidenz in Deutschland steht im Vergleich mit anderen europidischen
Lindern an erster Stelle. Jdhrlich ist mit mehr als 35.000 Neuerkrankungen in
Deutschland zu rechnen (GEKID, 2006). In einer alternden Bevdélkerung werden
aulerdem die Erkrankungshéufigkeiten bei altersabhidngigen Erkrankungen, wie dem
kolorektalen Karzinom, absolut zunehmen (GEKID, 2006; DIFE/ WCRF, 1999).

Der symptomarme Beginn dieser Krebsart erschwert die erforderliche Frithdiagnose
(Jacobasch et al., 1997a), so dass Behandlungserfolge nach operativer Entfernung eher
gering ausfallen (Scheppach et al., 2000; Kasper, 1996; Willet, 1989).

Um so mehr Interesse besteht, die ursidchlichen Zusammenhiinge in der Entstehung der
Krankheit zu erkennen, um daraus praktische Empfehlungen ableiten zu konnen, die zur
Primir- und Sekundirpriavention geeignet sind.

Zusammen mit anderen Krebsformen gehort Darmkrebs im Sinne eines Gutachtens fiir
das BMIJFFG aus dem Jahr 1986 zu den so genannte ,erndhrungsabhdngigen
Krankheiten. Diese stellen Gesundheitsstérungen dar, ,,... bei denen Fehlerndhrung eine
kausale und Erndhrungsumstellung eine priventive Rolle spielen kann ...*“ (Henke et al.,
1986). Nach einer ersten Schitzung Anfang der 1980er Jahre wiren etwa 35% der
Krebstodesfille in den USA durch eine Anderung der Ernihrungsgewohnheiten der
Bevolkerung vermeidbar. An Orten wie dem Magen oder Darm, die in direktem Kontakt
mit Nahrungsinhaltsstoffen und Folgeprodukten stehen, wiirden sich unter diesen
Umstidnden sogar in 90% der Fille keine bosartigen Tumoren entwickeln (Doll & Peto,
1981). Der Report des World Cancer Research Fund (1997) vertritt die Meinung, dass
bei FEinhaltung seiner - vorldufigen - krebspriaventiven Erndhrungsempfehlungen,
verbunden mit korperlicher Bewegung und der Vermeidung von Ubergewicht, die Zahl
der Krebsneuerkrankungen allgemein um 30-40% vermindert werden kann. Andere
Autoren gehen von 20-40% Vermeidungspotential aus (AGBKD, 1999). Fiir das Jahr
1997 wurde geschitzt, dass 66% der kolorektalen Karzinom-Neuerkrankungen in
Deutschland vermeidbar gewesen wiren (DIFE/ WCRF, 1999). Nach Auswertung von
Ubersichtsarbeiten und Metaanalysen der Jahre 1999-2003 wurden im Ernihrungs-
bericht 2004 der DGE erste Abschitzungen des krebspriaventiven Potentials von
Erndhrungsempfehlungen vorgenommen. Danach wiirde sich die Zahl der
Dickdarmkrebsfille z.B. um 18% bei Minnern und etwa 27% bei Frauen reduzieren,
wenn die Umsetzung der Empfehlung zum Ballaststoffverzehr (mind. 30 g/d) realisiert
wiirde (Boeing, 2004).

Der zweite globale Krebs-Bericht wird Ende des Jahres 2007 erscheinen. Im Rahmen
einer grof} angelegten, konzertierten Aktion verschiedener wissenschaftlicher Teams
erfolgt derzeit eine systematische und strukturell objektivierte Erfassung und Bewertung
der publizierten Literatur (Heggie et al., 2003).

Das hochste Erndhrungsrisiko besteht nach wie vor in der Uber- und Fehlernihrung;
daher spielt bei der Krankheitsvermeidung und Gesundheitsforderung die richtige
Lebensmittelauswahl eine entscheidende Rolle (Boeing, 2004; GroBklaus, 1989; DIFE/
WCREF, 1999).

Der Lebensstil, gekennzeichnet durch die Faktoren Erndhrungsweise, Korpergewicht
und korperliche Aktivitit, hat wesentlichen Einfluss auf die Entstehung kolorektaler
Karzinome (Tab. 1). Nur 5-10% der kolorektalen Karzinome sind hauptséachlich durch
familidre Veranlagung bedingt (Scheppach et al., 2000).
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Tab. 1: Nahrung und Lebensstil und ihr Einfluss auf das Kolonkrebsrisiko — Evidenz
(nach Boeing, 2004)

Lebensmittel/ WCRF* (1997) Aktuelle Bewertung **
Nihrstoffgruppe/
Lebensstilelement
Risikomodifikation | Evidenz | Risikomodifikation | Evidenz
Obstverzehr J .o
Gemiiseverzehr 8% eoce N% PP
Fleisch, rot N ooe N X
Fleisch, verarbeitet N o N XX
Fisch - [ 1] \1/ ¢ e
Milch- und Milchprodukte N X
Eier N oo ?
Fett gesamt ™ o ?
gesiittigte Fettsiuren a0 o ?
Ballaststoffe N2 oo v *e
Glykémischer Index a0 o ?
Alkohol 0 oo ™ XX
Ubergewicht T o N XXX
Korperliche Aktivitit 8% Y 8% XXX
(nach WHO-KTriterien:)

¥ Risiko vermindert eeee Eyidenz iiberzeugend ¢ ¢ ¢ ¢ Evidenz iiberzeugend
N Risiko erhoht eee FEvidenz wahrscheinlich ¢ ¢ ¢ Evidenz wahrscheinlich
- Risiko unbeeinflusst ee  Evidenz moglich * Evidenz moglich

? Evidenz ungeniigend
* World Cancer Research Fund
** Expertengremien, Metaanalysen, Einschitzung des Autors
Darunter: IARC (Internat. Agency for Research on Cancer); Riboli & Norat, 2003, Bingham et al.,
2003 (EPIC-Studie)

Risikomodulatoren der Kolonkarzinogenese

In den 1990er Jahren wuchs die Erkenntnis, dass eine Anndherung an eine so komplexe,
multifaktorielle Genese, wie sie bei der Entstehung maligner Tumoren besteht, nicht mit
reduktionistischen Versuchsansidtzen, d.h. Konzentration auf eine Testsubstanz ohne
Beriicksichtigung von Risikomodulatoren, gelingen kann. Ein von Epidemiologen
entwickeltes Modell zur Kldarung der Krebsverursachung ist die ,,metabolische
Epidemiologie. Es bezieht nicht nur epidemiologische Daten, sondern auch zell- und
molekularbiologische, pathologische, klinische und experimentelle Befunde ein (Potter,
1995). Mittlerweile sind auch prospektive Kohortenstudien verfiigbar (Boeing, 2004);
neue molekularbiologische Technologien erméglichen die Erforschung der Interaktionen
zwischen Metaboliten der Nahrung/Nihrstoffen und subzelluldren Prozessen
(;,genomics®, ,,proteomics*, ,nutrigenomics®) (Pool-Zobel et al., 2005; Scheppach &
Weiler, 2004).

Nach heutiger Vorstellung ist die stufenweise Entwicklung makroskopisch gesunden
Mukosagewebes bis zur malignen Entartung (Adenom-Karzinom-Sequenz) genetisch
bedingt; die Progression innerhalb der Sequenz wird durch eine ,,westliche* Erndhrungs-
und Lebensweise gefordert und beschleunigt (Scheppach et al., 2000; Boeing, 2004).

Das aktuelle Modell zum Verstindnis des Einflusses der Erndhrung auf die
Kolonkarzinogenese legt den Schwerpunkt nicht mehr auf die Nihrstoffe an sich,
sondern auf das Beziehungsgeflecht zwischen exogenen Faktoren (Nahrung,
Nihrstoffe), enteraler Bakterienflora (bakterielle Metabolite) und endogenen Faktoren




(z.B. Gallensduren, Immunparameter, Genexpression, ...). Damit steht der Einfluss der
Nahrung auf das Mikromilieu und den Zellstoffwechsel des Darmepithels im
Vordergrund des Interesses.

Die Zusammensetzung der Nahrung und ihre Wirkung auf die endogene Sekretion und
Abschilferung beeinflussen die bakterielle Substratverfiigbarkeit im Kolonlumen, das
bakterielle Wachstum und die bakteriellen Aktivititen der Darmflora. Uber den
mikrobiellen Stoffwechsel wird eine Vielzahl von kaskadenartig sich entwickelnden, die
Karzinogenese im Darmepithel fordernden oder hemmenden Ereignissen ausgelost.
Dabei wird angenommen, dass die Darmflora je nach Substratverfiigbarkeit u/o
Keimzusammensetzung u/o Lumenmilieudnderung unterschiedliche Einfliisse auf die
Prozesse der Darmkrebsentstehung ausiiben kann; metabolische, immunologische und
physiologische Vorginge werden modifiziert. Uber verschiedene Mechanismen auf
subzellulirer Ebene werden Morphologie, Zellturnover und Differenzierung der
Epithelzellen modifiziert (Scheppach et al., 2001; Ballongue, 1993; Boeing, 2004).

Je nach Nahrungsaufnahme (und evtl. bakterieller Besiedlung) kann so das Risiko der
Kolonkarzinogenese von einem Moment zum anderen steigen oder fallen. Da vom Auf-
treten des Primérdefektes (Mutation) iiber die Herausbildung verschiedener Vorstufen
bis zur Entstehung von Kolonkarzinomen (Schaubild s. Pool-Zobel, 2005) mehrere
Jahrzehnte vergehen konnen, wire die lebenslange Wahrscheinlichkeit, an Darmkrebs
zu erkranken, als Summe dieser momentanen Risiken zu betrachten (Potter, 1995;
Jacobasch et al., 1997a).

Der Zusammenhang zwischen ,westlicher Erndhrungsweise und Erkrankungs-
hiufigkeit 1dBt sich zum Teil durch ungiinstig veridnderte Enzymaktivititen der
Darmflora erkliren (Héinninen et al., 1992). Neben Erndhrungsmuster und
Néihrstoffaufnahmen werden deshalb auch Keimspektren, bakterielle Enzymaktivititen,
Metabolite im Stuhl und andere Parameter, die das Mikroklima im Bereich des
Darmepithels  beeinflussen, als maBgebliche Risikomodulatoren untersucht.
Widerspriichliche epidemiologische Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung einzelner
Risikomodulatoren (Yeung et al, 1991) miissen vor dem Hintergrund der
Risikosummierung (Risikoerhohung/-minderung) in vivo durch die gegenseitige
Beeinflussung verschiedener Risikomodulatoren betrachtet werden.

Ein kolonkarzinomprotektives Darmmilieu ist durch eine Vielzahl giinstiger Parameter
gekennzeichnet (Tab. 2).
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Tab.2: Kennzeichen eines kolonkarzinomprotektiven Darmmilieus
(mod. nach Rechkemmer, 2000)

Giinstiger Parameter fithrt zu Auswirkung
Stuhlvolumen > VExposition der Darmzellen
Wassergehalt/ > gegeniiber
Transitgeschwindigkeit > genotoxischen Stoffen
des Stuhls
Fermentation™ > ANProliferation von Milchsiurebakterien,

N Bildung KKFS

Milchsdureproduzierende > MBildung von protektiven Metaboliten
Bakterien Vdes pH- Wertes
pH- Wert\d > Mnaktivierung von Kanzerogenen, Inaktivierung von

Enzymen, die Kanzerogene aktivieren bzw.
Kokanzerogene bilden (z.B. sekundire Gallensduren),
Freisetzung von pflanzlichen Aglykonen

Fermentationsprodukte /M > Beitrag zur\des pH-Wertes
Beitrag zum antioxidativen Potential

Kurzkettige Fettsduren > MNihrstoffangebot fiir gesunde Kolonozyten

Verzogerung der Adenom-Karzinom-Sequenz
Butyrat-Anteil > DNA-Hypomethylierung, induziert GSTw, P

Apoptose, MMuzinschicht, die reaktive genotoxische
Verbindungen abfingt
B-Glykosidase\ > Freisetzung von Aglykonen aus protektiven
pflanzlichen Glykosiden

B-Glukuronidasev, > W Aktivierung von Prokarzinogenen,
Nitro-und Azoreduktase\ WSpaltung von Konjugaten zur Bildung von
Phenole und IndoleN > reaktiven Spezies,
Aminoverbindungen¥ Y Toxizitit

Nachstehend werden ausgewéhlte Risikomodulatoren vorgestellt.
Gallensduren

Abb. 1 zeigt die wichtigsten primédren und sekundédren Gallensiuren.

Desoxycholsdure (DCA) und Lithocholsiure (LCA), die als sekundire Gallensduren
(GS) durch Katalyse mikrobieller 7-orDehydroxylaseaktivitit aus den mit der
Gallenfliissigkeit sezernierten, primdren GS Cholsdure (CA) und Chenodesoxy-
cholsdure (CDCA) entstehen, haben vermutlich kokarzinogene Wirkung (Nagengast et
al., 1995), da sie die Ausbildung kolorektaler Tumoren begiinstigen. Die Transformation
der Gallenséduren ist pH-abhdngig und kann durch Ansduerung des Milieus im Kolon
gehemmt werden (Nagengast et al., 1988).

Die fikale Gallensdurekonzentration, der Anteil bakterieller Gallensduremetabolite an
der Gesamtkonzentration, die DCA- und die LCA-Konzentration korrelieren mit der
Kolonkarzinominzidenz (Hill et al., 1975, 1971; McKeigue et al., 1989). Fehlende
signifikante Unterschiede zwischen Hoch-Risiko-Personen und Gesunden bzw.
Personen mit geringem Risiko hinsichtlich der Ausscheidung von Gallensduren wurden
ebenfalls festgestellt. Sie waren einerseits assoziiert mit statistisch nicht signifikant
unterschiedlichen Fettaufnahmen (Yeung et al., 1991) andererseits bestand kein linearer
Zusammenhang mit dem Fettverzehr (Kanazawa et al., 1996). Damit wird die relative
Bedeutung weiterer Risikomodulatoren unterstrichen.
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Abb. 1: Bakterieller Abbau von Gallensduren nach Dekonjugation
(Hill & Drasar, 1968)

Sekundire Gallensduren werden heute als wesentliche Modulatoren der Fikalwasser-
Zytotoxizitdt angesehen (Rafter, 2003); Der zytotoxische Mechanismus verursacht eine
pathologische Expansion der Proliferationszone von der Kryptenbasis in die oberen 40%
der Krypten (Hyperproliferation). Es kommt zu vermehrten Zellverlusten an der
Epitheloberfliche und einer kompensatorischen Erhohung der mitotischen Aktivitit an
der Kryptenbasis. Die Hyperproliferation gilt als prianeoplastischer Biomarker (Rafter,
2003).

CA-Fiitterung stimulierte die epitheliale Zellproliferation, fiihrte zu einer Expansion des
proliferativen Kompartiments der Kolonkrypten und beschleunigte die Migration
markierter Zellen zur Mukosaoberflidche bei Ratten (Deschner et al., 1981). Die Autoren
schreiben diese Auswirkungen aber der DCA zu, die nach CA-Fiitterung und bakterieller
Umsetzung im Zaekum vermehrt im Kot nachzuweisen war.

Die Inkubation humaner Biopsieproben des proximalen und rektosigmoiden Kolons mit
DCA induzierte ebenfalls eine Hyperproliferation der Kolonozyten in den oberen zwei
Fiinftel der Krypten (Bartram et al., 1993, 1994, 1995).

In Anwesenheit DNA-schiddigender Substanzen im Darmlumen verursachen geno-
toxische Mechanismen im Fikalwasser Mutationen an Kritischen Genen (Rafter, 2003).

Im Vergleich zu einer mit N-methyl-N-nitrosourea (MNU) behandelten Kontrollgruppe
filhrte die gleichzeitige orale Verabreichung von CA zu signifikant erhohter
Tumorinduktion bei Ratten (Cohen et al., 1980). Reddy et al. (1977) stellten eine tumor-
promovierende Wirkung von CDCA bei mit N-Methyl-N -nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG) induzierter Kolonkarzinogenese fest, die bei konventionellen Ratten
signifikant groBBer war als bei keimfreien Tieren. In einem weiteren Versuch wurde LCA
als Kokarzinogen eingestuft, da unter intrarektaler Verabreichung von LCA die MNNG-
induzierte Kolonkarzinominzidenz sowohl bei keimfreien als auch bei konventionellen
Ratten erhoht wurde (Reddy & Watanabe, 1979). Es wurde geschluf3folgert, dass die
Erhohung der Tumorinzidenz durch CDCA im ersten Versuch durch die bakterielle 7-a-
Dehydroxylaseaktivitit im Kolon konventioneller Tiere vermittelt wurde, die zur
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Bildung von LCA aus CDCA gefiihrt hatte.

Die 7-o-Dehydroxylaseaktivitdt im Stuhl korreliert mit der Kolonkarzinominzidenz
beim Menschen (Mastromarino et al., 1978). Durch Hemmung der 7-o-Dehydroxylase
kann das Risiko der Progression und Differenzierung von kolorektalen Krebsvorstufen
und Tumoren im Tierversuch gesenkt werden (Hennigan et al., 1995).

Bei Darmkrebspatienten wurden auch erhohte 7a-Hydroxysteroidoxidoreduktase-
aktivitdten gefunden (Macdonald et al., 1978).

Neutrale Sterine
Neutrale Sterine (NS) tierischen Ursprungs - Cholesterin und seine bakteriellen Abbau-
produkte - stehen ebenfalls im Verdacht, in die kolorektale Karzinogenese involviert zu

sein. Der bakterielle Cholesterinabbau verlauft im Kolon tiber die Zwischenprodukte 4-
Cholesten-3-on und Coprostanon bis zur Bildung von Coprostanol (Abb. 2 ).

Rl

Cholesterin 4-Cholesten-3-on
Oﬁ\/ﬁ/ Ho/&\/ﬁ/
H
Coprostanon Coprostanol/ Koprosterin
(5-p-Cholestan-3-on) (5-p-Cholestan-3-4-ol)

Abb. 2: Bakterieller Abbau von Cholesterin
(nach Suzuki, 1993; Suzuki et al., 1986)

In Populationen mit hohem FErkrankungsrisiko bzw. hoher Karzinominzidenz
(Englénder, US-Amerikaner, Schotten) wurden hohere Gesamtkonzentrationen NS im
Stuhl nachgewiesen als in Populationen mit niedrigem Risiko (Ugander, Japaner, Inder)
(Hill et al., 1971; McKeigue et al., 1989). Auch Patienten mit kolorektalen Karzinomen
weisen signifikant hohere Konzentrationen neutraler Sterine auf (Hill et al., 1975).
Kanazawa et al. (1996) fanden keine Assoziation.

Mit erhohtem Erkrankungsrisiko wurden ebenfalls signifikant erhohte Konzentrationen
an fikalem Cholesterin gemessen (Yeung et al., 1991). Andere Autoren konnen dies
Ergebnis nicht bestitigen (Kanazawa et al., 1996; Panda et al., 1999). Nach
Untersuchungen von McKeigue et al. (1989) gehen bei Populationen mit hohem im
Vergleich zu Populationen mit geringem Risiko hohere Cholesterinexkretionen bei
statistisch nicht signifikant unterschiedlicher Fettaufnahme mit einer cholesterin-
reicheren Ernidhrung einher. Auch andere epidemiologische und klinische Daten weisen



auf einen Zusammenhang zwischen Cholesterinaufnahmen und erhohtem
Kolonkarzinomrisiko. Untersuchungen von Nair et al. (1984) verdeutlichen die
Wichtigkeit der Erfassung der Cholesterinaufnahme in Relation zur Aufnahme
pflanzlicher Sterine als risikodiskriminatorischen Parameter.

In Tierversuchen erwies sich Cholesterin als kokarzinogen (Ubersichten: Cruse et al.,
1979; Broitman, 1986). Es besteht eine inverse Beziehung zwischen niedrigem
Serumcholesterinspiegel und hohem Kolonkarzinomrisiko (Panda et al.,, 1999;
Ubersichten: Broitman et al., 1993; Broitman, 1986). Erhohte Cholesterinaufnahmen u/o
Faktoren, die Serumcholesterin-senkend wirken, konnen iiber eine Erhohung der
Cholesterinsekretion mit der Gallenfliissigkeit in das Darmlumen die Karzinogenese im
Kolon férdern (Panda et al., 1999; Broitman et al., 1977).

Wihrend einerseits der Anteil bakterieller Metabolite nicht mit erhohtem Risiko
assoziert war (Hill et al., 1975; Kanazawa et al., 1996) korrelierte andererseits die
Aktivitdt der (bakteriellen) Cholesterin-Dehydrogenase (Cholesterinoxidase), die die
Bildung von 4-Cholesten-3-on aus Cholesterin katalysiert, mit der Kolonkarzinom-
inzidenz und dem Auftreten von Dickdarmpolypen (Mastromarino et al., 1978). Fiir 5-a-
Cholestan-3-on und 4-Cholesten-3-on sind zellschidigende Wirkungen in Kolonepithel-
zellen nachgewiesen worden; 4-Cholesten-3-on wirkte genotoxisch (Kaul et al., 1987).
Cholestenon induzierte nukleare Aberrationen (Apoptose) im Kolon von Miusen
(Suzuki et al., 1986).

Die Bedeutung der stabilen bakteriellen Cholesterinmetabolite fiir die Karzinogenese ist
weniger gesichert.

Die Ausscheidung von Coprostanol und sein relativer Anteil an der
Gesamtkonzentration neutraler Sterine ist bei Hoch-Risiko-Populationen zwar erhoht
(McKeigue et al., 1989), Kanazawa et al. (1996) fanden aber keine Assoziation der
Coprostanol- und Coprostanonkonzentration, jedoch einen Zusammenhang der
Cholestanolkonzentration mit erhohtem Karzinomrisiko.

In histologischen Untersuchungen von Kolonkrypten der Maus nach intrarektaler
Instillation potentiell zytotoxischer Substanzen (nuclear aberration assays) erwiesen sich
weder Coprostanol noch Coprostanon als zellschddigend (Suzuki et al., 1986).

Unter cholesterinfreier Kost korrelierte die blutcholesterinsenkende Wirkung von
Neomycin jedoch mit erhohtem Auftreten von Dickdarmtumoren und Coprostanol bei
mit 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) gefiitterten Ratten (Panda et al., 1999).

Die Phytosterine Stigmasterin, Campesterin und S-Sitosterin sind Seitenkettenderivate
des Cholesterins (Abb. 3) und gelten als tumorprotektive sowie blutcholesterin-
senkende Wirkstoffe (U: Ling & Jones, 1995; Ragotzky, 1999; Hendriks et al.1999;
Westrate et al., 1998; AHA, 1997).

Unter oraler Verabreichung von B-Sitosterin fiihrte die intrarektale MNU-Applikation
bei Ratten zu einer signifikanten Abnahme der Kolonkarzinominzidenz (Raicht et al.,
1980). Der Wirkmechanismus besteht in einer verdnderten Zellkinetik der Mukosazellen
durch Suppression der DNA-Synthese und damit reduzierter Proliferation, verringerter
Migrationsrate der Kolonozyten in Richtung Lumen sowie Kompression des
proliferativen Kompartiments der Krypten (Deschner et al., 1982).

Die durchschnittliche Phytosterinaufnahme bei Gemischtkdstlern betrigt etwa 0,2-0,4
g/d, bei Vegetariern 0,8 g/d. Phytosterine in der Nahrung entstammen iiberwiegend
pflanzlichen Olen und daraus hergestellten Lebensmitteln sowie Getreideprodukten und
Gemiisen (Ragotzky, 1999). Die Nahrungsaufnahme von 7-Tage-Adventisten, einer
Population mit niedriger Kolonkarzinommortalitit, ergab signifikant hohere -
Sitosterin+Stigmasterin/Cholesterin-Quotienten, besonders bei Veganern und Ovolakto-
Vegetariern, im Vergleich zu einer nichtvegetarischen Kontrollpopulation (Nair et al.,
1984).



1.2.1.3

Phytosterine wirken blutcholesterinsenkend, indem sie die intestinale Cholesterin-
absorption durch Einschrinkung der Loslichkeit des Cholesterins und durch kompetitive
Hemmung seiner Aufnahme in Mizellen behindern. Phytosterine werden nur zu <5%
resorbiert und gelangen mit nicht resorbiertem Cholesterin in die Fézes.

HO HO
Cholesterol Stigmasterol
(Cholesterin)

HO HO
Campesterol -Sitosterol

Abb. 3:  Cholesterin und in Lebensmitteln vorherrschende Phytosterine
(nach Richter, 1996)

Kurzkettige Fettsduren

Kurzkettige Fettsduren (KKFS) entstehen als Hauptendprodukte der anaeroben mikro-
biellen Verstoffwechselung organischer Materie im Kolon. In den unteren Darm-
abschnitten fallen im Wesentlichen Nicht-Stirke-Polysaccharide der Ballaststoffe,
malabsorbierte Stirke sowie endogene Polysaccharide aus Mukus und abgeschilferten
Epithelzellen als fermentierbare Substrate an (Scheppach & Kasper, 1993).

Die Ballaststoffaufnahme ist positiv mit einer niedrigeren Inzidenz des Kolonkarzinoms
assoziiert (Bingham et al., 2003).

Azetat, Propionat und n-Butyrat werden als quantitativ wichtigste Produkte
hauptsichlich bei der Fermentation von Kohlenhydraten und vorwiegend im proximalen
Kolon gebildet (Scheppach & Kasper, 1993; Hgverstad, 1989). Das durchschnittliche
molare Verhiltnis Azetat:Propionat:Butyrat betrdgt 60:25:10 mmol/l, variiert jedoch
substratabhingig (Sanz et al., 2005; Alander et al., 1999; Scheppach et al., 1995; vgl.
Clausen et al., 1991a) und in Abhdngigkeit von der individuellen (metabolischen
Aktivitidt der) Darmflora (Weaver et al., 1989).

I-Butyrat und i-Valerat entstehen bei der Fermentation von Proteinen aus den
Aminosduren Valin bzw. Leucin und Isoleucin, in weitaus geringeren Mengen (um 10%
der Gesamt-KKFS; Rasmussen et al., 1988; Clausen et al., 1991a), vorwiegend im
distalen Kolon (Scheppach & Kasper, 1993; Hgverstad, 1989).

KKFS haben vielfiltige positive Wirkungen auf die Darmfunktion und die Morphologie
der Epithelschicht (Tab. 3). Sie wirken z.B. antidiarrhoisch, indem sie die Resorption
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von Natrium und Wasser stimulieren. Etwa 95-99% der aus der bakteriellen
Fermentation stammenden KKFS werden schnell und effektiv vom Kolonepithel
resorbiert und fungieren dort als Energiesubstrat; Butyrat wird bevorzugt
verstoffwechselt und liefert etwa 70% des Energieverbrauchs der Kolonozyten. Azetat
wirkt nicht nur lokal trophisch, sondern erhéht auch die mukosale Durchblutung, gelangt
iiber die Pfortader in die Leber und ist im Gegensatz zu Propionat auch peripher
nachzuweisen (Scheppach, 1994, Scheppach et al., 1991).

Tab. 3: Gesundheitsrelevante Auswirkungen von in vivo durch Fermentation entstehende
kurzkettige Fettsiiuren

a) giinstige Auswirkungen kurzkettiger Fettsduren

e Energetische Versorgung der Darmmukosa durch Butyrat"***% Propionat’ und Azetat"®, lokal und durch
Forderung der Mukosadurchblutung (Azetat)®, Erhalt der Mukosamorphologie und -funktion (priventive
und therapeutische Bedeutung)®
e antibakterielle Wirkung®
- indirekt, durch pH-Absenkung
- direkt, durch toxische Wirkung (?)
o karzinomprotektive Wirkung
- indirekt: durch pH-Senkung (Hemmung bakterieller Enzymaktivititen sowie Reduktion der NH;-
Resorption durch NH,*-Bildung®)

- indirekt, durch antibakterielle Wirkung (?)

- indirekt durch Stimulation normaler Zellproliferation ' (Butyrat > Propionat > Azetat) und Forderung
der Zelldifferenzierung™’ (Butyrat > Azetat)

o antikarzinogene Wirkung
- direkt durch Butyrat (Reduktion der Hyperproliferation von Kolonkarzinomzellen durch verschiedene

Mechanismen auf molekularer Ebene, Forderung der Zelldifferenzierung)®

e hypocholesteroldmische Wirkung durch Propionat (?)

o Stimulation der Resorption von Na und H,O (antidiarrhdische Wirkung)g’9

o Stimulation der Kolonmotilitit (Ratte)'”

b) potentiell ungiinstige Auswirkungen kurzkettiger Fettsduren

e hypercholesterolimische Wirkung durch ein geringeres Propionat/Azetat-Verhiltnis®

" Sakata et al., 1987 % Scheppach et al., 1992 (U) ° Royall et al., 1990 (U) * Roediger, 1980
5 Cummings, 1983 ® Jenkins et al., 1991 "Whitehead et al., 1986  ® Scheppach, 1994 (U)
? Clausen et al., 1991b ' Yajima, 1985

KKFS werden mit einer kolonkarzinomprotektiven Wirkung in Verbindung gebracht
(U: Scheppach & Weiler, 2004; Scheppach et al., 2001; Pool-Zobel et al., 2005).
Butyrat, Propionat und Azetat wirken primir und sekundidr chemopriventiv, indem sie
einerseits die normale Zellproliferation in den basalen Kryptkompartimenten der
Kolonmukosa fordern, andererseits (Butyrat, und in geringerem Malle auch Propionat)
die pathologische Hyperproliferation maligne entarteter Zellen an der Kryptenober-
fliche hemmen (,,Butyrat-Paradoxon®, Scheppach & Weiler, 2004).

Zellkulturversuche zeigten, dass die normale Proliferation humaner Kolonkrypten durch
Inkubation mit KKFS in physiologischen Konzentrationen etwa verdoppelt wird. Dabei
zeigte die Inkubation mit einzelnen KKFS, dass Butyrat (+89%), Propionat (+70%) und
eine Kombination der drei KKFS (+103%) stirker proliferativ wirkten als Azetat
(+31%) (Scheppach et al., 1992). Die Inkubation humaner Biopsieproben des Colon
ascendens mit Butyrat war in der Lage, die durch Inkubation mit DCA induzierte
Hyperproliferation aufzuheben (Bartram et al., 1993).

Bei Patienten mit Kolonadenomen waren bei statistisch nicht signifikant
unterschiedlicher Konzentration von KKFS im Vergleich zur Kontrollgruppe (Bonnen et
al., 1989; Clausen et al., 1991a) hohere Azetat/KKFS- und niedrigere Butyrat/KKFS-
Quotienten (Clausen et al., 1991a) im Stuhl festgestellt worden (Bonnen et al., 1989;
Weaver et al., 1988). Die Butyratbildung aus Isphagula, Weizenkleie und Albumin war
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ebenfalls vermindert (Clausen et al., 1991a; Bonnen et al., 1989).

Weniger eindeutig in ihrer Aussage sind Untersuchungen von Kanazawa et al. (1996)
die fiir Patienten mit hohem Kolonkarzinomrisiko neben signifikant erhthten Succinat-
und Laktat-, auch erhohte Propionatkonzentrationen nachwiesen, wihrend Azetat-,
Butyrat-, und Valeratkonzentrationen gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe
statistisch nicht signifikant unterschiedlich waren. Eine weitere Studie berichtet von
signifikant geringerer Azetatkonzentration bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen
im Vergleich zu Gesunden; hinsichtlich der Gesamt-KKFS, Propionat, Butyrat und
Valerat wurden keine statistisch signifikanten Anderungen festgestellt (Vernia et al.,
1989). Freeman (1986) berichtet von einer Zunahme der Kolontumore bei DMH-
induzierter Kolonkarzinogenese bei Ratten unter fortgesetzter oraler Verabreichung von
Butyrat.

Priklinische Studien zeigen jedoch, dass KKFS in der Lage sind, die Adenom-
Karzinom-Sequenz (AKS) maligne entarteter Zellen auf vielfiltige Weisen und in
verschiedenen Stadien der Entwicklung aufzuhalten (Scheppach et al., 2001). KKFS,
insbesondere Butyrat, induzieren den programmierten Zelltod (Apoptose) bei Adenomen
bzw. Karzinomen (Hague et al., 1993, 1995) und konnten damit eine Weiterentwicklung
zu Karzinomen bzw. eine Metastasierung verhindern. KKFS und darunter besonders
Butyrat, hemmen auch die Proliferation von Karzinomzellen und induzieren
gleichzeitig die Zelldifferenzierung durch verschiedene Mechanismen auf molekularer
Ebene, z.B. reguliert n-Butyrat die Expression verschiedener Onkogene (Scheppach et
al., 1995; Jacobasch et al., 1997a).

Die nutritiv-chemopriventive Wirkung von Butyrat wird auch iiber die transkriptionale
Regulation von Biotransformationssystemen (Glutathion-S-Transferasen (GST))
vermittelt. Diese sind in verschiedenen Kompartimenten der Zelle zu finden und
induzieren Detoxifikationsreaktionen. Butyrat kann niedrige GST-Level giinstig
beeinflussen: In malignen HT29-Krebszellen induzierte Butyrat GSTP,, GSTM, und
GSTAy; in primédren Zellen GSTA, und GSTT,, die in die Abwehr gegen oxidativen
Stress involviert sind. Vermutlich werden auf diese Weise Karzinogenene in der
Nahrung entgiftet (Pool-Zobel et al., 2005).

Nur Ballaststoffe, die ein stabiles Butyrat-produzierendes Okosystem im Rattendarm
forderten, senkten die Rate aberranter Kryptfoci (Cluster atypisch groer Kolonkrypten,
frithes Stadium der AKS) in vivo (Perrin et al., 2001).

Zwecks Optimierung des bakteriellen Metabolismus im Darmlumen erfihrt das
Butyratbildungsvermdgen aus unverdaulichen Substraten sowie von Mikroorganismen
der Darmflora in jiingster Zeit verstirkte Aufmerksamkeit und konnte sich zu einem
Selektionskriterium fiir Pro- und Prébiotika entwickeln (Scheppach & Weiler, 2004 (0);
Sanz et al., 2005).

Die verzweigtkettigen Fettsduren Isobutyrat und Isovalerat gelten als gute Indikatoren
fiir das Ausmal} des bakteriellen Proteinabbaus (Ito et al., 1993; Rasmussen et al., 1988;
Scheppach & Kasper, 1993). Thre Bedeutung fiir die Kolonkarzinogenese ist unklar.
Mitsuoka (1991) beschreibt sie als krebsfordernde Fiulnisprodukte.

Im Vergleich zu Gesunden wurden bei Patienten mit hohem Kolonkarzinomrisiko
signifikant hohere Isovalerat-, aber statistisch nicht signifikant unterschiedliche
Isobutyratkonzentrationen festgestellt (Kanazawa et al., 1996). Bei Hoch-Risiko-
Personen wurden mehr fikale Keime gefunden, die Butyrat und Isovalerat produzieren
konnen als bei Personen mit geringem Kolonkarzinomrisiko (Moore et al., 1978). Nach
Untersuchungen von Vernia et al. (1989) bestand hinsichtlich der fikalen i-But- und i-
Val-Konzentration kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit
Kolonpolypen oder Kolonkarzinomen und Gesunden.
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1.2.14

pH-Wert

Thornton stellte 1981 die Hypothese auf, die Ansduerung des Koloninhaltes durch die
Fermentation von Ballaststoffen verhindere den bakteriellen Abbau von Gallensduren
und Cholesterin und damit die Entstehung kokarzinogener Verbindungen; niedrige pH-
Werte konnten damit im Hinblick auf die Darmkrebsentstehung einen préventiven
Beitrag leisten (Thornton, 1981). Tatsédchlich scheiden Populationen mit einem erhohten
Darmkrebsrisiko alkalischere Stiihle aus (pH 6,7; 6,9; 6,9; 7,8) als Populationen mit
geringerem Risiko (pH 6,2; 6,1-6,3; 6,0; 6,5) (Kanazawa et al., 1996; Levy et al., 1994;
Walker et al., 1986; Malhotra, 1982). Auch bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen
wurden hohere Stuhl-pH-Werte gemessen (pH 7,710,7 bzw. 8,0£0,4) als bei Gesunden
(pH 6,610,4 bzw. 6,7+0,6) (Pietroiusti et al., 1983; Vernia et al., 1989); das Fehlen einer
Assoziation zum Messzeitpunkt (Pye et al., 1990) muss aber nicht notwendigerweise die
Kolonverhiltnisse zum Zeitpunkt der Karzinomentstehung widerspiegeln. Im
Tierversuch bewirkte eine Ansduerung des Stuhls, sowohl durch orale Laktulose- als
auch Natriumsulphatgaben, eine Abnahme DMH-induzierter Kolon-tumore (Samelson et
al., 1985).

Es wird davon ausgegangen, dass hohere Stuhl-pH-Werte mit hohen intraluminalen
Kolon-pH-Werten assoziiert sind (Pietroiusti et al., 1983).

Neben anderen Faktoren (Walker et al., 1986) kann die Aufnahme unterschiedlicher
Mengen fermentierbarer Ballaststoffe den Stuhl-pH-Wert und damit das
Kolonkarzinomrisiko variieren (van Dokkum et al., 1983; Kashtan et al., 1990).
Thornton hob den Zusammenhang zwischen hoher Laktasemangel- und niedriger
Kolonkarzinominzidenz hervor (Thornton, 1981).

Fiir die protektive Wirkung niedriger pH-Werte kommen mehrere zu Grunde liegende
Mechanismen in Frage. Eine Ursache fiir die hohere Karzinominzidenz bei Mensch und
Ratte im linken im Vergleich zum rechten Kolon (Fadden et al., 1987; Samelson et al.,
1985) konnte die Modifikation bakterieller Enzymaktivitdten im proximalen Kolon sein.
Die Beeinflussung von Loslichkeit und bakterieller Verstoffwechselung der
Gallensduren u/o von Ammoniak konnte sich risikomindernd auswirken. Die mikrobielle
7o-Dehydroxylase wird nur bei pH-Werten >6 induziert (Hill, 1975); im pH-Optimum
bei 8-9 liegt die Umsetzungsrate bei 90% (Macdonald et al., 1978). Sie kann pH-
abhidngig in Anwesenheit von Laktulose (Fadden et al., 1987) oder anderen
Séduerungsmitteln (Macdonald et al., 1978) in vitro stark eingeschriinkt werden. Durch
pH-Absenkung und Hemmung der 7o-Dehydroxylase kann das Risiko der Progression
und Differenzierung von kolorektalen Krebsvorstufen und Tumoren im Tierversuch
gesenkt werden (Hennigan et al., 1995).

Im Vergleich zum Neutralbereich (pH 7,3) steigen die Aktivitdten der 3a-, 70- und 120i-
Hydroxysteroidoxidoreduktasen im alkalischen pH-Bereich von 8-9 in vitro an und
sinken im sauren Bereich von 6,3-5,5; unterhalb dieses pH-Wertes war nur noch die
Aktivitét der 7a-Hydroxysteroidoxidoreduktase messbar (Macdonald et al., 1978).

Auch der bakterielle Cholesterinabbau reagiert empfindlich auf sinkende pH-Werte
(McKeigue et al., 1989).

Da Epithelien, die Mukus als integralen Bestandteil der Zellschicht enthalten, auf den
Verlust der Mukusschicht in Anwesenheit eines alkalischen Milieus mit Hyperplasie,
Zellatypie und markanter Erhohung der Mitoseaktivitit reagieren, wirkt eine
Alkalisierung des Koloninhaltes moglicherweise auch direkt karzinogen (U: Malhotra,
1982).

Im Tierversuch wurde unabhingig von Transitraten und Stuhlvolumen eine protektive,
inverse Beziehung zwischen luminalem pH und mukosaler Zellproliferation nach-
gewiesen (Lupton et al., 1985). Neben einer Verdnderung des Gallensduremetabolismus
und Unterbinden der Produktion zellschddigender bakterieller Metabolite werden eine
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1.2.1.5

Verdnderung der Zellteilung durch Beeinflussung des intrazelluliren durch den
extrazelluliren pH-Wert sowie eine erhohte Produktion kurzkettiger Fettsduren mit
proliferationsfordernder Wirkung als mogliche Mechanismen genannt. Auch Kashtan et
al. (1990) weisen darauf hin, dass niedrige pH-Werte nicht per se, sondern indirekt, als
MaB fiir die Fermentationsaktivitit im Kolon, von Bedeutung sein konnten (s.o0). Die
Autoren heben hervor, dass tierexperimentelle Studien keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen Nahrung, Fermentation im Kolon, fikalem pH-Wert und
Kolonkarzinomrisiko belegen konnten und weisen auf die Moglichkeit hin, dass geringe
pH-Reduktionen protektiv wirken, wihrend ausgeprigte Zunahmen der Fermentation
bzw. starke pH-Absenkungen die Karzinogenwirkungen verstirken konnten.

Keimspektrum und bakterielle Enzymaktivititen

Epidemiologische Hinweise zum Zusammenhang der Faktoren Erndhrung und
Fikalflora sowie Fikalflora und Kolonkarzinomrisiko sind widerspriichlich. Dies ist
zum Teil bedingt durch unterschiedliche Analysemethoden und andere Faktoren, die
eine Vergleichbarkeit erschweren (Kap. 4.3.). Da viele bakterielle Enzyme induzierbar
sind, kann sich die metabolische Aktivitit der Darmflora durch unterschiedliche
Substratangebote betrichtlich dndern, ohne dass gleichzeitig eine Verdnderung der
Florazusammensetzung stattfinden muss (Salyers et al., 1978; Vince et al., 1990;
Hinninen et al., 1992). Andere Autoren erkldren fehlende Korrelationen zwischen
Erndhrung und Mikroflora mit der (bislang unbewiesenen) Hypothese, die
Zusammensetzung der Darmflora sei genetisch festgelegt (Kanazawa et al., 1996).

Bei Personen mit hohem Darmkrebsrisiko ist der Anteil fikaler Bakterien, die durch
Gallenfliissigkeit im Wachstum stimuliert werden, hoher als bei Personen mit geringem
Risiko. Dies konnte durch hoheren Fettverzehr und dadurch stirker stimulierte
Gallensekretion in der Hoch-Risiko-Gruppe erklidrbar sein (Moore et al., 1978).

Nach Aries et al. (1969a) bzw. Moore et al. (1978) wiesen Populationen mit hoher
Kolonkarzinominzidenz (Engldnder bzw. Nordamerikaner, japan. Hawaiianer, Polyp-
patienten) signifikant hohere Bacteroides-, aber auch Bifidobakterienzahlen auf als
Populationen mit niedriger Inzidenz (Ugander bzw. Afrikaner). Da jedoch eine
japanische Population mit niedrigem Erkrankungsrisiko sogar hohere Bifido- und
Bacteroideswerte aufwies als die Hoch-Risiko-Gruppe, wurde bezweifelt, dass diese
Keimgruppen direkt mit dem Karzinomrisiko assoziiert waren. Bei Erfassung einzelner
Subspezies ergab sich u.a. eine positive Korrelation zum Vorkommen zweier
Bacteroidesstimme. Es wurde vermutet, dass eine Verschiebung der Keimgruppen-
anteile untereinander im Subspeziesbereich u/o eine ernihrungsabhiingige Anderung der
metabolischen ~ Aktivitdten bei unverdnderten Keimzahlen besser mit dem
Kolonkarzinomrisiko korrelieren (Moore et al., 1978).

Eine Reexaminierung des Probenmaterials mit detaillierterer Keimzahlanalyse und
Anwendung einer verbesserten statistischen Methode zum Vergleich der Keimmuster
bestitigte jedoch spiter eine positive Assoziierung der Gesamtkonzentrationen von
Bacteroides und Bifidobakterien mit hohem Erkrankungsrisiko. Unter 15 mit einem
erhohten Kolonkarzionomrisiko assoziierten Subspezies befanden sich auflerdem 2
Bacteroides- und 2 Bifidobacteriumstaimme, darunter auch Bif. longum (Moore &
Moore, 1995). Ein weiterer Bifidostamm ist ebenfalls mit erhohter Adenominzidenz
assoziiert (Finegold et al., 1975).

Auch nach Crowther et al. (1976) waren bei erhohter Kolonkarzinominzidenz hohere
Bacteroideswerte festzustellen; ebenfalls lagen signifikant hohere Nachweishiufigkeiten
vor (IARCIMG, 1977). Niedrigere Bacteroideszahlen wurden eher bei Populationen mit
geringer Kolonkarzinominzidenz angetroffen (Hill et al., 1971).

Da Bacteroides und Bifidobakterien einen Grofiteil der Anaerobenflora darstellen
(kdnnen) (Kap. 4.3.1), wiesen Ergebnisse der IARCIMG (1977) und von van der Werf et
al. (1983) in dieselbe Richtung: bei hohem Kolonkarzinomrisiko bzw. bei Kolon-
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adenomen, einem Vorstadium der Krebserkrankung, wurden erhohte Anaeroben/
Aeroben-Verhiltnisse gefunden, so dass die Forderung der aeroben Flora zur
Verhinderung der Tumorpromotion fiir geeignet gehalten wurde (van der Werf et al.,
1983). Im ersteren Fall waren jedoch die Bacteroides- und Bifidozahlen statistisch nicht
signifikant erhoht (IARCIMG, 1977). Andere Autoren fanden keine signifikanten
Unterschiede bzgl. des Anaeroben/Aerobenverhiltnisses (Crowther et al., 1976).

Andere Autoren konnten eine Assoziation von Bacteroides mit erhohtem Risiko nicht
feststellen (Kubota, 1990; Finegold et al., 1975; Kanazawa et al., 1996). Baceroides
fragilis war sowohl mit erhhtem (Crowther et al., 1976) als auch mit niedrigerem
Erkrankungsrisiko assoziiert (Moore et al., 1978). Nach Finegold et al. (1975) hat eine
Bacteroidessubspezies protektive Wirkung.

Verschiedene Autorengruppen stellten keinen Zusammenhang zwischen fikalem
Bifidovorkommen (z.B. in Hohe von 23 bzw. 16% (Kubota, 1990)) und Kolonkarzinom-
risiko fest (IARCIMG, 1977; Crowther et al., 1976; Finegold et al., 1975; Kubota, 1990;
Kanazawa et al., 1996). Nach Kubota (1990) waren signifikant niedrigere Bifidozahlen
(7,5%) mit einer erhohten Adenominzidenz assoziiert.

Kanazawa et al. (1996) fanden bei einer Hoch-Risiko-Population signifikant hohere
Konzentrationen anerober Laktobazillen.

Auch fiir die dritte grole Bakteriengruppe der Hauptflora, die Eubakterien, gibt es
widerspriichliche Ergebnisse. Wihrend in drei Studien das Fehlen einer
risikomodulatorischen Wirkung festgestellt wurde (Kubota, 1990; Finegold et al, 1975;
Kanazawa et al., 1996), sind nach Crowther et al. (1976) niedrige Eubakterienzahlen mit
einem erhohten Kolonkarzinomrisiko korreliert. Einzelne Eubakterienstimme waren
sowohl mit erhohter Adenominzidenz (Finegold et al., 1975), als auch mit erhohter
(Moore & Moore, 1995) und auch mit geringerer Karzinominzidenz (Moore et al., 1978;
Finegold et al., 1975) assoziiert.

Elemente der aeroben Begleitflora werden dagegen i.d.R. nicht mit einem erhohten
Risiko in Verbindung gebracht. Verschiedentlich wurden Assoziationen mit geringerem
Erkrankungsrisiko festgestellt, z.B. fiir E. coli (Moore et al., 1978), bzw. Entero-
bakterien (Hill et al., 1971), Laktobazillen (Aries et al., 1969a; Moore & Moore, 1995;
IARCIMG, 1977) sowie fiir die Keimzahl von Strepto- bzw. Enterokokken (Aries et al.,
1969 a; IARCIMG, 1977; Hill et al., 1971), ihre Nachweishaufigkeit (IARCIMG, 1977),
eine Subspezies (Finegold et al., 1975) und fiir Hefen (Kanazawa et al., 1996). Daneben
wurde ebenfalls eine fehlende modulatorische Wirkung festgestellt, z.B. fiir E. coli
(Kubota, 1990; Finegold et al., 1975) und Enterobakterien (IARCIMG, 1977; Aries et
al., 1969a) sowie fiir Laktobazillen (Kubota, 1990; Finegold et al., 1975) und Strepto-
bzw. Enterokokken (Kubota, 1990; Finegold et al., 1975; Crowther et al., 1976).

Kubota (1990) stellte bei Darmkrebspatienten erhohte Clostridienkonzentrationen fest
(knapp 5% gegeniiber 0,3 bzw. 1,2% bei Gesunden bzw. Adenompatienten). Dies
Ergebnis konnte aber auch sekundédr durch krebsbedingte Anwesenheit von Blut im
Darmlumen bedingt sein, das im Tierversuch das Clostridienwachstum forderte (Moore
et al., 1978). Lecithinase-negative Clostridien wurden aber auch bei Hoch-Risiko-
Patienten nach Kolonoskopie in signifikant hoheren Konzentrationen gefunden als bei
Gesunden (Kanazawa et al., 1996). Finegold et al. (1975) sowie Aries et al. (1969a)
fanden keine relevanten Unterschiede bei dem Vergleich der Clostridienkonzentrationen
von Gesunden und Polyppatienten bzw. Populationen mit niedrigem und hohem Risiko.
Das Vorkommen von C. paraputrificum ist nach Crowther et al. (1976) nicht mit einem
erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert.

Die Stimme der anaeroben Bacteroides, Bifidobakterien, Eubakterien und Clostridien

sowie die der aeroben Enterokokken bzw. Streptokokken sind zu 70-90% zur Hydrolyse
konjugierter GS und auch zur Dehydrogenierung in 30~ (18-47%), 70i- (47-91%) und
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12a-Stellung (10%) befihigt, im Gegensatz zu Enterobakterien (E. coli), Laktobazillen
und S. salivarius. Da diese bakteriellen Enzymaktivititen sowohl in Populationen mit
hohem als auch mit niedrigem Kolonkarzinomrisiko derart weit verbreitet sind, kénnen
sie nicht direkt mit einem erhohten Risiko verbunden sein. Sie haben jedoch mittelbare
Bedeutung: Die Dekonjugation stellt den einleitenden Schritt zur Bildung sekundérer
Gallensduren dar; Gallensidure-abbauende Enzyme zeigen nur eine geringe Affinitét
gegeniiber konjugierten Gallensduren. Die Bildung von Ketogruppen bereitet die
Dehydrogenierung am Sterangeriist vor (Hill, 1975).

Dagegen korreliert die Anzahl der Bakterienstimme mit 7 oDehydroxylaseaktivitiit pro
Gramm Stuhlmasse mit der Kolonkarzinominzidenz (Hill, 1975).

Das Enzym ist vollstindig induzierbar und der prozentuale Anteil strikter Anaerobier,
die zu dieser Reaktion fihig sind, steigt mit zunehmender Konzentrationen fékaler
Gallensduren (Drasar & Hill, 1974). Die unterschiedliche Erndhrungsweise bzw. ihr
Einfluss auf die Gallensduresekretion und damit auf das Substratangebot fiir die
bakteriellen 70a-Dehydroxylasen konnte deshalb dafiir verantwortlich sein, dass
Bacteroides, Bifidobakterien, Clostridien und S. faecalis von Probanden aus westlichen
Industrieldndern mit hohem Karzinomrisiko (England, Schottland, USA) zu 44-56%, 40-
56%, 34-60% und 11-40%, aus Entwicklungsldndern mit niedrigem Kolonkarzinom-
risiko (Uganda, Indien) aber nur zu 33-5%, 4-5%, 6-0% und 3-0% zur 7o0-
Dehydroxylaseaktivitit befdhigt sind (Hill et al., 1971; Hill, 1975).

Nach einer Untersuchung von insgesamt 219 Bakterienstimmen in Stuhlproben
gesunder Erwachsener erwiesen sich 13 von 14 Stimmen mit Fihigkeit zur 7o-
Dehydoxylaseaktivitét als Eubakterien (Takamine & Imamura, 1995). Ein aus dem Stuhl
eines Patienten mit Kolonkarzinom isolierter Eubakterienstamm zeigte in Anwesenheit
von CA eine um das 90-fache induzierte 7o-Dehydroxylaseaktivitit (White et al., 1980).

Auch die A-Dehydrogenaseaktivitit, die die Bildung von 4-en-3-on-Zwischen-
produkten Kkatalysiert (,,Nuclear Dehydrogenation®), ist wahrscheinlich in die
Kolonkarzinogenese involviert. AusschlieBlich Clostridien sind zu dieser Reaktion
befdhigt (Goddard et al., 1975; Suzuki, 1993 bzw. 1992). Die fikale Konzentration von
lecithinase-negativen Clostridien, die diese Enzymaktivitit zeigen (NDC) korreliert mit
der Kolonkarzinominzidenz. NDC wurden bei 82% bzw. 64% einer Gruppe von
Darmkrebspatienten, aber nur bei 43% bzw. 15% der Kontrollpatienten nachgewiesen
(Murray et al., 1980; Hill et al., 1975). Bei 70% der Darmkrebspatienten wurden sowohl
signifikant hohere NDC- als auch Gallensdurekonzentrationen (=6 mg/g TM)
festgestellt, gegeniiber nur 9% in der Kontrollgruppe (Hill et al., 1975). Eine
epidemiologische Untersuchung konnte jedoch keine verdnderte NDC-Vorkommen bei
4-fach unterschiedlichem Karzinomrisiko zweier Populationen nachweisen (IARCIMG,
1977).

Das Interesse an E. coli im Zusammenhang mit der Kolonkarzinogenese beruht auf ihrer
BGlukuronidaseaktivitit, einem weiteren Risikomodulator in der Kolonkarzinogenese,
der hier aber nicht weiter behandelt wird. Wihrend E. coli die gréften Enzymmengen
produziert, bilden bestimmte Clostridien und Bacteroides mittlere, Laktobazillen
dagegen nur sehr geringe Mengen (Lidbeck et al., 1989).

Stuhlgewicht, Bakterienmasse und Transitzeit

Epidemiologische Studien zeigten, dass die in ,,westlichen* Léandern iiblichen Darm-
erkrankungen, darunter auch benigne und maligne Kolontumoren, sehr selten in
Bevolkerungsgruppen auftraten, deren Kost ballaststoffreich war. Mit Umstellung von
einer ballaststoffreichen auf eine ballaststoffarme Kost traten diese Darmerkrankungen
regelmifig vermehrt auf. Es wurde vermutet, Ballaststoffe beugten der Darmkrebs-
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entstehung vor, einerseits durch Beschleunigung des Kolontransits und damit
Verkiirzung der Kontaktzeit von Karzinogenen u/o Promotoren mit der Kolonmukosa,
andererseits durch Erhohung von Stuhlgewicht und -volumen und damit einer
Verdiinnung u/o einer Bindung der (ko-)karzinogenen Substanzen (Burkitt, 1971;
Burkitt et al., 1972; vgl. IARCIMG, 1977; Reddy et al., 1983). Als kolonprotektiv gilt
ein tigliches Stuhlgewicht von etwa 200 g IARCIM, 1977; Spiller, 1993).

Zwischen Ballaststoffaufnahme und Stuhlgewicht besteht eine lineare Beziehung
(Cummings et al., 1992; Stephen et al., 1987; Reddy et al., 1983; Burkitt et al., 1972).
Eine ballaststoffreiche Kost kann durch eine Erhthung des Stuhlgewichts die féakale
Konzentration sekundédrer Gallensiduren senken (Nagengast et al., 1993; Reddy et al.,
1983).

Der Parameter ,,Stuhlgewicht* steht in inverser Beziehung zum Kolonkarzinomrisiko.
Populationen mit den hochsten durchschnittlichen tiglichen Stuhlgewichten, z.B. in
Entwicklungsldndern wie Uganda, Peru oder Indien und im nérdlichen Finnland und
Japan weisen die geringsten Kolonkarzinominzidenzen auf; ein erhohtes
Erkrankungsrisiko besteht dagegen bei Verzehr ballaststoffarmer, ,,westlicher* Kost, die
geringere Stuhlgewichte produziert, z.B. in England, Schottland, Ddnemark, USA (New
York, Hawaii) oder Schweden (Malmg) (Cummings et al., 1992; Reddy et al., 1983;
Burkitt et al., 1972). Ein nicht signifikanter Unterschied der Stuhlgewichte zweier
Populationen mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko (Levy et al., 1994) wurde
moglicherweise  beeinflusst  durch  einen  signifikanten  durchschnittlichen
Altersunterschied im Gruppenvergleich.

Stuhlgewicht und Transitzeit verhalten sich umgekehrt proportional (Cummings et al.,
1992; Holtug et al., 1992; Stephen et al., 1987; Hgverstad & Bjgrneklett, 1984; Burkitt
et al., 1972; Stephen & Cummings, 1980), so dass nach Cummings et al. (1992) mit
hoher Wahrscheinlichkeit anzunehmen ist, dass auch der Parameter ,,Transitzeit direkt
mit dem Kolonkarzinomrisiko assoziiert ist. Epidemiologische Studien konnten eine
direkte Korrelation aber nicht zuverlissig bestitigen (van der Werf, 1983; Glober et al.,
1974).

Zwischen Transitzeit und Bakterienmasse besteht ebenfalls eine enge Beziehung
(Stephen et al., 1987). Je schneller die Transitzeit, um so effektiver ist das
Bakterienwachstum und um so groler sind die Bakterienmasse im Darm und auch das
Stuhlgewicht, da der Bakterienanteil an der Stuhlmasse bei ,,westlicher Kost
schitzungsweise etwa 70% betrigt (Stephen et al., 1987) und auBerdem mit kiirzerer
Transitzeit die fiir die Fermentation (und Resorption) verfiigbare Zeit abnimmt (Holtug
et al., 1992), so dass bei einer Transitzeit <50 h mit einer partiell verschlechterten
Ballaststoffverdaulichkeit gerechnet werden muss. Man nimmt an, dass die
Darmbakterien ihren Erhaltungsbedarf zugunsten einer vermehrten Multiplikationsrate
drosseln konnen (Stephen et al., 1987). Mit dem Faktor ,,Transitzeit konnen sich also
auch mikrobiologische und mdoglicherweise metabolische Anderungen ergeben: Bei
Kolonkarzinompatienten waren ldngere intestinale oro-anale Transitzeiten mit hoheren
Anaeroben/Aeroben-Quotienten assoziiert und diese wiederum mit einer erhohten
Exposition der Mukosa gegeniiber DCA (van der Werf, 1983).

Probiotika, Pribiotika, Synbiotika

Probiotische Milchprodukte werden als Wegbereiter fiir die so genannten
,funktionellen® Lebensmittel (,,Functional Food*) in Deutschland betrachtet; eine
zunehmende und unklar abgegrenzte Gruppe von Lebensmitteln, deren Gemeinsamkeit
der ,,added value®, der besondere gesundheitliche Zusatznutzen ist bzw. sein soll
(Erbersdobler, 2005; Braun et al., 2001; Groeneveld 1998; Gusko & Hamm, 1999). In
verschiedenen geographischen Regionen werden unterschiedliche Definitionen
verwendet (Braun et al., 2001).
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Definitionen

Der Begrift Probiotikum/a wurde 1965 von Lilly & Stillwell geprigt und bezeichnete
urspriinglich externe protozoeneigene Stimulationsfaktoren. Er leitet sich aus dem
lateinisch-griechischen ,,pro bios* ab (,fiir das Leben*) und stellt das Pendant zu dem
etablierten Begriff Antibiotikum/a dar. Im erndhrungswissenschaftlichen Kontext wurde
er 1974 von Parker fiir Futtermittelzusidtze verwendet, die iiber die Darmflora den
Wirtsorganismus giinstig beeinflussten (Fuller, 1989).

Der Begriff ,Probiotikum® ist heute nicht einheitlich-verbindlich definiert
(Schrezenmeir & de Vrese, 2000). Ublicherweise findet man folgende Definitionen:

a) ,,Lebende, mikrobielle Futter-/Nahrungszusditze, die den Wirtsorganismus giinstig
beeinflussen, indem sie sein mikrobielles Gleichgewicht verbessern‘ (Fuller, 1989;
1999).

Nicht eindeutig definiert sind die Kennzeichen und Ausprigungen einer
»gesundheitsoptimierten bzw. priventiv wirksamen Keimzusammensetzung. Fiir den
Zustand/die ZielgroBe ,,optimale/optimierte Darmflora* existiert nicht einmal ein Wort;
der gelegentlich zu findende Begriff ,Eubiose” bezeichnet lediglich die Keim-
zusammensetzung normal gesunder Personen. Diese konnte aber im Hinblick auf die
Pathogenese des Kolonkarzinoms, die sich in Zeitrdumen von 1-2 Dekaden abspielt, im
subklinischen Bereich durchaus risikobehaftet sein.

Andere Definitionen meiden deshalb Begriffe wie ,,Gleichgewicht oder
,»Verbesserung® und verwenden lieber das neutralere ,,Verdnderung® der Darmflora.
Eine neuere Definition von Schrezenmeir & de Vrese (2000) lautet:

b) ,,Eine Zubereitung oder ein Produkt, das lebende, definierte Mikroorganismen in
ausreichender Menge enthilt um die Mikroflora (durch Implantation oder
Kolonisierung) eines Biotops des Wirtsorganismus zu verindern und dadurch
giinstige Gesundheitswirkungen bei diesem Wirt verursacht.“

Die Begriffe Kolonisierung und Implantation wurden hier nicht exakt definiert; eine
Proliferation im Darm und eine passagere Beeinflussung der luminalen Darmflora ist
moglicherweise ausreichend fiir positive Effekte. Vanbelle et al. (1990) stellten
angesichts der hiufig gefundenen Stabilitdt der wandstindigen Mikroflora die
Notwendigkeit der Adhédsionsfidhigkeit an die Mukosaschicht in Frage. Da probiotische
Wirkungen sich durch regelmissigen Probiotikaverzehr erzielen lassen, gilt die
Adhisionsfihigkeit nicht als essentiell (de Vrese & Schrezenmeir, 2001; Schrezenmeir
& de Vrese, 2000). Falls der Moment der Adhésion als einleitender Schritt zu einer
Translokation oder Infektion betrachtet werden muss, wére die Fahigkeit eines
Probiotikums zur Adhdsion moglicherweise als ungiinstig zu bewerten (Ishibashi &
Yamazaki, 2001).

Manche Definitionen verzichten sogar ganz auf die Implizierung einer Vermittlung
gesundheitsforderlicher Effekte liber die Darmflora bzw. lassen offen, ob die positiven
Effekte sich auf mikrobielle u/o metabolische Aspekte beziehen sollten:

Der Arbeitskreis ,.Probiotische Mikroorganismenkulturen in Lebensmitteln am
Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin schlug
1997 folgende Definition vor (zit. nach de Vrese & Schrezenmeir, 2001; Boeing, 2004):

c) ,,Definierte lebende Mikroorganismen, die in ausreichender Menge in aktiver

Form in den Darm gelangen und dadurch positive gesundheitliche Wirkungen
erzielen.
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d) ,,Lebende, definierte Mikroorganismen, die nach ihrem Verzehr gesundheits-
fordernde Effekte ausiiben, die iiber das Maf3 der grundgegebenen
erndhrungsphysiologischen Effekte hinausgehen‘ (LABIP, 1996; Feldheim, 1997).

Pribiotika sind definiert als ,,unverdauliche Bestandteile der Nahrung, die Wachstum
u/o Aktivitit einer Bakterienspezies bzw. einer begrenzten Anzahl von
Bakterienspezies selektiv stimulieren und dadurch eine gesundheitsfordernde
Wirkung auf den Wirtsorganismus ausiiben‘ (Roberfroid, 2001; Gibson & Roberfroid,
1995).

Gut belegt sind bifidogene Wirkungen der B-(2->1)-D-Fruktane mit Polymerisierungs-
graden von 2-<70. Dazu gehoren Inulin (hergestellt aus Zichorienwurzeln),
Fruktooligosaccharide (FOS)/Oligofruktose, hergestellt durch partielle Hydrolyse von
Inulin) und Neosugar (synthetisches Fruktan, hergestellt durch enzymatische Transfruk-
tosylierung aus Saccharose). Pribiotisch wirken auBerdem Galaktooligosaccharide
(GOS, hergestellt durch enzymatische Transgalaktosylierung aus Laktose) und Soja-
oligosaccharide (Gemisch aus Raffinose und Stachyose, gewonnen durch Extraktion aus
Sojamilch) (U: Wisker, 2002). In Deutschland werden als pribiotische Zutaten in
Lebensmitteln Inulin und Oligosaccharide eingesetzt (Meyer, 2003).

Da Pribiotika anhand ihres Potentials ausgewdhlt werden, das Wachstum von
Milchsiurebildnern (Bifidobakterien, Laktobazillen) anzuregen, plddiert Wisker (2002)
dafiir, Substanzen, die nicht selektiv fermentiert werden (z.B. resistente Stirke und
Pektin) und zur Vermehrung unterschiedlicher Spezies beitragen, nicht zu den
Priébiotika zu zéhlen.

Nach Wisker (2002) ist bislang nur die bifidogene Wirkung durch Prébiotika eindeutig
belegt. Der Nachweis einer direkten gesundheitsforderlichen Wirkung erweise sich
dagegen als schwierig und wiirde deshalb von verschiedenen Autoren nicht mehr als
Kriterium fiir eine pribiotische Wirkung genannt (Wisker, 2002).

,,Produkte, die sowohl probiotische als auch pribiotische Bestandteile enthalten,
werden als Synbiotika bezeichnet (Gibson & Roberfroid, 1995). Eine synergistische
Wirkung beider Komponenten wird nach dieser Definition nicht vorausgesetzt, wurde
aber fiir manche Kombinationen schon nachgewiesen (Challa et al., 1997; U: Pool-Zobel
et al., 2005).

Schrezenmeir & de Vrese (2000) schlugen vor, den Begriff im engeren Sinne fiir
Produkte zu verwenden, in denen die pribiotische Zutat selektiv das Wachstum des
Probiotikums fordert. Als Synergismus in vivo konne aber auch die Aufnahme von
Milchsiurebakterien einerseits und die Wachstumsférderung im Darm ansédssiger
Bifidobakterien [durch Pribiotika] andererseits bezeichnet werden.

Functional Food oder die ,,Healtherisierung* von Lebensmitteln

Im europdischen Durchschnitt z@hlt der Aspekt ,.gesunde Erndhrung“ zu den 5
wichtigsten Auswahlkriterien bei der Lebensmittelwahl (Friebe et al., 1997), daher
verspricht das Qualitédtskriterium ,,Gesundheitsforderung® in einer zunehmend
gesundheitsbewussteren Gesellschaft auch Absatzforderung (Groeneveld, 1998; Gusko
& Hamm, 1999). Schitzungen zufolge haben in Deutschland um die 60% (Gusko &
Hamm, 1999) bzw. 75% (BEUC, 2005), in anderen europdischen Lindern 80-90%
(BEUC, 2005) der Verbraucher ein hohes Interesse an Gesundheitsthemen und sind
aufgeschlossen fiir Functional Food, wobei eine hohere Priferenz fiir (natiirliche,
gesunde) Lebensmittel als fiir Nahrungsergdnzungsmittel besteht (Gusko & Hamm,
1999).

Der Trend zum ,Functional Food* bezeichnet weniger die Riickbesinnung auf das in
natiirlichen Lebensmitteln vorhandene Potential an bioaktiven Schutzfaktoren - wie von
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Seiten der Naturheilkunde und Vollwert-Erndhrung seit Jahren propagiert (Watzl &
Leitzmann, 2005; von Korber et al., 2004) - noch sind damit die praxisorientierten,
praventivmedizinischen Empfehlungen der Erndhrungswissenschaft zur Auswahl
geeigneter Lebensmittel gemeint (,,10 Regeln fiir eine gesunde Erndhrung*, Obst- und
Gemiiseverzehr ,five a day®, ...). Seit Jahren schon wird auch die Schutzwirkung
bestimmter Kostformen (mediterrane, asiatische, vegetarische Kost, ,,Eskimodiét®) mit
einem hohen Anteil bioaktiver Schutzstoffe in Verbindung gebracht (Groeneveld 1998;
Gusko & Hamm, 1999).

Im Trend zum ,,positiv praventiven* (Erbersdobler, 2000) Lebensmittel driicken sich in
einem verdnderten Nachfrage-(Kauf-)verhalten die Bediirfnisse einer alternden,
technologisierten und gestressten Gesellschaft aus, mit der Sehnsucht nach
Jugendlichkeit und Fitness und dem Wunsch nach Vorbeugung vorzeitiger Alterung,
nachhaltiger Gesundheit und ,,Wellness* (Tab. 4).

Die Probiotikaforschung hat sich seit Ende der 1980er und besonders Anfang der
1990er Jahre zu einem neuen interdisziplindren Forschungszweig in der
Humanernihrung entwickelt. Die Aktivititen zur Erforschung gesundheitsfordernder
Eigenschaften umfassen die Suche nach Selektionskriterien fiir potentiell geeignete
Bakterienspezies bzw. -stimme anhand der Erforschung ihrer biologisch-metabolischen
Eigenschaften in vitro, die physiologischen Konsequenzen in vivo, die Identifikation
spezifischer prébiotischer Substrate sowie die Produktentwicklung und technologische
Umsetzung (Dunne et al., 2001; de Vrese & Schrezenmeir, 2001).

Die kommerzielle Umsetzung bzw. Bedarfsweckung durch Entwicklung maBgeschnei-
derter funktioneller Lebensmittel erdoffnete ein gigantisches innovatives Marktsegment
der Lebensmittelindustrie (Gusko & Hamm, 1999; Stanton et al., 2001), dessen
geschitztes zukiinftiges Volumen mit dem Markt fiir fettreduzierte Produkte verglichen
wird (Stanton et al., 2001). Jahrlich geben die Deutschen geschitzte 6,5 Mrd. Euro fiir
Functional Food aus; wobei im Vergleich zu konventioneller Ware bei probiotischen
Milchprodukten bis zu 100% hohere Preise gezahlt werden (food-monitor, Nov. 2006).
Probiotische Milchprodukte sind in Deutschland seit 1995 im Handel erhiltlich. In den
Jahren 1996/97 wuchs der Absatz probiotischer Joghurts um 150% (Stanton et al., 2001)
und verzeichnete fortgesetzt starke Wachstumsraten (ZMP, 2003; 1996; Gusko &
Hamm, 1999); allein 2005 stieg der Absatz im Vergleich zum Vorjahr um weitere rund
17% (food-monitor, Nov. 2006). Nach Untersuchungen der Gesellschaft fiir Konsum-
forschung in Niirnberg kaufen heute 40% aller Haushalte probiotische Milchprodukte
(food-monitor, Sept. 2005).

Auch andere Lebensmittel werden zunehmend mit pro- und prebiotischen Zutaten
versehen (Meyer, 2003, 2005; Groeneveld, 1998; Gusko & Hamm, 1999;).

Funktionelle Lebensmittel verwischen die Grenzen zwischen Lebens- und Arzneimitteln
(Stanton et al., 2001; Braun et al., 2001). Damit verbunden ist die Gefahr, dass zum Teil
noch nicht ausreichend bewiesene gesundheitsforderliche Eigenschaften vom
Verbraucher iiberbewertet werden, der Verzehr von funktionalen Lebensmitteln eine
Alibifunktion fur vollwertige Erndhrung erhdlt (Erbersdobler, 2000) und eine
Gesundheitsforderung durch generelle Erndhrungsumstellung verbleibt (Leitzmann et
al., 2003; VZ, 2005). Strittig ist bislang auch, wann eine behauptete Wirkung oder
Werbeaussage als ausreichend wissenschaftlich abgesichert gelten kann (Haber, 2005;
Braun et al., 2001).

Einzelne nihrwert- und gesundheitsbezogene (Werbe-)Aussagen werden i.d.R. an
prominenter Stelle auf der Verpackung platziert und wirken nach einer Umfrage unter
3000 Verbrauchern aus 5 europdischen Lindern stark kaufentscheidend, wihrend
objektivere Informationen fiir die Mehrzahl der Verbraucher unversténdlich sind: nur
jeweils 30% der Verbraucher verstehen die Zutatenliste auf Anhieb bzw. lesen
Néhrwertanalysen (BEUC, 2005). Nur etwa ein Drittel der Verbraucher sind in der
Lage, die erndhrungsphysiologische Qualitit eines funktionellen Lebensmittels zutref-
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Tab.4: Functional Food: Gesellschaftliche Schliisselfaktoren fiir einen neuen Trend

(erweitert nach Gusko & Hamm, 1999; Erbersdobler, 2000; Stanton et al., 2001)

Y VY

YVVVY

Y

Verdnderte Situation im Gesundheitswesen, medizinische Aspekte:

zunehmendes gesellschaftliches Bewusstsein, zunehmende wissenschaftliche Beweise
hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Erndhrung und Gesundheit

mehr Krankheiten und Krankheitskosten durch die Uberalterung der Gesellschaft

Trend zur Kosteneinsparung im o6ffentlichen Gesundheitswesen und zu Ubernahme von
mehr Eigenverantwortung fiir die Gesundheit

Antibiotikaresistenzen fordern die Suche nach Okonomischen, priventiv wirksamen
Immunstimulanzien

Lifestyle- Aspekte
Hohes individuelles Sicherheitsbediirfnis im Bewusstsein von
- genetischer Disposition (Familienkrankheiten)
- Stressbelastung von Geist und Korper
- Umweltkontamination
Vorsorgebediirfnis fiir das Wohlbefinden im Alter (Gesundheit, Fitness, Vitalitit)
zunehmende Sorge iiber die Auswirkungen heutiger Erndhrungsweise und Lebensstile
(zu fett, falsche Fette, zu viel Energie, zu sii}, zu salzig, zu viel Alkohol, zu wenig
Ballaststoffe)
unzureichender Obst- und Gemiiseverzehr
zu wenig korperliche Aktivitat/Sport
grundsétzliche Aufgeschlossenheit fiir neue Produkte, Neugier
zunehmendes Interesse fiir Produkte, die hohen Genuss- und Gesundheitswert vereinen, fiir
»Wellness-“ und ,,Anti-Ageing“-Angebote
Abneigung gegen Nahrungsmittel in Tabletten- oder Kapselform

Sozio-demographische Aspekte:

verdnderte Haushaltstrukturen, Trend zum Single-Haushalt mit vermehrten AuBer-Haus-
Aktivititen

verdnderte/fehlende Mabhlzeitenstruktur (,,snacking®, ,.grazing*: ,vom Essritual zur
Knabbergesellschaft; Essen unterwegs, aus der Hand)

erhohter Anteil berufstitiger Frauen bei noch weit verbreiteter traditioneller Rollenteilung
von Paaren, weniger Zeit zur Zubereitung von Mahlzeiten in den Familien

zunehmende Nachfrage nach ,,convenience“-Produkten (bequem, zeitsparend, schnell
verfiligbar)

Aspekte der Erndhrungs-/Lifestyle-Beratung

Mangelhafte Umsetzung praventivimedizinischer Erndhrungsempfehlungen
(;,Jdealerndhrung* nach DGE, Lebensmittelkreis, Food-Pyramide, 5 am Tag, ...)

fordert Akzeptanz fiir neue Moglichkeiten der gesundheitlichen Aufwertung der Erndhrung
Schutzfaktoren statt Risikofaktoren: Trendwende in der Erndhrungsberatung, d.h. weg von
gesundheitsorientierten Vermeidungsstrategien (,,weglassen von ...“), hin zur Motivation
mit positiven, gesundheitsfordernden Argumenten (,,mehr von ...“)

Unternehmerische Aspekte:

wirtschaftliche Notwendigkeit, einen abgesittigten Markt durch Innovationen neu
aufzuteilen

Hohes Marktpotential fiir Produkte mit medizinischem Nutzenversprechen hinsichtlich
Alter, Vitalitit, Immunstdrkung

neue Gesetzesinitiativen zur Regulierung von Health Claims

fend einzuschitzen, indem sie den versprochenen Zusatznutzen in Relation zu
ungiinstigen Produkteigenschaften (z.B. hoher Zuckergehalt) setzen (BEUC, 2005).
Um zu vermeiden, dass von Natur aus erndhrungsphysiologisch hochwertige
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1.2.2.3

Lebensmittel ohne ,,Health Claim*“ vom Verbraucher weniger wertgeschitzt werden,
sollten spezielle gesundheitsbezogene Aussagen zu funktionellen Lebensmitteln daher
immer vor dem Hintergrund der gesamten Erndhrungsweise getroffen werden
(Erbersdobler, 2000).

Die Stellungnahme der Verbraucherzentralen zu funktionellen Lebensmitteln lautet wie

folgt (VZ NRW, 1996; VZ, 2000):

> Fiir eine gesunde, abwechslungsreiche Erndhrung sind funktionelle Lebensmittel
nicht erforderlich.

> Wenn jedoch derartige Produkte vermarktet werden, muss rechtlich verbindlich
definiert werden, was darunter zu verstehen ist.

> Wird mit einer gesundheitsfordernden Wirkung geworben, dann muss diese vor
der Markteinfithrung fiir das entsprechende Produkt bewiesen werden.

Erbersdobler (2000) pléddiert fiir ein sinnvolles ,,Ineinandergreifen® einer vollwertigen
Erndhrung und dem gezielten Verzehr funktioneller Lebensmittel zur selektiven
Verstirkung der priventivmedizinischen Wirkung (Erbersdobler, 2000).

Funktionelle Lebensmittel sind in Deutschland lebensmittelrechtlich nicht speziell
definiert (Gusko & Hamm, 1999). Maligeblich ist bislang das Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuch (LFGB), in dem unter den §§11 und 12 der Schutz vor
Téauschung und Irrefilhrung sowie das Verbot lebensmittelbezogener werbender
Aussagen geregelt ist, die sich auf die Beseitigung, Linderung oder Verhiitung von
Krankheiten beziehen (LMR, 2005). Gesundheitsbezogene Aussagen sind lediglich
erlaubt, sofern sie in Form von Allgemeinplitzen formuliert sind und sich nicht auf
Krankheiten beziehen (,,soft claims®) (Gusko & Hamm, 1999; Braun et al., 2001; VZ,
2005; LMR, 2005).

Auf EU-Ebene und auf der Ebene des Codex Alimentarius besteht seit Jahren
Regelungsbedarf hinsichtlich der Verwendung so genannter ,,Health Claims*, gesund-
heitsbezogener Werbeaussagen (Haber, 2005; Groeneveld, 1998). Vor Kurzem, am
16.05.2006, stimmte das Europidische Parlament fiir eine Neuregelung der nihrwert- und
gesundheitsbezogenen Bewerbung von Lebensmitteln. Danach diirfen zukiinftig
Aussagen zu gesundheitlichen Auswirkungen von Lebensmitteln nur dann verwendet
werden, wenn sie wissenschaftlich belegt sind. Uber die Zulissigkeit und Giiltigkeit
dieser Aussagen entscheidet die Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit
(EFSA). Eine von der Behorde zu erstellende Positivliste soll wissenschaftlich
gesicherte, frei verwendbare Gesundheitsaussagen enthalten, fiir deren Verwendung
keine spezielle Zulassung erforderlich sein soll. Nahrwertprofile auf Verpackungen
sollen gesundheitsbewusstere Kaufentscheidungen erleichtern. Die Verabschiedung der
Verordnung bedarf noch der formlichen Zustimmung der Mitgliedstaaten. Das
Gesetzgebungsverfahren wird voraussichtlich im Herbst 2006 abgeschlossen sein (food-
monitor, 2006; BEUC, 2006).

Probiotische Wirkmechanismen: wiinschenswert, notwendig, gesichert/moglich

Als probiotische Keime in Lebensmitteln werden insbesondere die Gattungen
Lactobacillus und Bifidobacterium verwendet, die einzeln oder in Kombination
miteinander zur Fermentation von Milchprodukten eingesetzt oder diesen nachtriglich
zugesetzt werden. Bevorzugt werden indigene (wirtseigene) Bakterienstimme, da diese
besser an die Wirtsverhiltnisse angepasst sind und so die giinstigsten Aussichten haben,
die Magen-Darm-Passage lebend zu iiberstehen und die Darmmukosa zu kolonisieren
(Ballongue et al., 1993; Koo & Rao, 1991).

Nach heutigen Kenntnissen besteht kein Zweifel dariiber, dass die Darmflora wichtige
und komplexe Funktionen ausiibt. Dazu gehoren z.B. Aufbau und Aufrechterhaltung
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einer mikrobiellen Barriere gegen Fremdkeime, Schutz vor der Translokation von
Mikroorganismen in das Lymphsystem, Energieversorgung und Durchblutungsforderung
der Darmmukosa, Hemmung der Bildung mutagener/karzinogener/putreszierender/
toxischer Metabolite, Anregung der Darmmotilitit, Beeinflussung des darmassoziierten
Immunsystems, Modulation des Cholesterinspiegels und Produktion von Vitaminen (de
Vrese & Schrezenmeir, 2001; Kullak, 1997; Demling et al., 1991).

Fiir Probiotika werden folgende Wirkmechanismen postuliert (Abb. 4):

Abb. 4: Probiotische Wirkmechanismen
(de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

Als wiinschenswerte Eigenschaften eines Probiotikums werden die in Tab. 5
aufgefiihrten Kriterien genannt.

Einige Figenschaften bzw. metabolische Potentiale kénnen noch nicht abschliefend
bewertet werden und stellen moglicherweise den unbedenklichen FEinsatz von
Mikroorganismen, die zu solchen Reaktionen befédhigt sind, in Frage (de Vrese &
Schrezenmeir, 2001). Neben der bereits genannten Féhigkeit zur Adhiasion (Kap.
1.2.2.1) kann/muss die Fahigkeit zum Muzinabbau méglicherweise als Voraussetzung
fiir die Invasion von Mikroorganismen gelten. Auch die Einordnung der Fihigkeit zur
Dekonjugation und Dehydroxylierung von Gallensalzen ist umstritten. In einer vom
BgVV zusammengestellten Liste werden physiologische Leistungen neu eingefiihrter
probiotischer Mikroorganismen aufgelistet, die einer kritischen Priifung bediirfen
(Klein, 2001; de Vrese & Schrezenmeir, 2001).
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Tab.5: Probiotika - wiinschenswerte Eigenschaften
(Borriello et al., 2003; Ishibashi & Yamazaki, 2001; Fuller, 1989; Vanbelle et al.,
1990; Salminen et al., 1993; Rafter, 1995)

1. Sicherheit (Fehlende Pathogenitit, Infektiositdt und Toxizitét, keine Produktion schid-
licher Metabolite)

2. Giinstige Wirkung auf den Wirtsorganismus, z.B.:

Krankheitsresistenz

immunologische Wirkung

Cholesterinsenkung

antimutagene/antikarzinogene Wirkung

verbesserte Nihrstoffresorption

verbesserte intestinale Motilitét

Verbessertes Wachstum bei Sduglingen und Haustieren

Besserung bei Laktoseintoleranz, Obstipation, Hepatitische Enzephalopathie, Vaginitis

3. Menschlichen Urprungs (human-spezifische Eigenschaften)

4. Uberlebensfihigkeit und Stoffwechselaktivitit im Gastrointestinaltrakt des Wirts
(Resistenz gegeniiber niedrigen pH-Werten, insbesondere gegeniiber Magen- und
Gallensiduren)

5. Antagonismus gegeniiber pathogenen (und karzinogenen) Bakterien (z.B. durch Produktion
von antibiotisch wirksamen Substanzen u/o Blockierung von Adhésionsstellen)

6.  Ansduerung des Darmlumens und Reduzierung der Produktion bzw. Inaktivierung von
Toxinen u.a. schidlichen Produkten

8. Kolonisierung des menschlichen Darmtraktes, Adhésionsfihigkeit an der Darmmukosa,
bekannte Lokalisation der Rezeptorstellen

7. Antibiotikaresistenz

8. Gute Proliferation in vitro, Vorhandensein im verzehrsfertigen Produkt in ausreichender
Anzahl und lebendem Zustand (mind.10°-10” Keime/g)

9.  Stabilitit/Langlebigkeit im Produkt unter Lagerbedingungen bzw. thermische Stabilitét fiir
die Herstellung von Prédparaten

Tab. 6 listet die als notwendig erachteten Eigenschaften eines Probiotikums auf.

Aufgrund der hohen Spezifitit gesundheitsforderlicher Eigenschaften, die sich nicht nur
im Vergleich verschiedener Milchsdurebakterienstimme, sondern auch auf den
untergeordneten Ebenen der Subspezies und Biotypen bestitigt hat, muss eine
Verallgemeinerung gesundheitsfordernder Eigenschaften von ,Probiotika® als
unzuldssig angesehen werden. Verschiedene probiotische Kulturen zeigen nicht nur
unterschiedliche, sondern auch niemals alle und héufig nur einige bestimmte der
giinstigen und wiinschenswerten Eigenschaften.

Tab. 6: Probiotika - notwendige Eigenschaften
(de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

1.  Eindeutig charakterisiert, eindeutig (molekularbiologisch) identifizier- und nachweisbar,
stabile Kulturen

2. Nicht-pathogen und nicht-toxisch fiir den Menschen

3. Uberleben der Passage durch den Magen und oberen Diinndarm in ausreichender Menge
(typische Uberlebensraten 5-40%)

4. Nachweis gesundheitsrelevanter Effekte

5. Technologische Eignung: Fermentation und Wachstum oder zumindest Uberleben im
Lebensmittel, Garantie ausreichender Probiotikamengen im Produkt bis zum Ablauf der
Haltbarkeitsfrist, keine Beeintrachtigung von Geschmack und Konsistenz

6.  Bis zum Ablauf der Mindesthaltbarkeitsfrist eine ausreichende Keimzahl im Produkt
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Die Interpretation bisheriger Forschungsergebnisse wird erschwert durch die
Multivariabilitdit der Forschungsansitze, z.B. hinsichtlich der verschiedenen
Bakterienstimme, der Subspezies und der Biotypen, der Dosierungen, der Verab-
reichungsmodi und -medien, der Wirte, deren Ausgangsdarmfloren, der Uberlebens-
fahigkeit im Magen-Darm-Trakt etc.; welche positiven Effekte als erwiesen, welche als
teilweise, nicht ausreichend erwiesen oder als fraglich gelten, werden von verschiedenen
Autoren deshalb unterschiedlich eingeschitzt (Tab. 7).

Da unwahrscheinlich ist, dass ein einziger probiotischer Stamm in der Lage ist, alle
denkbaren positiven Gesundheitswirkungen auszuiiben, plddieren Dunne et al. (2001)
fir die Entwicklung und den FEinsatz probiotischer Mischkulturen als proaktive
Lebensmittelzutat.

Eine individuelle Gesundheitswirkung beim Konsumenten ist auch fiir die ,,gesicherten*
Wirkungen nicht vorhersagbar (de Vrese & Schrezenmeir, 2001).

Die meisten Daten beziiglich gesundheitsfordernder Eigenschaften stammen aus in-
vitro- oder tierexperimentellen Studien und es ist problematisch, anhand so gewonnener
einzelner oder weniger Parameter pauschal eine ,,gesundheitsférdernde* Wirkung beim
Menschen ableiten zu wollen.

Nach Buttriss (1997) miisse noch bewiesen werden, ob Probiotika die Gesundheit
ohnehin Gesunder verbessern helfen konnen. Priaventive Gesundheitswirkungen kénnen
aus den zahlreichen therapeutischen Studien an Patienten nicht abgeleitet werden. Da
sich gesundheitsbezogene Werbeaussagen an gesunde Konsumenten richten, sollte der
Beweis fiir gesundheitsfordernde Wirkungen auch an gesunden Probanden gefiihrt
werden (de Vrese & Schrezenmeir, 2001). Deshalb werden kontrollierte
Doppelblindstudien an gesunden Probanden gefordert (Reid et al., 2003; de Vrese &
Schrezenmeir, 2001; de Vrese, 1997; Kneifel, 1996; Fuller, 1991), insbesondere
Studien, die probiotische Joghurts mit herkommlichen Joghurts vergleichen (Kneifel,
1996).
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Tab.7: Einschitzung der Beweiskraft bisheriger Studien zu gesundheitsfordernden
Auswirkungen von Pro- und Priibiotika durch verschiedene Autoren
(nach de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

»gesichert  teilweise  ,moglich” | fraglich“
gesichert” ,,promising*

» Forderung der Laktoseverdauung bei

Laktosemalabsorbern* 1,3
» Forderung oder Erhalt der/einer

optimalen* Darmflora 2.4 1,3
> Adhisionsfihigkeit der Darmschleim-
haut, dauerhafte Besiedlungsfahigkeit
des Darms 2
Motilitdtsregulierung bei Obstipation 1
Verbesserung der Stuhlfrequenz 2,4
Geringere Hiaufigkeit und Dauer
verschiedener Durchfallerkrankungen 1,3
Einsetzbar bei Vaginitis 1
Immunmodulation 1
Starkung des Immunsystems, Verhin-
derung von Infektionskrankheiten,
Reduktion von Allergien und Auto-
immunerkrankungen, Einsatzmoglich-
keiten als Adjuvans 2 2 1,3
» Senkung der Konzentration gesund-

heitsschadlicher Stoffwechselprodukte

und krebspromovierender Enzyme im

YV VV

YV V

Dickdarm 1
» Verhinderung von Krebs/Kolon-
karzinomen 1,3,5,6
» Antitumorwirkung 2
» Senkung des Cholesterinspiegels,
Beeinflussung des Lipidstoffwechsels 2 1,4 5
» Steigerung der Mineralstoffresorption,
Osteoporoseprivention 4 14,5
''de Vrese & Schrezenmeir, 2001 4 Roberfroid, 2001
* Kneifel, 1996 * Wisker, 2002
3VZ, 2000 ®Boeing, 2004

* keine probiotische Wirkung

Antikanzerogene Wirkung

In Japan stieg die Kolonkarzinommortalitidt kontinuierlich seit den 1950er Jahren mit
zunehmender ,,Verwestlichung* der japanischen Kost, wobei Milch- und Milchprodukte
die Nahrungsmittelgruppe mit den hochsten Verzehrszunahmen bildeten und eine
protektive Wirkung nicht vermuten lieBen (Mitsuoka, 1991). Fermentierte Milchen
trugen allerdings nur zum Teil - 1990 etwa in Hohe eines Fiinftels des Konsummilch-
verzehrs pro Kopf ( IDF, 1992) zum Verzehr dieser Produktgruppe in Japan bei.

Fall-Kontroll-Studien sowie prospektive Kohortenstudien konnen derzeit eine
protektive Wirkung durch den Verzehr fermentierter Milchprodukte nicht bestdtigen
(Norat & Riboli, 2003; Jarvinen et al., 2001). Eine Studie an 681 Adenompatienten
ergab keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Milchverzehr, der
Kalziumaufnahme oder dem Verzehr fermentierter Milchprodukte (durchschnittliche
Verzehrsmengen von 111-128 g/d im obersten Quintil) und einem Erkrankungsrisiko fiir
kolorektale Adenome (Kampman et al., 1994). Durch das grobe Studiendesign (Ranking
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der Verzehrsmengen, Nichtberiicksichtigung von Fettgehalten, Starterkulturen etc.) ist
die Aussagefihigkeit solcher Studien jedoch sehr eingeschrédnkt. Auch eine Essener Fall-
Kontroll-Studie an 181 Adenompatienten ergab keine Korrelation der Aufnahme von
Milch, Joghurt und Kalzium und einem erh6hten Erkrankungsrisiko (Breuer-Katschinski
et al., 2001).

Aus in-vitro-Studien und in-vivo-Studien ist jedoch bekannt, dass in Anwesenheit bzw.
unter Aufnahme von Kalzium (z.B. 1100 mg/d) oder Verzehr von Milchprodukten die
Zytotoxizitit des Fiakalwassers sinkt. Daher wird angenommen, dass Kalzium Gallen-
und Fettsduren durch Komplexbildung im Darmlumen ausfillen kann oder es zur
Bildung unldslicher Kalziumphosphate kommt, die verstdrkt Gallensduren binden.
Kalzium scheint in vitro auch positive Auswirkungen auf die Proliferation der
Kolonozyten zu haben (U: Holt, 1999; Norat & Riboli, 2003).

Aussagen zur Anti-Krebs-Wirkung von Milchsdurebakterien bzw. Probiotika
entstammen in-vitro-Studien, in-vivo-Studien an Labortieren, Nahrungs-Interventions-
studien am Menschen und Studien zur Korrelation von Erkrankungshidufigkeit und
Erndhrungsmuster. Da sich kontrollierte klinische Studien verbieten, ist eine
antikanzerogene Wirkung beim Menschen durch den Verzehr von Milchsdurekulturen
bzw. fermentierten Milchprodukten nicht belegt (de Vrese & Schrezenmeir, 2001; Huis
int Veld et al., 1994; Rafter, 1995; Moore & Moore, 1995; Gilliland, 1991). Wie in
Kap. 1.2.1.5 dargelegt, widersprechen einige epidemiologische Befunde zur Erkran-
kungshdufigkeit und Darmbesiedlung der gesundheitsfordernden Wirkung von
Bifidobakterien.

Tab. 8 und Abb. 5 zeigen, durch welche indirekten oder direkten Mechanismen
Probiotika die Kolonkarzinomentstehung verhindern kdnnten. In welchem Ausmal diese
Mechanismen zur Darmkrebsentstehung bzw. —prédvention beitragen, ist nicht bekannt;
daher lésst sich das krebsvorbeugende Potential von Probiotika derzeit nicht einschiitzen
(Schrezenmeir et al., 2004; de Vrese & Schrezenmeir, 2001; Rafter, 1995) und bedingt
weiteren Forschungsbedarf (Boeing, 2004).

Tab. 8: Probiotika - postulierte antimutagene/antikanzerogene Wirkmechanismen
(de Vrese & Schrezenmeir, 2001 (U); Brady et al., 2000 (U); Wollowski et al., 2001
), Reddy, 1999; Challa et al., 1997; Gallaher et al., 1996; Rafter, 1995 (U); Gallaher
& Khil, 1999; Kurdi et al., 2003)

Y

Wachstumshemmung intestinaler Keime, die mutmalliche Karzinogene und Promotoren
bilden

Bindung/ Hemmung potentieller Karzinogene

Produktion von Antitumor- oder antimutagenen Verbindungen im Kolon

Modifikation physiologischer Bedingungen im Kolon (z.B. pH-Wert)

Beeinflussung der metabolischen Aktivitit der Darmflora (z.B. Enzymhemmung)
Beeinflussung der Wirkung von Gallenséduren (z.B. durch Ausfillung, Akkumulation)
Quantitative u/o qualitative Verdnderungen der Gallensdure-abbauenden Bakterien

Forderung der Immunantwort des Wirtsorganismus

YV VVVVYY
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1.2.2.5

Abb. 5: Probiotika - mogliche antikanzerogene Mechanismen
(de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

Hypocholesteroldmische Wirkung

Obwohl seit der initiierenden Untersuchung von Mann & Spoerry an Massai-Kriegern
Mitte der 1970er Jahre (Cholesterinsenkung trotz Korpergewichtszunahme unter
Verzehr von durchschnittlich 8,3 1 Lactobacillus-Joghurt/d) zahlreiche Tier-, Human-
und in vitro-Studien zur hypocholesterolimischen Wirkung von Joghurt, fermentierter
Milch, Milch und ihren Bestandteilen durchgefiihrt wurden, gilt die
hypocholesterolamische Wirkung fermentierter Milchprodukte nicht als bewiesen (Gurr,
1993, 1989; IDF, 1991; Kasper, 1996). Tab. 9 zeigt eine Ubersicht iiber die bisherigen
Forschungsaktivititen. Die uneinheitlichen Ergebnisse lassen konkrete Aussagen zu
einer solchen Wirkungsweise nicht zu, zumal viele Studien ungeniigend kontrolliert
wurden (Gurr, 1993).

Gesichert scheint, dass der Verzehr von Milchprodukten trotz der ungiinstigen Milch-
fettzusammensetzung nicht hyperlipiddamisch wirkt, so dass der Faktor ,,Fermentation
durch Milchsdurebakterien als hypocholesterolimisches Prinzip in Frage gestellt wird
und auch die Suche nach einem ,Milchfaktor* fortgesetzt wurde (Gurr, 1993). Die
Aussagefahigkeit widerspriichlicher epidemiologischer Studien zum Verzehr von
Milchprodukten und dem Auftreten koronarer Herzkrankheiten wird als gering
eingestuft, da vermutet wird, dass weitere Lifestyle-Faktoren die Ergebnisse
beeinflussen (Gurr, 1993).
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Tab.9:  Studien zur hypocholesterolimischen Wirkung (fermentierter) Milch/en, von Joghurt u/o von

Milchsidurebakterien
Testsubstanz untersuchter Faktor Anzeichen fiir eine hypocholesterolimische Wirkung:
(positiv) (negativ)
a) Milch v/o ¢ Milchfaktor* 101; 12; 11; 21; Az; H;M;N 3;8;9; 13; 16; J; K; L; N
(MM); S+(iv) (VM); O; P
* Kalzium 17, E; M 6;7;10
Hydroxy- Methyl-
Glutarat (HMG)
. P 6; 15 (iv)
¢ Orotsdure R? 6;15 (iv); A; G
¢ Harnsdure R? 6; 15 (iv)?; A
¢ Protein 9; 10; S (iv)
* Laktose 21 22;1
b) Joghurt u/o + Joghurtfaktor* 6;7;,11;12; 17, E; M 1;3;5;8;9;10; 13; 23; 25;
AY
* Dbakterieller Meta- 11; 12; L; M; N 15 iv)7; A,
bolit (fermentations-
bedingt)
Milchsdure E
Chemisch gesduerte 24
Milch
* Dbakterielle Vitalitit 12; 23
¢) Monobakteriell fermentierte Milchen
¢ Thermophilusmilch N;V K
¢ Bulgaricusmilch A% K
¢ Bifidusmilch GV 4; K; J
¢ Andere (z.B. 14,27, P;L; O; V
Acidophilusmilch)
d) Spezialjoghurts z.B.: Acidophilus-, 24;26;D; H; Y 1;24; 25
(Bakterienmix) Enterococcus-,
Rhamnosusjoghurt ..
e) Bakterienkulturen ¢ L. bulgaricus 2 (iv); B; W (iv). 28 (iv) 2;24; E
¢ S. thermophilus B; W (iv), 28 (iv) 24; E
¢ Bifidobakterium®  C; F; W (iv) 1
¢ Andere (z.B. 2(@{v);20; D (iv); Q; T; T (iv); 2;9;23; 1, T; T (iv)
L. acidophilus) U; W (iv)
¢ Bakterienmix X
¢ bakt. Vitalitit 2 (iv)
Zellwinde,
Zellbestandteile

lZahlen:Humanstudien; 2 Buchstaben=Tierversuche; (iv)=in vitro; % in vitro-Studien zu Bifidobakterien s. auch
Kap. 1.3.4.4; MM= Magermilch, VM=Vollmilch

1=Tomoda et al., 1991; 2=Lin et al., 1989; 3=McNamara et al., 1989 und Lowell et al., 1989; 4=Rajala et al.,
1988; 5=Massey, 1984; 6=Jaspers et al., 1984; 7=Bazarre et al., 1983; 8=Howard & Marks, 1982; 9=Thompson
et al., 1982; 10=Rossouw et al., 1981; 11=Mann, 1977; 12=Hepner et al., 1979; 13=von Payens et al., 1976;
14=Mann & Spoerry, 1974; 15 (iv)=Haggerty et al., 1984; 16=Hussi et al., 1981; 17=Bazarre et al., 1983;
18=Bierenbaum et al., 1972; 19=Mitchell et al., 1968; 20=Harrison & Peat, 1975; 21=Marks & Howard, 1977;
22=Howard & Marks, 1979; 23=Pedrosa et al., 1995; 24=Agerholm-Larsen et al., 2000; 25=de Roos et al., 1999;
26=Schaar-mann et al., 2001; 27=Anderson & Gilliland, 1999; 28 (iv)=Dilmi-Bouras, 2006

A=Navder et al., 1990; B=Camaschella et al., 1990; C=Mitsuoka, 1990; D=Danielson et al., 1989; E=Kaup,
1988; F=Homma, 1988; G=Ishida & Kubo, 1985;H=Kiyosawa et al., 1984; I=Massey & Davidson, 1983;
J=Grunewald & Mitchell, 1983; K=Pulusani & Rao, 1983; L=Grunewald, 1982; M=Thakur & Jha, 1981;
N=Rao et al., 1981; O=Sinha, 1978; P=Nair & Mann, 1977; Q=Mott et al., 1973; R=Bernstein et al., 1977,
S=Boguslawski & Wrobel, 1974; T=Gilliland et al., 1985; U=Nielsen & Gilliland, 1985; V=Suzuki et al., 1991;
W=Rasic et al., 1992; X=Fukushima & Nakano, 1995; Y=Akalin et al., 1997
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1.2.2.6

Immunmodulation

Gegen schidliche FEinfliisse der AuBenwelt durch Mikroorganismen, Parasiten,
Allergene, Toxine und maligne Entartung von Zellen schiitzt sich der Korper durch
verschiedene Abwehrmechanismen. Neben physikalischen und nicht-immunologischen
Barrieren (Haut, Schleimhidute, antimikrobielle Sekrete, wie Salzsdure, Gallensduren,
Lysozym, Barrierewirkung der Darmflora) stehen unspezifische (Komplement,
Interferone, Phagozyten, natiirliche Killerzellen) und erworbene, antigenspezifische
Immunmechanismen zur Verfiigung (Immunglobuline und zellvermittelte Immunitit)
(U: Klein & Jahreis, 2004).

Der Einfluss von Probiotika auf das Immunsystem ist unbestritten (U: Klein & Jahreis,
2004; Erickson & Hubbard, 2000) und gehort bislang zu den am meisten beforschten
und am werbewirksamsten nach auBlen kommunizierten Gesundheitswirkungen
probiotischer Produkte. Immunmodulationen werden jedoch auch von konventionellen
Joghurts bzw. Starterkulturen (Kap. 1.2.4.3.6) und anderen Nahrungsbestandteilen mit
Antigenwirkung hervorgerufen (de Vrese & Schrezenmeir, 2001).

Kritische Autoren bemingeln das hiufige Fehlen wissenschaftlicher Sorgfalt bei der
Versuchsplanung und Datenanalyse (Meydani & Ha, 2000). So komme es durch
fehlende Kontrollgruppen, unsaubere statistische Datenanalysen, zu kurze Studiendauer
<3 Wochen (von der Weid et al., 2001) und ungeeignete Applikationswege, i.e.
Umgehung des darmassoziierten Immunsystems bei intraperitonealer, intravendser und
teilweise parenteraler Verabreichung sowie bei Einsatz von in-vitro-Zellkultursystemen
und Tiermodellen zu Falschinterpretationen (Meydani & Ha, 2000; Rechkemmer, 2000).
Wirkungen auf das darmassoziierte Immunsystem lassen sich beim Menschen
methodisch noch nicht ausreichend erfassen, da noch keine relevanten Biomarker
identifiziert wurden (Rechkemmer, 2000).

Als gesichert gilt heute, dass einige probiotische Stimme vorbeugend bei bestimmten
Durchfallerkrankungen wirken (Rechkemmer, 2000). Studien, die therapeutische
Wirkungen belegen (U: de Vrese & Schrezenmeir, 2001), lassen keine Riickschliisse auf
prophylaktische Effekte zu (de Vrese & Schrezenmeier, 2001). Da immunmodulato-
rische Wirkungen stammspezifisch sind, diirfen keine Riickschliisse auf die gesamte
Bakterienspezies bzw. auf gesundheitsfordernde Wirkung von Produkten, die diese
Spezies enthalten, gezogen werden (Rechkemer, 2000).

,Erheblicher Forschungsbedarf* (Rechkemmer, 2000) besteht hinsichtlich Studien zur
Immunwirkung beim (erwachsenen) Menschen (Meydani & Ha, 2000; de Vrese &
Schrezenmeier, 2001; Erickson & Hubbard, 2000), insbesondere bei Gesunden, denn die
priventivmedizinischen Werbeaussagen richten sich ja an gesunde Verbraucher (de
Vrese & Schrezenmeier, 2001). Hier interessieren insbesondere die fiir einen
gesundheitsforderlichen Effekt notwendige (Produkt- bzw. Keimzahl-) Dosis sowie die
erforderliche Verzehrshiufigkeit (Rechkemmer, 2000).

Tab. 10 zeigt eine Ubersicht iiber gesicherte und potentielle immunmodulatorische
Wirkungen. Zu Grunde liegende Mechanismen sind bislang unklar (Erickson &
Hubbard, 2000). Rechkemmer (2000) betont, dass die gesundheitliche Bedeutung einer
Immunmodulation fiir Individuen noch nicht abschitzbar sei. Adverse Wirkungen
konnten bei Personen mit geschwichter oder gestorter Immunreaktion auftreten; bei
Bestehen einer Autoimmunerkrankung konnten Reaktionen gegen korpereigene Zellen
verstiarkt werden. Fine veridnderte Immunreaktion ist also nicht per se gleichbedeutend
mit einer Stirkung des Immunsystems (de Vrese & Schrezenmeir, 2001). Die Frage ist
weitgehend offen, ob Probiotika eine generalisierte immunologische Reaktion
hervorrufen konnen (Erickson & Hubbard, 2000).
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1.2.2.7

Tab. 10:  Probiotika - gesicherte und potentielle immunmodulatorische Wirkungen
(nach de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

Beeinflussung von Parametern der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr:

> Anregung der Zellteilung in Organen des Lymphsystems (Milz’, Peyer“sche Platten)

>  Steigerung der Aktivitit von Phagozyten'”/ Makrophagen, Lymphozyten®, natiirlichen
Killerzellen

= Anregung der Produktion unspezifischer und spezifischer Antikorper

9

Freisetzung von nicht pro-inflammatorischen Zytokinen, Interleukinen’, Interferonen®,
TNFa!

Beeinflussung von Imnmunantworten auf verschiedene Antigene:

> Anregung der Produktion spezifischer Antikorper (IgA, IgG) gegen mitverabreichte Viren,
Bakterien und Bakterientoxine (Klebsiella pneumonalis, Salmonella typhimuriums, Shigella,
Vibrio cholerae)

->  Erhohte Widerstandskraft und - im Tierversuch - lingeres Uberleben bei viralen und
bakteriellen Infektionen (Rotaviren, Klebsiella pneumonalis, Salmonella typhimurium,
Shigella, Choleratoxin)

> Madglicher Einsatz als Adjuvans bei Impfungen’

- Forderung der Entwicklung oraler Toleranz: Abschwichung allergischer Reaktionen'

Beeinflussung nicht-immunologischer Barrierefunktionen mit indirekter Wirkung auf die
Immunabwehr:

= Verhinderung bakterieller Translokation durch Aufrechterhaltung der Mukosafunktion im
Darm (ecoirnmunonutrition)2 mittels:
o Bereitstellung von Membranschutzfaktoren
- mehrfach ungesittigter Fettsduren (I] Phospholipidzusammensetzung)
e Eliminierung von Membranschadstoffen

- Nitrat
"Pelto et al., 1998 * Perdigon et al., 1995 " Marin et al., 1998
2 Bengmark, 1998 3 Perdigon et al., 1991 8 Muscettola et al., 1994

3 Schiffrin et al., 1997 ® De Simone et al., 1993 ° Pouwels et al., 1998

Zur ,,Optimierung® der Darmflora

Es gibt zwar eine grobe Vorstellung, welche Bakteriengruppen sich schidigend/
pathogen bzw. welche sich glinstig auf die Gesundheit des Menschen auswirken; eine
Reihe quantitativ u/o qualitativ bedeutender Bakteriengruppen umfassen aber sowohl
schidigende als auch giinstige Spezies mit nicht nur biozonotisch sondern auch
metabolisch relevanten, schidigenden bzw. giinstigen Eigenschaften, was ihre
Beurteilung hinsichtlich ihres gesundheitlichen Nutzens sehr erschwert (Tab. 11).

Unter dem Aspekt ,,Virulenz“ im Sinne einer akuten, infektiosen Gefidhrdung des
Wirtsorganismus, wird unterschieden zwischen obligat/primir pathogenen Erregern,
Kommensalen und opportunistischen bzw. fakultativ pathogenen Keimen. Kommensale
sind definiert als ,,Organismen, die sich auf Kosten eines Wirtsorganismus ernihren,
ohne ihm dabei zu schaden* (Baghurst et al., zit. nach Klein, 2001). Opportunistische
Mikroorganismen sind hédufig Bestandteile der physiologischen Flora und bediirfen zur
Auslosung von Krankheiten Stressoren, i.e. infektionsbegiinstigende Faktoren (Hahn et
al., 1999), z.B. eine Immunsuppression (Klein, 2001) oder Alterungsprozesse (Mitsuoka,
1978, zitiert nach Ishibashi & Shimamura, 1993 und Gibson & Roberfroid, 1995). In
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seltenen Fillen konnen auch probiotische Keime, z.B. Bif. longum, unter ungiinstigen
Umstidnden opportunistische Erreger werden (Ha et al., 1999). Die akute gesundheitliche
Bedeutung mancher Keimgruppen ist damit keine absolute sondern eine relative Grofe.

Mit wenigen Ausnahmen (z.B. C. perfringens) gehen metabolische Aspekte in die
Bewertung klinischer und subklinischer Keimzahlidnderungen bislang nur in einem sehr
groben Mafstab ein, i.e. auf der Ebene von Gattungen bzw. Spezies. So wird z.B.
unterschieden zwischen Séaurebildnern (giinstig) und proteolytischen Bakterien
(ungiinstig). Stammspezifische Aspekte, die sich nicht akut toxisch im Sinne einer
klinischen Relevanz auswirken, wie die Fihigkeit zu bestimmten enzymatischen
Reaktionen, die z.B. risikomodulatorisch auf Prozesse der Kolonkarzinogenese wirken,
finden erst ansatzweise Beriicksichtigung und sind nicht systematisch erfasst.

Tab. 11: Gesundheitsrelevante Einschiitzung von Bakteriengruppen im Darm des Menschen

Bakteriengattung/
-spezies

giinstig nicht eindeutig

zuzuordnen

potentiell schadlich/
pathogen

Bifidobakterien
Laktobazillen
Eubakterien
Anaer. gram+
Kokken/Enterokokken 4 1,2,9

E. coli 5,6 1,2,5,7

Methanbildner 1

Fusobakterien 1

Enterobakterien 1,9 3
Bacteroides 1,2,9 11,12
Clostridien 7 1,2,9,11
Sulfat reduzierende Bakt. 1
Veillonella 1,2
Staphylokokken 1,2
Proteus 1,2
Ps. aeruginosa 1,2

1,2,49,11,12
1,2,4,11,12
2,10 1,8

1 Salminen et al., 1998

2 Gibson & Roberfroid, 1995

3 Bovee-Oudenhoven et al., 2003

4 Klein, 2001 (probiot. Enterokokken)

6 Sonnenborn & Greinwald, 1990
7 de Vrese & Schrezenmeir, 2001
8 Ionescu et al., 1990
9 Hopkins et al., 2001

10 McGarr et al., 2005
11 Palframan et al., 2003
12 Sanz et al., 2005

5 Boudeau et al., 2003 (probiot. E. coli Nissle 1917)

Als Beispiel einige widerspriichliche Aspekte zur gesundheitsforderlichen Einordnung
von Bakterien und metabolischen Aspekten:

* Niedrige E. coli- und Clostridiengesamtkeimzahlen bzw. eine antagonistische
Reduktion von E. coli u/o Clostridien durch Bifidobakterien oder andere Probiotika
wurden (und werden zum Teil immer noch) pauschalisierend als gesundheitsforderlich
interpretiert. Dabei wird angenommen, dass niedrige Keimzahlen dieser Spezies auch
das Risiko des Uberhandnehmens fakultativ pathogener oder pathogener Subspezies
vermindern konnte (Wang & Gibson, 1993). Parallel dazu existieren erfolgreiche
Therapiekonzepte zur ,,Symbioselenkung® im Darm, die hauptsichlich mit apathogenen
E. coli-Préparaten, z.B. mit E. coli (,Nissle 1917%) arbeiten (,,Kolisubstitution®,
,bakterielle Substitutionstherapie®) (Boudeau et al., 2003; de Vrese & Schrezenmeir,
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2001; Schiitz, 1989; Demling et al., 1991). Sonnenborn & Greinwald (1990)
unterstreichen dagegen die protektive und regulatorische Bedeutung der ,,normalen‘ E.
coli-Flora als Milieubereiter und Stabilisator fiir die Anaerobenflora, Bestandteil der
Kolonisationsbarriere (Hudault et al., 2001), Immunstimulanz, Energieversorger und
Vitaminlieferant fiir die Kolonmukosa. E. coli zeigen ebenfalls weder die Fihigkeit zur
Hydrolyse konjugierter Gallensiduren, noch zur 7a- Dehydroxylaseaktivitdt (Hill et al.,
1971).

Zu hohe Enterobakterienvorkommen werden jedoch als Anzeichen schwerer Storungen
der Darmflora angesehen (9,3% der Gesamt-rRNA im Stuhl) (Hopkins et al., 2001).
Pauschale gesundheitliche Aussagen zu bestimmten Bakterienspezies sind also
unzuléssig, da die meisten ansidssigen Stimme Gesunder wahrscheinlich nichtpathogen
sind. Eine Stammdifferenzierung z.B. bei E. coli und Clostridien ist unerlédsslich (de
Vrese & Schrezenmeir, 2001).

e Nach Untersuchungen von Suzuki (1992) sind von 188 untersuchten Stimmen
intestinaler ~ Spezies (Clostridien, Bacteroides, Bifidobakterien, FEubakterien,
Peptokokken, Laktobazillen, Enterobakterien, Enterokokken) fiinf Clostridienstimme in
der Lage, aus Cholesterin 4-Cholesten-3-on zu bilden. Clostridien wiederum zihlen zu
den Hauptproduzenten des als wichtig fiir die Energieversorgung der Kolonozyten
erachteten Butyrats (Gottschalk, 1986; Sanz et al., 2005).

* Eubakterien werden als ausschlieBlich gesundheitsforderlich kategorisiert; sie tragen
zur Aufrechterhaltung der Kolonisationsbarriere bei (Gibson & Roberfroid, 1995). Als
positiv zu beurteilen wire ebenfalls ihr Beitrag zur Butyratbildung (Gottschalk, 1986;
Sanz et al., 2005). Andererseits werden im Unterschied zu den Bifidobakterien
Obergrenzen fiir die Normbesiedlung angegeben (Ionescu et al., 1990); einige
Eubakterienstimme tragen zur 7a-Dehydroxylaseaktivitit bei (Kap. 1.2.1.5).

* Die bakterielle Vitaminproduktion im Dickdarm des Menschen wird i.d.R. als
ausschlieBlich positiv bewertet; Vitamin K stimuliert jedoch die Desaturierung des
Sterangrundgeriistes durch Clostridien und trigt damit zur Bildung von Kokarzinogenen
bei (Hill et al., 1975).

* Fine Zunahme der Streptokokkenfraktion wird als Anzeichen eines ungiinstigen
Keimspektrums gewertet (Mitsuoka, 1989). Fermentierte Streptococcus faecalis-Milch
zeigte jedoch desmutagene Eigenschaften: S. faecalis reduzierte die Mutagenitdt von
wissrigen Extrakten der Fidzes von Hunden signifikant (Hosono et al., 1986a).

Insofern kann jede Bewertung von Keimzahlverschiebungen im Hinblick auf eine
gesundheitliche Relevanz nur vorldufig und ungenau ausfallen.

Knoke (1987) ist der Auffassung, ,,das Verhiltnis des Menschen zu seiner Mikroflora
unter dem Gesichtspunkt ihres Nutzens oder ihrer Schidlichkeit einzuschitzen, ist nicht
moglich”, da ,bisher nur Teilaspekte bekannt [sind] und ein Einblick in die
Gesamtzusammenhinge fehlt.“ De Vrese und Schrezenmeir (2001) kommen zu dem
SchluB3, dass ,, ... Begriffe wie “optimale Zusammensetzung” oder “Gleichgewicht der
Darmflora” ohne Aussagewert” sind. De Vrese (1997) merkt an, die Vorstellung eines
,»positiven Gleichgewichts der Darmflora“ lieBe sich ,,nur schwer konkretisieren*.

Vor diesem Hintergrund ist der Versuch einer gezielten ,,Symbioselenkung® im Sinne
einer ,,Optimierung* der Darmflora streng genommen nicht moglich. Dariiber hinaus ist
nicht eindeutig belegt, dass ein gesundheitsforderliches Mikroklima an der Darmwand
eine ,,Optimierung* der Darmflora voraussetzt.

33



123

1.2.3.1

1.2.3.2

Bifidobakterien
Klassifikation und Vorkommen von Bifidobakterien

Bifidobakterien wurden erstmals 1899-1900 von Tissier beschrieben, der aus dem Stuhl
gestillter Sduglinge einen V- oder Y-formigen Mikroorganismus isoliert hatte und ihn
entsprechend dieser Morphologie ,,Bacillus bifidus* (,in zwei Teile gespalten®)
bezeichnet hatte (Rasic & Kurmann, 1983; Ballongue, 1993). Von Mitte der 1930er bis
Ende der 1950er Jahre der Gattung Lactobacillus zugeschrieben (,,L. bifidus*), werden
Bifidobakterien seit 1974 als eigenstindige Gattung klassifiziert (Rasic & Kurmann,
1983), von der bislang 24 Spezies und 1094 Stamme bekannt sind (Scardovi, 1986). Die
Speziesbezeichnungen werden zum Teil noch unkorrekt verwendet, so dass die
Vergleichbarkeit von Studienergebnissen erschwert wird (Reuter, 1990).

Bifidobakterien sind unbewegliche, nicht sporenbildende, Gram-positive, anaerobe,
saccharoklastische Stidbchen (Scardovi, 1986; Rasic & Kurmann, 1983; Ballongue,
1993). Zu den differentialdiagnostischen Bestimmungskriterien gehoren negative Test-
ergebnisse hinsichtlich Katalaseaktivitit, Nitratreduktion, Indolbildung, Gasentwicklung
aus Glukose und Gelatineverfliissigung (Rasic & Kurmann, 1983). Bifidobakterien
gelten als nicht pathogen (Borriello et al., 2003; Rasic & Kurmann, 1983; Schuler et al.,
1968; Boventer, 1949) und nicht toxisch (Fujisawa et al., 1990). Bifidobakterien sind
Bestandteil der indigenen Flora im distalen Darm, sind aber auch in Mundhéhle und
Vagina nachzuweisen (Kurmann & Rasic, 1991; Boventer, 1949; Catteau et al., 1971);
gelegentlich werden sie auch in klinischem Material des Menschen gefunden. Scardovi
(1986) fand 9/24 Spezies beim Menschen; im Stuhl Erwachsener sind bis zu 51
verschiedene Stimme isoliert worden (He et al., 2001). Bif. longum gehort zu den
dominierenden Bifidospezies im Stuhl gesunder Erwachsener und Senioren (He et al.,
2001; Biavati et al., 1986).

Bifidobakterien, insbesondere Bif. bifidum, Bif. longum, Bif. breve und Bif. infantis
werden zur Herstellung fermentierter Milchprodukte und pharmazeutischer Priparate,
oft in Kombination mit anderen Milchsidurebakterien, verwendet (Kurmann & Rasic,
1991; Reuter, 1990; Rasic & Kurmann, 1983).

Wachstum und Stoffwechsel von Bifidobakterien

Das Temperaturoptimum humaner Stimme liegt bei 36-38 °C (maximal 43-45 °C,
minimal 25-28 °C) (Rasic & Kurmann, 1983). Optimale Wachstumsbedingungen liegen
bei pH-Werten von 6,5-7,0 vor. Im Bereich von pH 4,5-5,0 oder 8,0-8,5 findet kein
Wachstum statt (Kurmann & Rasic, 1991).

Bifidobakterien sind im Vergleich zu anderen Milchsdurebakterien langsame
Saurebildner, es gibt jedoch auch stammspezifische Unterschiede (Kurmann & Rasic,
1991; Scardovi, 1986); nach Untersuchungen an 22 Bifidostimmen zeigte Bif. longum,
isoliert aus dem FErwachsenendarm, hochste Fermentationsaktivitit, gemessen als
Multiplikationsrate und Sduerungsvermogen in Magermilch (Desjardins et al., 1990a).
Beide Parameter lassen sich auch durch wiederholtes Uberimpfen in Kulturmedien
erhohen. Die Sdureproduktion 148t sich insbesondere durch den Zusatz von
Wachstumsfaktoren (U: Modler, 1994; Modler et al., 1990; Ballongue et al., 1993)
verbessern (Kurmann & Rasic, 1991). Bif. longum zeigt gegeniiber anderen
Bifidospezies eine besonders effektive so genannte ,Nichtwachstums-assoziierte
Saurebildung®; bei kontrolliertem pH-Wert (5,7) wurden in vitro mehr als 70% der
Endkonzentrationen organischer Sduren in der stationdren Wachstumsphase produziert
(Desjardins et al., 1990 b), d.h., auch bei Wachstumshemmung durch die eigenen
Fermentationsprodukte wurde die Produktbildung fortgesetzt. Diese Eigenschaft konnte
die Erklirung fiir Veridnderungen metabolischer Parameter bei gleichbleibenden
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1.2.3.2.1

1.2.3.2.2

1.2.3.2.2.1

Keimzahlen in physiologischen Studien sein und unterstreicht die Notwendigkeit, neben
Keimzahlverinderungen auch metabolische Auswirkungen zu messen.

Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel von Bifidobakterien

Alle Bifidostaimme fermentieren Glukose, Laktose, Galaktose und Fruktose und bilden
via Fructose-6-phosphat-Shunt die organischen Sduren Azetat und L(+)-Laktat (Rasic &
Kurmann, 1983) in unterschiedlichen Mengenverhiltnissen (Desjardins et al., 1990 a;
Ballongue, 1993). Bif. longum produziert Azetat und Laktat im Verhiltnis 1,6:1,0, also
anndhernd 3:2 (Desjardins et al., 1990 a). Dabei entsteht kein naszierender Wasserstoff
(Gottschalk, 1986; Mathieu-Chandelier et al., 1989). Bifidobakterien bilden kein
Butyrat oder Propionat und CO, wird nur wihrend des Abbaus von Glukonat gebildet
(Scardovi, 1986); in geringen Mengen konnen Formiat, Ethanol und Succinat entstehen
(Rasic & Kurmann, 1983). Alle Bifidobakterien verfiigen iiber B-Galaktosidaseaktivitit
(Desjardins et al., 1990 a) und konnen damit Laktulose als Wachstumsfaktor nutzen
(Modler, 1994).

Charakteristisch ist die mangelnde enzymatische Fihigkeit, Protein abzubauen, es
besteht jedoch die Fihigkeit zur Nutzung von Peptiden und Aminosduren (Boventer,
1949; Desjardins et al., 1990a). Bif. longum konnen Ammoniumsalze als alleinige
Stickstoffquelle nutzen; weniger als 10% der bisher untersuchten Bif. longum-Stimme
zeigten ureolytische Aktivitit (Scardovi, 1986).

Bif. longum zeigt keine P-Glukuronidaseaktivitit; auch unter Einbeziehung anderer
Bifidospezies wird dieses Enzym nur im Ausnahmefall (1/22 Stimmen) festgestellt
(Desjardins et al., 1990 a).

Transformation von Gallensduren durch Bifidobakterien

Da sekundire (bakteriell umgesetzte) GS im Kolon kokarzinogene Wirkung entfalten,
sollten potentielle Probiotika moglichst keine Enzymaktivititen zeigen, die die
Konzentration sekundédrer GS erhohen wiirden. Die Dekonjugation ist zwar einerseits
der vorbereitende Schritt zur Bildung sekundirer Gallenséduren, wird im Zusammenhang
mit einer erwiinschten Serumcholesterinsenkung aber auch als positiv betrachtet (Kap.
4.5).

Dekonjugation (Hydrolyse)

Die Fihigkeit zur Dekonjugation konjugierter Gallensduren, die den ersten
Reaktionsschritt des bakteriellen Katabolismus von Gallensduren darstellt (Aries & Hill,
1970), ist unter Bifidobakterien weit verbreitet (Rasic & Kurmann, 1983; Grill et al.,
1995b). Nur 34/89 getesteten Bifidostimmen humanen Ursprungs verfiigten {iiber
Taurocholatamidaseaktivitit, darunter insbesondere fikale Stimme (Hill & Drasar,
1968). Auch Bif. longum humanen Ursprungs zeigt die Fihigkeit, Taurocholat zu
dekonjugieren (Chikai et al., 1987). Keime, die Taurocholat dekonjugieren konnten,
waren auch in der Lage, Glykocholat, Taurodesoxycholat und Glykodesoxycholat zu
dekonjugieren (Hill & Drasar, 1968; Drasar & Hill, 1974; Grill et al., 1995b). Insgesamt
48/52 untersuchten Bifidobakterienstimmen, die 14 Spezies reprisentierten, darunter
alle der 8 getesteten Bif. longum-Stimme, hydrolysierten beide Gallensidurekonjugate
(Ferrari et al., 1980). Fast alle (19/22) untersuchten Bifidostimmen zeigten eine
vollstindige Dekonjugation von Glykocholat (Catteau et al., 1971). Aries & Hill (1970)
wiesen bei 74% der Bifidobakterien in menschlichem Stuhl Hydrolaseaktivitit nach.
Grill et al. (1995) bewerten die gleich gute Dekonjugationsfihigkeit von Tauro- und
Glyko-konjugierten Gallensduren, wie sie fiir Bif. longum BB536 ermittelt wurde, als
geeignetes Auswahlkriterium fiir die Entwicklung von Probiotika (praktiziert bei Xiao et
al., 2003).
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1.2.3.2.2.2

1.23.2.2.3

1.2.3.23

1.2.3.3

Bildung sekundirer Gallensduren (7a-Dehydroxylierung)

Keiner von 89 (Hill & Drasar, 1968) bzw. von 28 (Ferrari et al., 1980) bzw. von 26
(Takahashi & Morotomi, 1994) bzw. von 9 (Kurdi et al.,, 2003) getesteten Bifido-
stimmen wies dagegen 7-aDehydroxylaseaktivitit auf, die die Umwandlung primérer
in sekundire Gallensduren anzeigt. Nach Aries & Hill (1970) wurde aber bei 40% der
Bifidobakterien in Stuhlproben gesunder Erwachsener bei pH-Werten >6,5 (Optimum
der Reaktion bei 7-8) 7o-Dehydroxylaseaktivitit nachgewiesen. Bifidobakterien von
Probanden aus westlichen Industrieldndern (England, Schottland, USA) zeigten zu 44-
56%, aus Entwicklungslindern (Indien, Uganda) aber nur zu 4-5% 70-
Dehydroxylaseaktivitit (Drasar & Hill, 1974).

Nach in vitro-Versuchen sind Bif. longum-Stimme zu dieser Reaktion nicht fihig
(Takahashi & Morotomi, 1994; Ferrari et al., 1980).

Nach Kurdi et al. (2003) konnen Bifidobakterien in vitro CA akkumulieren und sie
damit der Umwandlung in sekundére Gallensiduren durch andere Bakterien entziehen; in
vivo konnten Bifidobakterien so moglicherweise karzinomprotektiv wirken; durch das
Abziehen der CA aus dem EHK und Exkretion mit dem Stuhl koénnte auch eine
Absenkung des Serumcholesterinspiegels resultieren, da die Synthese von Gallensiduren
aus Serumcholesterin steigen wiirde.

Bildung von Ketoderivaten (Dehydrogenierung)

Die primidren Gallensduren CA und CDCA sowie die sekundidren Gallensduren DCA
und LCA werden von Bifidobakterien nicht umgesetzt (Ferrari et al., 1980; Kurdi et al.,
2003).

Zwei von 3 Bif. longum-Staimmen produzierten Spuren (Transformation <2%) von
Monoketoderivaten aus CA, z.B. 7-KDCA (Ferrari et al., 1980). Nach Takahashi &
Morotomi (1994) konnen Bifidobakterien, darunter auch 5 Bif. longum-Stamme, keine
7-KDCA bilden. Fikale Bifidobakterien des Menschen zeigten zu 56% 70-, zu 21% 3a.-
und zu 10% deutliche 12a-Hydroxycholanyldehydrogenaseaktivitit (Aries & Hill, 1970;
vgl. Drasar & Hill, 1974); da die pH-Optima der Dehydrogenierungsreaktion bei 8-10
liegen, der Hydrogenierungsreaktion dagegen im Neutralbereich, steht zu erwarten, dass
in vivo hauptsichlich Hydroxylgruppen vorliegen (Drasar & Hill, 1974).

Transformation von Cholesterin durch Bifidobakterien

Auch Bifidobakterien sind an der Reduktion von Cholesterin zu Coprostanol und
anderen Verbindungen beteiligt (Rasic & Kurmann, 1983). Nach Drasar & Hill (1974)
setzten 9/12 Bifidostimmen bis zu 80% des Cholesterins in einem Nihrmedium in
Coprostanol um.

Keiner von 75 bzw. 50 getesteten Bifidobakterien zeigte A*-Dehydrogenaseaktivitit, die
die Bildung von 4-en-3-on-Zwischenprodukten katalysiert (Hill, 1975; Drasar & Hill,
1974).

Uberlebensfihigkeit von Bifidobakterien wihrend der Gastrointestinalpassage

Die Uberlebensfihigkeit von oral aufgenommenen Bifidobakterien im Gastrointestinal-
trakt ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Entfaltung einer probiotischen Wirkung.
Als antibakterielle Wirtsfaktoren im oberen Darmtrakt wirken in erster Linie Magensaft
und Gallensduren, daneben auch Immunglobuline (sIgA) und Lysozym (Rasic &
Kurmann, 1983).
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1.2.3.3.1

1.2.3.3.2

Resistenz gegeniiber Magensiure

Bifidobakterien sind im sauren Milieu spezies- und stammspezifisch unterschiedlich
resistent (Clark et al., 1993; Berrada et al., 1991; Lipinska, 1978). Prinzipiell scheint zu
gelten: je groBer die verabreichte Keimzahl, um so besser die Uberlebenschance der
Bifidobakterien und je linger die Niichterungszeit vor der Aufnahme, desto geringer die
Uberlebensraten in vivo (Hoier, 1992). In vivo wirkt neben Keimdosis, Verweildauer im
Magen sowie Fiillungszustand des Magens auch die Art der aufgenommenen Nahrung
modifizierend (Rasic & Kurmann, 1983; Berrada et al., 1991; Clark et al., 1993; Hoier,
1992).

Hoier (1992) gibt eine Magenpassagezeit von 1-2 h fiir Sauermilcherzeugnisse an. Nach
Berrada et al. (1991) war innerhalb von 90 min nach Aufnahme von 250 g zweier
bifidohaltiger fermentierter Milchprodukte iiber 80% des Mageninhalts in den
Diinndarm {iibergetreten. Bif. longum zeigte iiber 3 h bei pH 3 und 2 in simuliertem
Magensaft mit Keimzahlabnahmen <1 log eine hervorragende Resistenz (Clark et al.,
1993). Ahnlich gute Ergebnisse erzielten Xiao et al. (2003). Die Inkubation mit
simuliertem Magensaft bei pH 3 iiber 1,5 bzw. 2 h ergab eine Uberlebensrate von Bif.
longum BL-1 von 32,4 bzw. 11,3%. Sogar bei pH 1 war eine gewisse Uberlebensrate
gegeben. Vergleichbare Ergebnisse erzielten Pochart et al. (1992) mit Bif. BB und
Berrada et al. (1991) mit einem von zwei Bifidobakterien-Stimmen. Dieser zeigte auch
bei oraler Aufnahme in einem fermentierten Milchprodukt nach Niichterung iiber Nacht
mit Keimzahlabnahmen im Magensaft <2 log nach 90 min eine gute Uberlebensrate.
Zwei Stamme des Bifidobacterium Bb-12 zeigten in vitro bei pH 3 und 4 nach 2 h sowie
bei pH 2 nach 1 h 100%ige Uberlebensraten; nach 2 h bei pH 2 wurde eine leichte
Abnahme auf 30-60% registriert (Hoier, 1992). In einer anderen Untersuchung an 4
Bifidostammen {iberlebten bei pH 2 iiber 15 min 27-2% der Keime; nach 30 min
betrugen die Uberlebensraten 0,01-0,02%; nach 1 h waren nur noch 2/4 Stimmen
nachweisbar (Lipinska, 1978). Ein weiterer Bifidostamm konnte bei pH 3 nicht
iiberleben, zeigte in vivo aber weniger schwerwiegende Reduzierung als in vitro
(Berrada et al., 1991). Milchprodukte sind als Transportmedien besonders vorteilhaft,
da sie durch Anhebung des Magen-pH auf >2,7 iiber 3 h nach Aufnahme eine
Schutzwirkung ausiiben (Martini et al., 1987). Auch in- vitro-Versuche von Charteris et
al. (1998) bestitigen stammspezifisch verinderte Uberlebensraten von Bifidobakterien
durch Zugabe von Milchprotein(en) und Magenschleim.

Resistenz gegeniiber Gallensiduren

Die normale DCA-Konzentration im Stuhl des Menschen wird mit 0,05-0,2% angegeben
(Catteau et al., 1971). Einige Bifidobakterien reagieren empfindlich auf zunehmende
Konzentrationen dekonjugierter Gallensduren: Bei 10 von 16 Bifidostimmen wirkte
DCA im Bereich von 0,02-0,05% bakteriostatisch und bei Bif. bifidum im Bereich von
0,2-0,5% bakterizid (Catteau et al., 1971). Nach Untersuchungen von Lipinska (1978)
waren Gallensdurekonzentrationen von 0,5% bakterizid fir alle 4 getesteten
Bifidostimme; in 0,5%igen Losungen von Na-DCA iiberlebten <0,01% der
Bifidobakterien.

Nur 4/16 Stammen wurden aber durch Gallensiduren nicht beeintrachtigt (Catteau et al.,
1971). Studienergebnisse von Hoier (1992) bestitigen, dass die Siuerungskapazitit
zweier Bifidobakterienstimme Bb-12 bis zu einer Konzentration von 1% Ochsengalle
im Nihrmedium nicht und bei 2% nur geringfiigig eingeschrinkt war; im Gegenteil
wirkte der Zusatz von 0,5-1% Ochsengalle sogar wachstumsstimulierend.

Bif. longum BL-1 zeigte in vitro eine vollstindige Gallensiduretoleranz in Magermilch,
versetzt mit 0,4% bzw. 1,6% Ochsengalle (Xiao et al., 2003). Selbst nach Inkubation mit
1,6%iger Ochsengalle iiber 16 h waren noch 80% der Keime vital. Charteris et al.
(1998) schlussfolgerten aus in-vitro-Versuchen mit simulierten Verdauungssaften, dass
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gallensédureresistente Bifidostimme in der Regel auch unempfindlich gegeniiber den
Verdauungssiften des Diinndarms sind.

Konfrontation mit wirtseigenen Immunfaktoren

Das Gedeihen von Bifidobakterien in Anwesenheit hoher Lysozymgehalte, z.B. im
Darm von Siduglingen, die lysozymhaltige Muttermilch erhalten, deutet darauf hin, dass
Bifidobakterien lysozymresistent sind. Das sekretorische Enzym wirkt hemmend auf
Gram-positive Bakterien und setzt u.a. N-Azetylglukosamin aus deren Zellwandmaterial
frei, das sogar zu den bifidogenen Wachstumsfaktoren gehort (Modler et al., 1994).
Bifidobakterien sollen auch selbst Lysozym bilden konnen (Tamura, 1983).

Da geringe Mengen an Bifidobakterien auch im distalen Diinndarm nachzuweisen sind
(Pochart et al., 1992), ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass das GALT hemmend auf
oral verabreichte Stimme humanen Ursprungs reagiert.

Adhisionsfihigkeit

Einige Bifidobakterien zeigten eine sehr schwache Adhésion an menschliche Caco-2-
Zelllinien (Elo et al., 1991). Nach Untersuchungen von Crociani et al. (1995) ist die
deutlich stammspezifisch unterschiedliche Adhisionsfihigkeit unter Bifidobakterien in
vitro Ursache fiir die unterschiedlich lang anhaltenden mikrobiologischen
Keimverschiebungen in vivo. Es ist moglich, dass die Fihigkeit zu Adhésion und
Implantation linger anhaltende metabolische Wirkungen im Darmlumen produziert.

Wiederfindung in lleuminhalten und im Stuhl

Etwa 3 h nach der letzten Aufnahme eines Enterococcus faecalis- und Bif. longum-
haltigen Priparates (6,4x10° CFU/d) lag die Anaerobenkonzentration in jejunalen
Digestaproben bei den meisten von 8 Probanden unterhalb der Nachweisgrenze. Obwohl
durch Sekretions- und Resorptionsvorginge Konzentrationsverinderungen im Diinn-
darm stattfinden und keine quantitativen Digestaanalysen und spezifischen bakteriellen
Nachweise durchgefiihrt wurden, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Bif. longum die
gastrointestinale Passage nicht {iberlebte, da auch im Stuhl die Gesamt-
Bifidokonzentration nicht signifikant verdndert wurde (Nielsen et al., 1994).

Einfache Bilanzstudien sind zur Bestimmung der Uberlebensrate oral aufgenommener
Bifidobakterien im Stuhl nicht geeignet, da Bifidobakterien Bestandteil der normalen
Darmflora sind und so zwischen exo- und endogenen Keimen nicht unterschieden
werden kann - es sei denn, zur Selektion des exogenen Stammes und seiner spéteren
Bestimmung in Stuhlproben werden aufwendigere, differentialdiagnostische Merkmale
zur Unterscheidung herangezogen (Amann et al., 1998; Reuter, 1990; Bouhnik et al.,
1992).

Anhand ilealer Perfusionsstudien an 6 gesunden Probanden unter Verwendung eines
bakteriellen Markers stellten Pochart et al. (1992) fest, dass von log 10%0,5
Bifidobakterien BB, in 400 ml fermentierter Milch aufgenommen, durchschnittlich log
940,1 Keime, d.h. 23,5+10,4%, im terminalen Tleum iiberlebt hatten. Ubereinstimmend
damit fanden Bouhnik et al. (1992) durchschnittlich knapp ein Drittel (29,7%%6) der in
einem fermentierten Milchprodukt iiber 8 Tage aufgenommenen Bifidobakterien in
Stuhlproben von 8 gesunden Versuchspersonen wieder. Diese Bakterienmenge diirfte
nach Einschétzung der Autoren fiir die Initiierung probiotischer Wirkungen ausreichend
sein. Nach Untersuchungen von Reuter (1975, zit. nach Reuter, 1990) war ein in Hohe
von log 6,85-7,08/d oral aufgenommener Bifidostamm nach 3 Tagen nur in 1 von 3
Fillen im Stuhl nachzuweisen. Durch intestinale Proliferation war die Bifidokeimzahl
hier sogar um 4 log erhoht.

Fiir eine probiotische Wirkung miissen etwa 10’ Bakterien/ml am Wirkungsort
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vorhanden sein (Bouhnik, 1993); mit Keimdosen von log 9-10 Probiotikabakterien pro
Tag sind i.d.R. probiotische Wirkungen messbar (Bouhnik, 1993, Amann et al, 1998).

Probiotische Wirkungen von Bifidobakterien
Vitaminsynthese

Einige Bifidospezies synthetisieren Vitamine der B-Gruppe (B1 (Boventer, 1949), B2,
B6, B12, Folsidure, Biotin, Niacin, Pahthothensidure) und Vitamin K (Rasic & Kurmann,
1983). Nach Desjardins et al. (1990a) zidhlt Bif. longum jedoch nicht dazu. Nach
Ergebnissen einer anderen Studie ist die Produktion von B-Vitaminen, Vitamin C und
Biotin unter Bifidobakterien weit verbreitet; Bif. longum zeigte besonders hohe
Syntheseraten bei Vitamin B2, B6, B12 und C (Deguchi et al., 1985, zit. nach
Ballongue, 1993). Da die Vitaminsynthese v.a. im Dickdarm stattfindet, ist aufgrund der
dort mangelnden Resorptionskapazitdt fraglich, ob ein direkter Nutzen fiir den
Wirtsorganismus resultiert (Kasper, 1996). Eine Verbesserung des Folatstatus bei Ratten
war jedoch zumindest teilweise bedingt durch vermehrtes Wachstum von
Bifidobakterien und anderen Folatbildnern im Zikum und Kolon (Krause et al., 1996).
Die Vitamine konnen aber auch von anderen Bakteriengruppen (z.B. anderen
Bifidostimmen, Bacteroides, Laktobazillen, Enterokokken) als Wachstumsfaktoren
genutzt werden (Rasic & Kurmann, 1983) und konnten so zur Stabilisierung der
indigenen Flora beitragen. Die Vitamine, die durch oral aufgenommene Bifidobakterien
produziert werden, wiren fiir den Wirt verfiigbar (Rasic & Kurmann, 1983).

Antagonistische Wirkung

Die Gesundheitsforderung durch Bifidobakterien scheint auf ihrem stabilisierenden
EinfluB auf die gesamte Darmflora zu beruhen. Sie fordert damit die Ausbildung einer
effektiven  Kolonisationsbarriere, die das ,Einnisten“ fremder u/o das
Uberhandnehmen potentiell pathogener Mikroorganismen, die auch Bestandteil der
,hormalen Darmflora sind, verhindert (Tannock, 1988; van der Waaij et al., 1972).
Nach Untersuchungen von Orrhage & Nord (1992) war ein mit Bif. longum versetztes
Milchprodukt in der Lage, den mit einer Clindamycinbehandlung verbundenen
Storungen der Darmflora teilweise entgegenzusteuern, insbesondere durch eine
Erhohung der Bifido- und Bacteroideskeimzahl. Unter Clindamycingabe kann in
seltenen Fillen eine Colitis pseudomembranacea entstehen, die mit einer
Uberwucherung resistenter Clostridium difficile-Stimmen einhergeht (Psychrembel,
2004).

Perney et al. (1991) wiesen fiir Bif. longum in vitro eine antibakterielle Wirkung gegen
alle von 64 getesteten gram-negativen, potentiell pathogenen oder pathogenen
Bakterienstimmen nach, die aus dem Stuhl von Krankenhauspatienten isoliert worden
waren, darunter 33 E. coli-Stimme. Die Monoassoziierung keimfreier Ratten mit Bif.
longum schiitzte die Tiere vollstindig gegen das Auftreten pathogener Erscheinungen
und Mortalitédt durch eine nachfolgende E. coli-Infektion (Faure et al., 1984).

Eine 14-tigige intragastrale Verabreichung von 0,2 ml Bifidusmilch iiber 14 Tage
filhrte zu einer signifikanten Abnahme von Enterobakterien im Gastrointestinaltrakt
von Miusen (Momose et al., 1982). In-vitro-Fermentationsversuche zeigten jedoch,
dass die E. coli-Hemmwirkung in Anwesenheit von Bifidobakterien nicht direkt mit der
Anzahl von Bifidobakterien korreliert. Obwohl sich FOS und GOS in vitro als sehr
effektive bifidogene Substanzen erwiesen hatten, in deren Anwesenheit die E. coli-
Population signifikant abgenommen hatte, zeigte sich bei GOS eine stirkere
Hemmwirkung auf die E. coli-Population, obwohl die bifidogene Wirkung von FOS
signifikant grofler gewesen war (Sharp et al., 2001).

Eine antagonistische Wirkung gegeniiber Enterobakterien und Clostridien fanden auch
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Alander et al. (2001) in vitro bei Zugabe von fiinf Milchsdurebakterienstimmen,
darunter auch Bifidobakterien, zu menschlicher Dickdarmflora.

Eine antibakterielle Wirkung von Milchsdurebakterien kann durch verschiedene
antibiotische Prinzipien erfolgen. Dazu zéhlen - neben den bei indigenen Stimmen
wahrscheinlich ausgeprigteren Wettbewerbsvorteilen hinsichtlich Néhrstoffbedarf u/o
Mikroklima u/o Adhisionsfahigkeit und der Forderung der Mukusproduktion - auch die
Synthese antibiotischer Substanzen. Hierunter werden Fermentationsprodukte, z.B.
Azetat und Laktat, Peroxid, Bakteriozine und Bakteriozin-dhnliche Hemmsubstanzen
subsummiert (Salminen et al., 1993).

Die Anzahl von C. perfringens und E. coli wurde in vitro auch durch Anwesenheit von
Bif. infantis, insbesondere in Anwesenheit von Oligofruktose und daraus resultierenden
vermehrtem Azetat- und Laktatvorkommen und vermindertem pH-Wert, reduziert
(Wang & Gibson, 1993). Verschiedene Bif. longum-Stimme zeigten in vitro im pH-
Bereich zwischen 4-5 graduell unterschiedliche, nicht zellgebundene antibakterielle
Wirkung gegeniiber E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. fragilis und C. perfringens, die
teilweise durch die pH-Absenkung und die Produktion von Azetat und Laktat und nicht
durch die Produktion von Peroxid erkldrbar war (Mitsuhashi & Murata, 1991).

KKFS (Azetat, Propionat, Butyrat) zeigen gegeniiber pathogenen und nicht pathogenen
Enterobakterien und Hefen antibakterielle Wirkung (Prohdszka & Baron, 1982). Bei
physiologischen Kolon-pH-Werten ist eine Konzentration von mindestens 50 mmol
KKFS/kg Dickdarminhalt ausreichend, um eine Multiplikationshemmung gegeniiber E.
coli und anderen Enterobakterien auszuiiben. Da die Konzentration KKFS im
menschlichen Kolon schitzungsweise um 100 mmol/kg liegt, ist eine antibakterielle
Wirkung KKFS in vivo zu erwarten (Prohdszka & Baron, 1982).

Die antibakterielle Aktivitit KKFS wird durch niedrige pH-Werte verstarkt, da in
diesem Fall ein groferer Anteil der schwachen Séduren in der undissoziierten und
antibakteriell wirksameren Form vorliegen (Prohdszka & Baron, 1982; Bergeim, 1940).
Besonders im pH-Bereich von 5-6, der selbst noch nicht hemmend wirkt, haben KKFS
eine stark antibakterielle Wirkung (Bergeim, 1940). Bei pH- Werten um 5 wirkt Butyrat
am stédrksten toxisch, gefolgt von Azetat und Laktat in abnehmender Reihenfolge; eine
synergistische Wirkung wird bei Verwendung eines Mix aus den in vivo
vorherrschenden KKFS Butyrat und Azetat beobachtet (Bergeim, 1940).

Im Gegensatz zu den homo- und heterofermentativen Stoffwechselwegen anderer
Milchsdurebildner, die pro 2 mol Glukose 4 mol Laktat bzw. je 2 mol Laktat, Ethanol
und CO, bilden, werden durch den spezifischen heterofermentativen Bifidostoffwech-
selweg pro 2 mol Glukose neben 2 mol Laktat noch zusétzlich 3 mol Azetat gebildet
(Gottschalk, 1986). Aus diesem Grund wird es fiir moglich gehalten, dass
Bifidobakterien eine stirkere Hemmwirkung als andere Milchsdurebakterien auf das
Wachstum sdureempfindlicher Bakteriengruppen ausiiben (Kasper, 1996). Dies konnte
moglicherweise indirekt karzinomprotektiv wirken.

Bifidobakterien verfiigen iiber mehr als einen antagonistischen Mechanismus gegen-
iiber verschiedenen Enteritiskeimen. Gibson & Wang (1994) wiesen fiir 8 Subspezies
die Bildung von der Saureproduktion unabhéngiger, antimikrobieller Substanzen nach.
Bif. infantis und Bif. longum zeigten die stiarkste Hemmwirkung gegeniiber E. coli, C.
perfringens und B. fragilis. Kang et al. (1989) isolierten die von Bif. longum
synthetisierte, antimikrobiell wirksame Substanz ,,Bifilong*. Sie zeigte Hemmwirkung
u.a. gegeniiber E. coli, verschiedenen Salmonella-Arten und S. faecalis.

Es gibt auch Hinweise darauf, dass Bifidobakterien mittels extrazelluldrer Enzyme
Bakterienrezeptoren an der Darmwand modifizieren konnen; auf diese Weise konnten
Mikroorganismen eleminiert werden, die diese Rezeptoren benutzen (Ballongue, 1993).
Unter  Antibiotikaeinnahme auftretende  gastrointestinale  Beschwerden und
Darmfloraverdnderungen wurden durch gleichzeitigen Verzehr von Bif. longum-Joghurt
reduziert (Colombel et al., 1987).
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Antimutagene/antikarzinogene Wirkung

Antikarzinogene Wirkungen wurden fiir Bif. longum bereits verschiedentlich im
Tierversuch und in vitro auf zelluldrer, biochemischer und molekularer Ebene
nachgewiesen. Sie konnen durch verschiedene Mechanismen verursacht sein
(Ballongue, 1993; Koo & Rao, 1991; Kurdi et al., 2003), z.B. durch

a)

b)

d)
e)

e)

direkte Suppression von Prokarzinogenen:

Die Hemmwirkung gegen die Mutagenitit von MNNG betrug bei mit Bif. longum-
fermentierter Milch 23,7% (Hosoda et al., 1992). Die Verabreichnung
lyophilisierter Bif. longum-Keime hemmte die AOM-induzierte Zellproliferation
bei Ratten (Singh et al., 1997).

indirekte Suppression von Prokarzinogenen mittels eines antibakteriellen Effektes
(Kap. 1.2.3.4.3) u/o Reduktion bakterieller Enzymaktivititen, die zu ihrer Bildung
fiihren u/o Abfangen von Substraten:

Nur 1/3 getesteten Bif. longum-Stimmen (bzw. 1/6 Bifidostimmen insgesamt) war
in der Lage, Nitrosamine enzymatisch abzubauen (Grill et al., 1995a). Nach
Verzehr eines fermentierten Milchproduktes mit 10" Bifidobakterien wurden
signifikant niedrigere Nitroreduktase- und Glukuronidaseaktivitdten im Stuhl von 6
Probanden gemessen (Bouhnik, 1993). Bif. longum hemmte die Ornithin-
Dekarboxylaseaktivitit in der Kolonmukosa bei Ratten; eine erhohte Aktivitit
dieses Enzyms ist in Kolontumoren und Adenomen zu finden und reflektiert den
hyperproliferativen Zustand normal erscheinenden Gewebes bei beginnender
Kanzerogenese (Singh et al., 1997).

Nach Untersuchungen von Abdelali et al. (1995) an Ratten war die Zufuhr von
Magermilch, fermentierter Bifidummilch bzw. einer Bifidobakteriensuspension auf
Wasserbasis (Bifidozusitze je 6x 10° Bifidobakterien/Tier und Tag) iiber vier
Wochen in der Lage, die Inzidenz von durch DMH provozierten aberranten Krypten
um 51 bzw. 49 bzw. 61% zu senken. Da die zidkalen pH-Werte unveréindert blieben,
wurde eine direkte antimutagene Wirkung der Bifidobakterien, eine Beeinflussung
der veridnderten Kryptzellen oder auch eine indirekte Wirkung durch Modifikation
der Mikrookologie im Kolon vermutet, zumal auch die zikalen J-
Glukuronidaseaktivitéten signifikant reduziert waren. Die Keimzahlen wurden nicht
bestimmt. Der Wirkmechanismus des Magermilchzusatzes blieb unklar.
stammspezifische Produktion von Metaboliten

Prospektive Untersuchungen zum Einfluss von Bifidobakterien auf die Produktion
von Kokarzinogenen, wie Gallensduremetabolite, auf die bakterielle Umsetzung
neutraler Sterine sowie die Produktion von Schutzfaktoren, wie KKFS und die
Tumorentstehung in vivo fehlen (Kap. 4).

Aktivierung des wirtseigenen Immunsystems (Kap. 1.2.3.4.5)

Senkung des intestinalen pH-Wertes (Kap. 1.2.1.4)

Durch Ansduerung ihres Wachstumsmediums auf pH-Werte <5 konnen Bifido-
bakterien stammunabhingig Nitrite eliminieren (Grill et al., 1995a). Acht Patienten
mit Kolonadenomen und hohem Karzinomrisiko zeigten nach dreimonatiger
Einnahme von tiglich sechs Kapseln eines bifidohaltigen Priparates (mindestens.
10" Bif. bifidum und mindestens 10'* L. acidophilus) eine signifikante Abnahme
der abnormalen Proliferationsmuster in den Kolonkrypten bei gleichzeitig
signifikanter Senkung des fikalen pH-Wertes (Biasco et al., 1991).

In einem Rattenversuch senkte die Aufnahme eines Futters mit 0,5% Bif. longum
bzw. 2,5% Laktulose bzw. die Kombination beider Faktoren die Azoxymethan-
induzierte Anzahl aberranter Kolonkrypten. Hohere zdkale pH-Werte korrelierten
hier mit verstdrktem Auftreten aberranter Kolonkrypten (Challa et al., 1997).

Antimutagene Wirkung
Die Verabreichung von Bif. longum unterdriickte die Expression des ras-p21-
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Onkoproteins bei Ratten (Singh et al., 1997). Die durch Karzinogene induzierbare
ras-Aktivierung zdhlt zu den am frilhesten und am hiufigsten festgestellten
genetischen Veridnderungen, die im Zusammenhang mit der Kolonkarzinogenese
beim Menschen messbar sind; so korreliert das vermehrte Vorkommen von ras-P21
mit erhohter Zellproliferation und dem Grad der Undifferenziertheit der Zellen
sowie dem Tumoraufkommen (Singh et al., 1997).

Hypocholesteroldmische Wirkung

Ob Bifidosupplemente im oberen Darmtrakt des Menschen cholesterinsenkend wirken
konnen, ist bislang nicht ausreichend belegt. In vitro und bei gleichzeitiger
Verabreichung cholesterinreichen Futters im Tierversuch scheint zumindest ein
gewisses hypocholesteroldmisches Potential gegeben zu sein:

In Anwesenheit von konjugierten Gallensduren und Cholesterin im Nidhrmedium fiihrte
die Inkubation mit dekonjugationsfihigen Milchsidurebakterien, z.B. mit Bif. bifidum,
zwar zu 100%iger Dekonjugation der Gallensduren und der Ausfdllung von 22% der
Gallensduren bei pH <6 sowie Koprizipitation von 26% des Cholesterins bei pH <5,5,
das dem bakteriellen Stoffwechsel damit entzogen war (Klaver & van der Meer, 1993).
Da der physiologische pH-Wert im Diinndarm jedoch im neutralen bis leicht basischen
Bereich liegt, erscheint es unwahrscheinlich, dass dieser Mechanismus in vivo zum
Tragen kommt.

Eine durch die Dekonjugation von Gallenséduren in vivo moglicherweise hervorgerufene
Maldigestion von Fetten, die sich ebenfalls hypocholesteroldmisch auswirken konnte
(Klaver & van der Meer, 1993), wiirde jedoch Diarrhéen zur Folge haben und wire
deshalb unakzeptabel (Huis in"t Veld et al., 1994).

Ob Bif. longum eine Absorptionshemmung des mizellar gebundenen Cholesterins im
Darmlumen bewirken kann, wie fiir L. acidophilus 2056 nachgewiesen (Suzuki et al.,
1991), ist nicht bekannt.

Tahri et al. (1995) bewiesen jedoch, dass Bifidobakterien in der Wachstumsphase,
darunter auch ein Bif. longum-Stamm, Cholesterin in vitro nicht nur durch Prizipitation,
sondern auch durch Assimilation dem Kulturmedium entziehen konnen.

Im durch Glukose energetisierten Zustand konnen Bifidobakterien in vitro CA aktiv
akkumulieren, ohne sie weiter zu verstoffwechseln. In vivo wiirden die freien Gallen-
sduren dem enterohepatischen Kreislauf teilweise entzogen werden, was durch
Neusynthese der Gallensduren aus Cholesterin in der Leber zu einer Absenkung des
Serumcholesterinspiegels fithren konnte (Kurdi et al., 2003).

In Untersuchungen an cholesterinreich gefiitterten Ratten bewirkte die Verabreichung
mehrerer monobakteriell fermentierte Milchen im Vergleich zu Magermilch eine
Hemmung des Cholesterinanstiegs im Serum. Die Hemmwirkung war hauptsichlich
stamm- und nicht speziesspezifisch (Suzuki et al., 1991).

Homma (1988) stellten im Rattenversuch fest, dass bei cholesterinreicher Erndhrung die
orale Verabreichung von Bif. bifidum zu signifikant niedrigeren Gesamt- und LDL-
Cholesterinkonzentrationen im Serum fiithrte. Wie Untersuchungen an Rattenleberzellen
zeigten, beeinflussten Bifidobakterien die Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase
(Indikator fiir die Cholesterinneusynthese).

Zwei kontrollierte Studien mit Bif. longum beim Menschen zeigten keinen
hypocholesterolamischen Effekt (Kap. 4.6.1.2).

Die Proliferation von Bifidobakterien in unteren Darmabschnitten scheint nicht
unabdingbare Voraussetzung fiir einen hypocholesterolimischen Effekt zu sein: bei
Ratten wirkte auch das nichtbifidogene Pribiotikum [-2-6-Levan hypocholesteroldmisch
(Yamamoto et al., 1999).

Eine Modulation des Profils KKFS im Darmlumen mit Einfluss auf die
Cholesterinsynthese des Wirtsorganismus konnte nicht nur durch Modifikation des
Bakterienspektrums vor Ort, sondern auch durch Prébiotikagaben erzielt werden (Kap.
1.2.5.2.4).
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1.2.3.5

Immunmodulatorische Wirkung
Tab. 12 fasst gesicherte und mégliche immunmodulatorische Wirkungen von Bifido-

bakterien zusammen.

Tab. 12:  Bifidobakterien - gesicherte und potentielle immunmodulatorische Wirkungen
(mod. nach de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

Beeinflussung von Parametern der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr:

> Anregung der Zellteilung in Organen des Lymphsystems (Milz, Peyer sche Plaques®)

> Steigerung der Aktivitit von Phagozyten/ Makrophagen, Lymphozyten, natiirlichen
Killerzellen

- Anregung der Produktion unspezifischer und spezifischer Antikorper”

> Freisetzung von nicht pro-inflammatorischen Zytokinen, Interleukinen, Interferonen, TNFa
Beeinflussung von Imnmunantworten auf verschiedene Antigene:

> Anregung der Produktion spezifischer Antikdrper (IgA, IgG) gegen mitverabreichte Viren,
Bakterien und Bakterientoxine (Klebsiella pneumonalis, Salmonella typhimurium, Shigella,
Vibrio cholerae)

>  Erhohte Widerstandskraft' und - im Tierversuch - lingeres Uberleben bei viralen und
bakteriellen Infektionen (Rotaviren, Klebsiella pneumonalis, Salmonella typhimurium,
Shigella, Choleratoxin)

- Moglicher Einsatz als Adjuvans bei Impfungen

- Forderung der Entwicklung oraler Toleranz: Abschwichung allergischer Reaktionen

Beeinflussung der intestinalen Barrierefunktionen, Schutz vor Invasion und bakterieller
Translokation durch Pathogene:

= Modulation der (para)zelluliren Mukosapermeabilitit direkt oder durch Sekretion 16slicher
Faktoren
Adhision und kompetitive Hemmung an epithelialen Rezeptoren

Freisetzung oberflichenaktiver Adhédsionshemmstoffe fiir Pathogene

v v

Verhinderung bakterieller Translokation mittels ,,ecoimmunonutrition‘
e Bereitstellung von Membranschutzfaktoren (mehrfach ungesittigte Fettsduren)
¢ Eliminierung von Membranschadstoffen (Nitrat)

! Miiting & Ordnung, 1976
? Takahashi et al., 1993

Zum Gesundheitswert der Bifidoflora

Wihrend das Hauptforschungsinteresse an der Bifidoflora beim noch stoffwechsel-
labilen Sdugling v.a. dessen gutem Gedeihen und dem Kolonisationsresistenz-bedingten
Schutz vor bzw. der Therapie akuter Infektionskrankheiten galt, sind im Hinblick auf
den erwachsenen Menschen neben therapeutischen Aspekten direkte Auswirkungen auf
Immunparameter des Wirtsorganismus sowie potentielle Modifikationen in der
Pathogenese erndhrungsabhéngiger und chronischer Krankheiten von besonderem
Interesse. Auch in der Produktentwicklung von Milchersatznahrungen fiir Siduglinge
gewinnt die Priavention von Erkrankungen der spiteren Lebensalter jedoch zunehmend
an Bedeutung (Boehm, 2003).
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Gesundheitswert der Bifidoflora bei Sduglingen

Pédiatrische Erfahrungswerte zeigten seit Beginn des 20. Jahrhunderts, dass Stérungen
im Magen-Darm-Bereich und gastrointestinale Infektionen bei gestillten Sduglingen
weniger hdufig auftraten als bei ,,Flaschenkindern* (Rasic & Kurmann, 1983; Romond,
1986). Diese Schutzwirkung der Muttermilcherndhrung wurde und wird bis heute mit
der Andersartigkeit der ausgeschiedenen Stiihle in Verbindung gebracht, die bei
gestillten Siuglingen u.a. gekennzeichnet waren durch eine ,,typische monotone fikale
Flora® (Brown & Bosworth, 1922, zit. nach MacGillivray et al, 1959) aus
,Laktobazillen (MacGillivray et al., 1959), die spiter als ,,Bifidoflora* spezifiziert
wurde (Rasic & Kurmann, 1983). Der hohe Anteil saccharolytischer Mikroorganismen
geht einher mit einer pH-Absenkung (pH 5-5,5), niedrigen E. coli-, Bacteroides- und
Clostridienzahlen sowie Féulnisreduzierung (,,fermentativer Stuhl®) (Bullen & Tearle,
1976; Kurmann & Rasic, 1991). Die Fikalflora von auf Kuhmilchbasis ernidhrten
Sauglingen dagegen fiel regelmiBig durch extreme Instabilitdt auf und zeigte ein
breiteres Bakterienspektrum (Neimann et al., 1965), reich an Enterokokken,
Kolibakterien und proteolytischen Bakterien (Braun, zit. nach Neimann, 1965) mit
alkalischem pH-Wert (6,4-7 und mehr) und niedrigen Bifidozahlen (,,Fiulnisstiihle*)
(Bullen & Tearle, 1976; Kurmann & Rasic, 1991).

Seit Mitte der 1950er Jahre ist bekannt, dass das selektive Bakterienwachstum bei
gestillten Neugeborenen auf aminozuckerhaltige Oligosaccharide in der Frauenmilch
zurlickzufiihren ist, von denen mittlerweile mehr als 130 Verbindungen beschrieben
wurden. Oligosaccharide scheinen auch die Adhédsion von Viren und Bakterien an
Darmepitelzellen hemmen zu konnen und so die Infektabwehr von Siduglingen zu
verbessern (Kunz & Rudloff, 1996; Wisker, 2002).

Obwohl der Gesundheitswert der Bifidoflora im Sauglingsalter in der Vergangenheit
iiberschitzt wurde (Rasic & Kurmann, 1983; Vetter, 1988), da durch Verbesserung der
allgemeinen Hygienestandards in der Sduglingspflege die Bedeutung der Infektions-
schutzwirkung schrittweise relativiert wurde (MacGillivray et al., 1959; Rasic &
Kurmann, 1983; Lundequist et al., 1985) und durch die Entdeckung der spezifischen und
unspezifischen immunologischen Schutzfaktoren der Muttermilch (Wachtel &
Hilgarth, 1995, S. 90-93) in den 1960er und 1970er Jahren deutlich wurde, dass der
Infektionsschutz gestillter Sduglinge ein sehr komplexes Phidnomen ist, das keinesfalls
allein auf die Bifidoflora zuriickgefiihrt werden kann (Romond, 1986), ist das Interesse
an der Bifidoflora bis heute ungebrochen (Boehm, 2003; Romond, 1986; Rasic &
Kurmann, 1983). Nach Bullen & Tearle (1976) z.B. libernimmt mit abnehmendem
Laktoferringehalt der Muttermilch und zunehmender Etablierung der Bifidoflora das
saure, gepufferte Mikroklima die Schutzfunktion gegen Gram-negative Bakterien (vgl.
Kiyosawa et al., 1986). Es gilt als gesichert, dass die postnatale Entwicklung des
Immunsystems im Zusammenhang mit der Entwicklung der Darmflora und in enger
Beziehung zum Allergierisiko im spiteren Leben steht (U: Boehm, 2003).

Tab. 13 fasst den potentiellen Nutzen einer etablierten Bifidoflora bzw. von Bifidobak-
teriensupplementen in Nahrungsmitteln bei Sduglingen und Kleinkindern zusammen.
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Tab. 13:  Potentieller Nutzen der Bifidoflora und von Bifidosupplementen in der Nahrung
bei Sduglingen und Kleinkindern
(nach Rasic & Kurmann, 1991)

Indigene Bifidobakterien Bifidosupplemente
e Kompetitiver Antagonismus gegeniiber e Modifikation der Darmflora bei Erndhrung
pathogenen Invasoren mit Sduglingsmilchnahrung
e Produktion antimikrobieller Substanzen® e Prophylaktische Wirkungen (z.B. bzgl.
- organische Sduren viralen Infekten)
- andere Substanzen e Gutartige Konkurrenz mit anderen
Darmbakterien

e Unterstiitzende Therapie bei Darmin-
fektionen und -storungen /Normalisierung
von Darmflora und Stuhlfrequenz '

e Verbesserte N-Retention und e Verbesserte Gewichtszunahmen bei
Gewichtszunahmen bei Sduglingen diarrhéischen Siuglingen

e Hemmung der Nitratreduktion

" Hotta et al. (1987), Saavedra et al. (1994)

j Romond & Romond (1990a)

Siguur et al., 1993 und Knol et al., 2002, zit. in: Boehm (2003)

Gesundheitswert der Bifidoflora bei Erwachsenen

Fiir den erwachsenen Menschen sind zur Zeit folgende bifidobedingte potentiell positive
Auswirkungen auf den Gesundheitszustand Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion/
Hypothesen (Tab. 14) (Gibson & Roberfroid, 1994; Tamura, 1983; Yaeshima, 1996):

Homma (1988) versteht die Funktion der Bifidoflora als Schutz- oder
,,Resistenzfaktor”, den er definiert als ,,Substanz mit bestimmten Funktionen, deren
Mangel selbst noch keine schidigende biologische Wirkung hat, es sei denn, der Korper
ist bestimmten exogenen Einfliissen ausgesetzt, so dass das Fehlen dieses Faktors
pathologische Verdnderungen hervorruft”. Danach ist eine Verminderung oder das
Verschwinden von Bifidobakterien selbst also noch nicht als pathologische, sondern
zunichst lediglich als dysbiotische Veridnderung einzustufen (Haenel & Feldheim, 1961;
Knoke & Bernhardt, 1986, S.12), wird aber als Vor- oder Anzeichen eines suboptimalen
Gesundheitszustandes (,,‘unhealthy’ state”, Mitsuoka, 1989, 1990) im Sinne einer
potentiellen Krankheitsbereitschaft (Homma, 1988; Irrgang & Sonnenborn, 1988;
Hopkins et al., 2001) gedeutet.

Die Tatsache, dass Bifidobakterien bei Gesunden auch vollig fehlen kdnnen (Brigidi et
al., 2003; Camaschella et al., 1990; Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Mitsuoka, 1984; Orla-
Jensen et al., 1945) stellt daher keinen Widerspruch zu diesem Konzept dar.

Die Frage, ob die Forderung der Bifidoflora per se beim gesunden Erwachsenen einen
eigenen Gesundheitswert hat, ist dennoch umstritten.
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Tab. 14:  Potentiell gesundheitsfordernde Auswirkungen von Bifidobakterien beim
Erwachsenen

Probiotische Bifidobakterien im Kolon Bifidosupplemente

Wirkungen*

therapeutisch e Produktion antimikrobieller Subs- e Unterstiitzende Therapie bei Darm-
tanzen infektionen und -stérungen (z.B. auch
- organische Sduren bei Strahlenschiden) '
- andere Substanzen
e Kompetitiver Antagonismus gegen- ® Wiederherstellung der normalen
iiber pathogenen Invasoren* Darmflora bei Antibiotikatherapie
¢ Reduzierung des Blutammoniak- e Senkung des Cholesterinspiegels*
spiegels (z.B. bei hepatitischer Enze- e Mildere Symptomatik, Beschleuni-
phalopathie) * gung der Genesung bei Erkiltungen®
¢ Tumortherapie ***

prophylaktisch e Produktion antimikrobieller Subs- e Senkung des Cholesterinspiegels*

tanzen

- organische Sduren

- andere Substanzen, z.B. Lysozym

e Kompetitiver Antagonismus gegen-
iiber pathogenen Invasoren
(Kolonisationsresistenz)

¢ Hemmung der Translokation

¢ Vitaminproduktion

¢ Immunmodulaton **

¢ Antikarzinogene Wirkung

e Keine Produktion von:®

Ammoniak und Aminen (z.B. Indol
etc.) und H,S aus Aminoséuren/ Nitrit
aus Nitrat/ Ammoniak aus Harnstoff

e Senkung der Ammoniakkonzentra-
tion im Stuhl

e Keine Produktion sekundirer Gal-
lensduren

e Verbesserte Mineralstoffresorption
(verbessertes Knochenwachstum, Os-
teoporose-Prophylaxe?)’

* relative Bedeutsamkeit
der Wirkung in vivo?

Mettler et al. (1973);

' Korschunov et al. (1996); 3

Miiting & Ordnung (1976)
* de Vrese et al. (2005)

*# Ort der Wirkung?
*#%  Spekulation

Samec (1969) > de Vrese (1997);
Colombel et al. (1987); Kurdi et al. (2003)
Orrhage & Nord (1992) Tomoda et al. (1991)

Altern, Bifidoflora und Kolonkarzinogenese

Das Kolonkarzinom kann zu Recht als Alterskrankheit bezeichnet werden (GEKID,
20006); die Erkrankungshiufigkeit steigt pro 10 Lebensjahre um das 2,4-fache (Debinski
et al., 1996).

Die Ergebnisse zu der Frage, ob bzw. wie sich die enterale Flora mit zunehmendem
Alter indert, sind sehr kontrovers. Einige Autoren stellten bei zunehmendem
Lebensalter abnehmende Bifidozahlen u/o steigende Keimzahlen potentiell
,,schadlicher* Bakterien, insbesondere von Clostridien oder Enterobakterien u/o eine
verdanderte Diversifizierung innerhalb der Arten fest (Woodmansey et al., 2004; Hopkins
et al., 2002, 2001; Mitsuoka, 1992, 1984; Mizutani et al., 1982; Mitsuoka & Hayakawa,
1972; Orla-Jensen et al., 1945). Manche Autoren zogen daraus den nicht zuldssigen
Umkehrschluss, mit der Forderung des intestinalen Bifidovorkommens durch den
Bifidofaktor Laktulose konne ,,Alterungsprozessen vorgebeugt* werden (Tomita, 1988;
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Mizota et al., 1987; Mitsuoka, 1989).

Andere Studien konnten eine Korrelation hinsichtlich der Bifidoaufkommen in (nicht
reprasentativen) Bevolkerungsstichproben verschiedener europidischer Regionen mit
dem Lebensalter der Studienteilnehmer nicht bestétigen (Mueller et al., 2006; Lay et al.
2005), fanden aber einen altersabhiingigen Lénder- und Bakteriencluster-spezifischen
Zusammenhang (in Deutschland und Italien versus Frankreich, Italien und Schweden)
hinsichtlich der dominierenden Bakteriengruppen Eubacterium rectale-Clostridium
coccoides und Bacteroides-Prevotella (Mueller et al., 2006), dessen Bedeutung zzt.
noch nicht abgeschitzt werden kann.

Die Ursachen fiir bakterielle u/o metabolische Modifikationen der Darmflora u/o einen
Riickgang der Bifidoflora im Alter sind wahrscheinlich multifaktoriell durch exogene
Einfliisse, insbesondere die Erndhrungsweise sowie wirtseigene Faktoren bedingt, und
betreffen daher nicht alle &dlteren Menschen in gleichem MaBle (Woodmansey et al.,
2004).

Unter einer ballaststoffreichen Kost waren die altersbedingten Keimzahldnderungen
deutlich weniger ausgeprégt (Benno et al., 1989; Mizutani & Mitsuoka, 1982). Dagegen
fiihrte die Umstellung von einer gemischten japanischen auf eine ,,westliche® Kost zu
den typischen Keimzahlverinderungen fiir hohere Lebensalter (Mitsuoka, 1984). Benno
et al. (1989) schlullfolgerten, dass die alterstypischen Keimzahlverinderungen durch
eine ballaststoffreiche Kost zeitlich verzdgert werden kdnnten.

Mit dem Alter sind sowohl geringere tigliche Stuhlgewichte (Woodmansey et al.,
2004, Cummings et al., 1992) als auch ldngere Transitzeiten assoziiert; beide Parameter
sind ebenfalls direkt assoziiert mit der Hohe der Ballaststoffaufnahme (Cummings et al.,
1992; Spiller et al., 1980) . Nach Nagengast et al. (1985, 1988) ist die Transitzeit zwar
nicht mit hoheren Lebensaltern korreliert, wohl aber eine erhohte Konzentration
sekunddrer Gallensdiuren. Mit zunehmendem Alter ist auch die Exkretion kurzkettiger
Fettsiiuren tendenziell reduziert und korrelierte mit der Abnahme der amylolytischen
Aktivitat durch verminderte Bifido- und Bacteroideszahlen und einen geringeren
Diversifizierungsgrad innerhalb dieser Arten (Woodmansey et al., 2004).

Die Vermutung, eine altersbedingte Abnahme der Magensdureproduktion - und damit
eine Schwichung der Keimabwehr von auflen - sei involviert (Orla-Jensen et al., 1945),
erklart nicht die insgesamt niedrigeren (Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Hopkins et al.,
2001) bzw. nicht signifikant verdnderten (Woodmansey et al., 2004) Gesamtkeimzahlen
bzw. Anaerobenzahlen bei alten Menschen. Die These, eine ungeniigende Zerkleinerung
der Nahrung im Mund wiirde bei alten Menschen die Substratmenge im distalen Darm
erhohen und damit gute Faulnisbedingungen schaffen (Orla-Jensen et al., 1945) wurde
nicht verifiziert.

Mitsuoka & Hayakawa (1972) vermuteten, verantwortlich fiir den Riickgang der
Bifidoflora mit dem Alter sei moglicherweise der ,,Grad der physiologischen Labilitit*
des Wirtsorganismus. Wie eine neuere Arbeit bestitigt, ist die stammspezifische
Adhdsionsfihigkeit von Bifidostimmen an Mukus gesunder Erwachsener in vitro bei
Bifidostimmen von Senioren schlechter als die von Bifidostimmen gesunder
Erwachsener mittleren Alters. Hier wurde spekuliert, dass der intestinale Mukus mit
zunehmendem Alter des Organismus bestimmte Fihigkeiten verlieren konnte, die die
Adhision von Bifidobakterien erleichtern. Sensible Stimme wiirden so zuriickgedringt
und es kdme zu einer Verschiebung innerhalb des Bifidospektrums durch verbesserte
Wachstumsbedingungen fiir Stimme mit geringer Mukusaffinitidt (He et al., 2001). Auch
Ouwehand et al. (1999) wiesen nach, dass die Adhésionsfihigkeit von 4 Bifidobak-
terienstimmen an Mukusproben von Personen verschiedenen Alters mit zunehmendem
Alter nachlsst.

Es ist moglich, dass die Zusammensetzung des gebildeten Mukus von der lokalen
Nihrstoffversorgung der Mukosa abhidngt und dass prebiotische Ballaststoffe wie
Laktulose, Pektin, Guargummi und andere als pridventive Mukosaschutzfaktoren
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fungieren, indem ihre bakteriellen Stoffwechselprodukte zu verbesserter Muzin-
zusammensetzung fiihrt, die wiederum die Adhision probiotischer Bakterien férdert und
so ein stabiles giinstiges Keimspektrum fordert.

Weitere Untersuchungen zeigen, dass sich mit zunehmendem Alter und durch
Krankheiten die Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide in den Zellmembranen
der Darmschleimhdute #dndert. Die Fettsdurezusammensetzung bestimmt die
Membranfluiditit und -permeabilitit und wird weitgehend durch die lokale
Nihrstoffverfiigbarkeit bestimmt. Fiir L. plantarum ist die Bildung von B-3-Fettsduren
nachgewiesen worden (Bengmark, 1998).

Als weitere mutmalliche modifizierende Faktoren der Darmflora im Alter werden
(neben verminderter Produktion von Magensiure, Pankreassekret, Gallenfliissigkeit (v.a.
nach Cholezystektomie), einer erhohten Permeabilitit der Darmmukosa, immunolo-
gischen Verdnderungen und einer Verschlechterung der Darmmotilitit, bedingt durch
eine Verschlechterung des Erndhrungsstatus auch genannt: psychologische, soziale,
krankheitsbedingte und Okonomische Verdnderungen (Einsamkeit, eingeschréinktes
Einkommen, Verzehr von Fast Food und Snacks und verdnderter Medikamenten-
verbrauch) (Saunier & Dore, 2002).

Eine altersabhiingig unterschiedliche bzw. eine im Zeit- bzw. Lebensaltersverlauf
erndhrungsphysiologisch sich verschlechternde Nahrungsaufnahme darf jedoch nicht
grundsitzlich vorausgesetzt werden (Lovat, 1996; Eiben et al., 2004; Jungjohann et al.,
2005).

Insgesamt ist es nicht ausgeschlossen, dass eine Ernidhrungsweise, die eine reichliche
Bifidoflora zur Folge hat, lebensverlidngernd im Sinne eines niedrigeren Kolonkarzinom-
risikos wirken konnte. Beweiskriftige wissenschaftliche Grundlagen liegen zur Zeit aber
nicht vor.

Konventioneller Joghurt
Definition von Joghurt

Joghurt ist ein Sauermilcherzeugnis, das traditionellerweise unter Einsatz spezieller
Milchsdurebakterien (L. delbrueckii ssp. bulgaricus und S. salivarius ssp. thermo-
philus) hergestellt wird (Kriamer, 1992; IDF, 1992; Belitz et al., 2001; Mareschi &
Cueff, 1991; Teuber, 1987; Gilliland, 1991); die Joghurtstarter sind Gram-positiv,
fakultativ anaerob und thermophil (B-O, 2005). In der industriellen Produktion werden
eine Vielzahl verschiedener Stimme dieser Subspezies eingesetzt (Gilliland, 1991).
In zahlreichen nationalen Bestimmungen wurden weitere Kriterien ausgefiihrt, so dass
gleichen Handelsbezeichnungen haufig unterschiedliche Produktanforderungen zu
Grunde liegen (Rasic & Kurmann, 1978; Mareschi & Cueff, 1991; Bianchi-Salvadori,
1986; Bourlioux, 1986; Reines, 1984; Glaser, 1992). Umgekehrt werden bei manchen
joghurtdhnlichen Produkten verschiedene Bezeichnungen fiir denselben Produkttyp
verwendet (Kneifel, 1992). Auflerdem werden im internationalen Schrifttum die
Begriffe ,JJoghurt®, ,,[ Kultur/en-]joghurt* und ,,fermentierte [ Kultur/en-lmilch* hiufig in
irrefithrenderweise synonym verwendet (s. Meydani & Ha, 2000), so dass die Identitit
der beteiligten Milchsdurebakterien nicht immer eindeutig erkennbar ist.
In Anlehnung an das deutsche Lebensmittelrecht (LmBG, 1992) werden im Rahmen
dieser Arbeit alle Sauermilcherzeugnisse aus Kuhmilch,
e die ausschlieBlich die traditionellen Joghurtstarter enthalten, als ,,(konventioneller)
Joghurt* bezeichnet
e die iiberwiegend die traditionellen Joghurtstarter enthalten, als ,,[ Kultur/en-]joghurt*
bezeichnet
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e bei denen L. bulgaricus durch andere thermophile Milchsdurebakterien ersetzt
wurde, als ,,[ Kultur/en-]thermophilusjoghurt* bezeichnet

e die entweder monobakteriell oder gemischtbakteriell ohne S. thermophilus
fermentiert wurden, als ,,fermentierte [ Kultur/en-]Jmilch* bezeichnet.

Bedeutung von Joghurt in der Erndhrung des Menschen

(Fermentierte) Milchprodukte leisten einen wertvollen erndhrungsphysiologischen
Beitrag zu einer ausgewogenen Ernihrung. Sie sind reich an hochwertigem Protein,
stellen eine wichtige Quelle fiir Mineralstoffe und Spurenelemente dar und tragen zur
Vitaminbedarfsdeckung bei (Elmadfa et al., 2005; Buttriss, 1997; Renner, 1982;
Schaafsma et al., 1988;). Der Fermentationsprozess fiihrt zu einer Abnahme von
Vitamin B12 und C und einer Zunahme von Folsdure im Vergleich zu Milch. Auflerdem
verbessert sich die Bioverfiigbarkeit einiger Mineralstoffe, z.B. von Kalzium (Meydani
& Ha, 2000).

Eine Aufwertung erfuhren Milch- und Milchprodukte als unbedenklich geltende Pro-
teinquellen in der BSE-Krise sowie als wichtigster Kalziumlieferant vor dem Hinter-
grund erhohter Zufuhrempfehlungen (DGE et al., 2000). Eine Erhohung des Verzehrs an
fettarmem Joghurt ist aus préventivmedizinischen Griinden hinsichtlich einer vermutlich
verbesserten Osteoporoseprophylaxe und der Forderung nach einer fett- und
cholesterinirmeren Erndhrung ,,unbedingt* als wiinschenswert zu beurteilen (DGE,
2000, 1992). Die Wirkung von Kalzium auf das Risiko der Kolonkarzinogenese ist
bislang ungeklirt (DGE et al., 2000).

Sauermilchprodukte sind in Europa schon seit schitzungsweise 4000 Jahren Bestandteil
der Erndhrung des Menschen. Der Glaube an die gesundheitsfordernde Wirkung
gesduerter Milchprodukte gehort kulturiibergreifend zum {iiberlieferten Erfahrungs-
wissen der Menschheit. Joghurt gilt als &ltestes und populirstes Lebensmittel dieser
Produktgruppe weltweit (Buttriss, 1997).

Der ilteste Hinweis auf ,Joghurt stammt aus der Tiirkei und datiert aus dem 8.
Jahrhundert (Kurmann, 1984a). Erst nach der Entdeckung der Bakterien durch Pasteur
konnte jedoch im 20. Jahrhundert eine gezielte Diversifizierung fermentierter
Milchprodukte einsetzen, die verstérkt seit Mitte der 1960er Jahre in industrialisierten
Lindern und insbesondere in Europa stattfand (Kurmann, 1984b) und in jiingerer Zeit
durch die Entwicklung von Probiotika einen neuen Aufschwung erféhrt.

Joghurt wird in Léndern aller Erdteile verzehrt (IDF, 1992). Im Zeitraum von 1977-1990
steigerte sich der Joghurtverzehr in 10 Lindern der EG (ohne Griechenland und
Portugal) durchschnittlich um etwa 80% (IDF, 1989 und 1992). In Westdeutschland
erhohte sich der Pro-Kopf-Verzehr im Zeitraum von 1968-1989 nahezu auf das
Fiinffache (von 2,3 auf 10,6 kg/Jahr), betrug 1995 in Deutschland 12,8 kg/Jahr
(Kurmann, 1984; IDF, 1989 und 1992; MIV, 1996) und im Jahr 2005 bereits 16,9 kg/
Jahr (MIV, 2006).

Steigende Akzeptanz und Beliebtheit sind nicht nur durch organoleptische Qualititen
und eine breite Produktpalette, sondern auch durch das positive Image des Produktes
aus Verbrauchersicht bedingt. So werden Eigenschaften wie ,,natiirlich®, ,,gesund®,
»vollwertig®, ,proteinreich®, ,fettarm*“ sowie der Convenience-Charakter und die
verlidngerte Haltbarkeit positiv assoziiert (Buttriss, 1997; Deeth & Tamime, 1981; Rasic,
1984).

Gesundheitsrelevante Aspekte und therapeutischer Nutzen von Joghurt
Joghurt und Joghurterzeugnissen werden fiir ein breites Spektrum gesundheitlicher
Storungen eine Vielzahl von prophylaktischen und therapeutischen Wirkungen

zugeschriebenen, die erst teilweise erforscht und abgesichert sind (U: Meydani et al.,
2000; Hitchins & McDonough, 1989).
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Saavedra (1993) zihlte neben den Bifidobakterien die Gruppe der Laktobazillen und
darunter explizit auch L. bulgaricus zu den ,,am meisten verwendeten und beforschten
Probiotika“.

Laktobazillen sind fiir Menschen jeden Alters und auch fiir immungeschwichte
Personen nicht pathogen (Borriello et al., 2003). Die klassischen Joghurtstarter
unterscheiden sich von den als Probiotika verwendeten Keimen darin, dass sie keine
natiirlichen Elemente der Darmflora des Menschen, also nicht ,,indigen sind und nach
allgemein vorherrschender Auffassung den Darm nicht kolonisieren und sich dort auch
nicht vermehren konnen. Uberlebens- und Adhisionsfihigkeit werden geringer
eingeschitzt als bei indigenen Lactobacillus- Stammen (Gilliland, 1991; de Vrese &
Schrezenmeir, 2001). Deshalb wird erwartet, dass Produkte, die mit klassischen
Joghurtstartern gesduert u/o wirmebehandelt wurden, die entsprechenden Gesundheits-
wirkungen nicht oder nur abgeschwicht zeigen. Nach der Definition des BgV'V ist diese
Bedingung fiir die Abgrenzung von probiotischen gegen entsprechende konventionelle
Produkte maligeblich: Die beobachtbaren Gesundheitseffekte miissen kausal mit dem
Uberleben probiotischer Kulturen in Verbindung gebracht werden konnen (de Vrese &
Schrezenmeir, 2001).

Joghurt und die Supplementierung nicht fermentierter Milchprodukte mit Joghurtstartern
sind vorteilhaft in der didtetischen Behandlung der Laktoseintoleranz (Lin et al., 1991;
Kolars et al., 1984; Dewit et al., 1987). Diese Wirkung gilt nicht als notwendigerweise
probiotisch, da sie nicht kausal mit einer Mikrofloraverdnderung einhergehen muss. Hier
konnen die geringere Laktosemenge in Joghurt im Vergleich zu Milch u/o die B-
Galaktosidaseaktivitiat iiberlebender oder aus abgetteten Zellen freigesetzter
Joghurtstarter im Darm antidiarrhdisch wirken.

Préparate mit Milchsdurebakterien werden traditioneller Weise zur Therapie akuter und
chronischer Diarrhéen, v. a. im Siuglings- und Kindesalter empfohlen, obgleich
hinsichtlich der effektiven Wirksamkeit wenig zuverldssiges Datenmaterial zur
Verfiigung steht und die Mechanismen noch unzureichend erforscht sind.

Bei persistierenden Diarrhden im Sduglings- und Kleinkindalter konnten die durch
Malnutrition bedingten Gewichtsverluste signifikant durch Ersatz von Kindermilch-
nahrung durch mit L. bulgaricus und S. thermophilus fermentierter Kinderjoghurt-
nahrung reduziert werden (Desjeux et al., 1992).

Auch durch Supplementation der Sduglingsnahrung mit Bif. bifidum und S. thermophilus
wurde die Inzidenz akuter Diarrhoen und die Ausscheidung von Rotaviren bei
Sduglingen vermindert (Saavedra et al., 1994). Clements et al. (1983) berichten von
einer Reduzierung des Stuhlvolumens und der Dauer einer durch das Antibiotikum
Neomycin verursachten Diarrh6 bei Erwachsenen durch lebende L. bulgaricus-Keime in
Tablettenform (Lactinex). Hier spielen offenbar antibakterielle und u/o andere, das
Gleichgewicht der Mikroflora restabilisierende Wirkungsmechanismen eine Rolle. Bei
Erwachsenen wurden die unter Einnahme des Antibiotikums Erythromycin auftretenden
Diarrhéen, gastrointestinalen Beschwerden und das Auftreten von Clostridiensporen
durch gleichzeitigen Verzehr von konventionellem Joghurt aber nicht reduziert
(Colombel et al., 1987).

Uberlebens-, Proliferations- und Adhisionsfihigkeit der Joghurtstarter

Die Frage, ob Joghurtstarter generell die Gastrointestinalpassage iiberleben, kann nicht
eindeutig beantwortet werden.

Nach Robins-Browne & Levine (1981) sind Joghurtstarter in der Lage, die gastro-
intestinale Passage des Menschen partiell zu tiberleben. Nach Aufnahme von L.
bulgaricus in Form von Lactinex- Tabletten wurden 100-fach erhdhte L. bulgaricus-
Keimzahlen in der jejunalen Fliissigkeit iiber 3 h bei 3/4 niichternen Probanden und fiir
bis zu 6 h bei 7/7 nicht geniichterten gesunden Probanden nachgewiesen (vgl. Clements
et al., 1983). Bianchi-Salvadori (1986) und Salvadori & Bianchi-Salvadori (1973)
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zeigten an 4 Erwachsenen die Uberlebensfihigkeit von Joghurtstartern in vivo; 10
Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen wiesen zu 30% S. thermophilus im
Stuhl auf (9x10%). Nach zwei Monaten der Aufnahme eines pharmazeutischen
Bakterienmixes VSL-3 (6 g/d, der auch S. thermophilus enthielt) wiesen 100% der
Probanden S. thermophilus in Keimzahlen >log 6 auf (Brigidi et al., 2003).

Die Uberlebensrate ist aber hochstwahrscheinlich stammspezifisch und abhiingig von
verschiedenen Variablen wie Keimdosis, Verweildauer im Magen sowie
Fiillungszustand des Magens, Art der aufgenommenen Nahrung, Verabreichungs-
medium etc. (Rasic & Kurmann, 1983; Berrada et al., 1991; Clark et al., 1993; Hoier,
1992; Conway et al., 1987). Joghurt (oder Magermilch, s. Conway et al., 1987) iibt
durch Anhebung des Magen-pHs eine gewisse Schutzwirkung aus (Kilara, 1982;
Conway et al.,, 1987; Martini et al., 1987). Widerspriichliche Ergebnisse zur
Uberlebensrate der Magenpassage in vivo bei geringen Probandenzahlen sind zum Teil
bedingt durch groBe individuelle Schwankungen der Magen-pH-Werte (Conway et al.,
1987). SchlieBlich ist eine ausreichende Uberlebensrate im zu verabreichenden Produkt
nicht immer gegeben und kann widerspriichliche Ergebnisse zweier Chargen eines
identischen Produktes erkldren (Clements et al., 1983).

L. bulgaricus und S. thermophilus iberstanden eine simulierte Magenverdauung iiber 3
h unbeschadet (Kilara, 1982). Intragastral war jedoch bei 2 Probanden die Keimzahl von
L. bulgaricus bei gleichzeitiger Gabe von 250 ml Magermilch nach spétestens 40 min
mit Erreichen von pH 2 von log >7 auf log <1 stark gesunken. S. thermophilus wurde
auf Grund inkonstanter und niedriger Uberlebensraten in vitro nicht in vivo getestet
(Conway et al., 1987).

Nach Gilliland (1991) ist keine der beiden Starterkulturen gallensdureresistent. Nach
Lin et al. (1989) ist L. bulgaricus empfindlich gegeniiber Gallensduren: bei Zugabe von
0,2% Ochsengalle sank die Keimzahl in vitro um etwa 2 Zehnerpotenzen. Bei pH<S5
wurde L. bulgaricus beschadigt, so dass ein Teil der metabolischen Aktivitdt verloren
ging (Lin et al., 1989). In vitro- Versuche ergaben jedoch keine Hinweise auf eine
Beschadigung von L. bulgaricus und S. thermophilus durch Kontakt mit menschlicher
Gallenfliissigkeit in physiologischen Konzentrationen iiber 3 h (Kilara, 1982).
Bianchi-Salvadori & Brughera (1978) wiesen zwar bei 6-9 Monate alten S&duglingen
lebende L. bulgaricus- und S. thermophilus-Keime im ersten Stuhl nach Aufnahme von
gewaschenen Zellsuspensionen der Joghurtstarter nach, in einer Studie von Pedrosa et
al. (1995) an 11 gesunden Probanden konnten jedoch nach Verabreichung von 480 g
Joghurt tiber 12 d weder L. bulgaricus noch S. thermophilus in Magen oder Diinndarm
lebend nachgewiesen werden. Andere Autoren berichten, dass lebende Joghurtstarter in
Stuhlproben Erwachsener nach Joghurtverzehr nicht immer nachzuweisen sind (Tomoda
et al., 1991; Maurer, 1929). Del Campo et al. (2005) fanden bei 96 gesunden
Erwachsenen, die tiber 2 Wochen 375 g unerhitzten Joghurt verzehrt hatten, keine
lebenden Joghurtstarter mit Hilfe klassischer Kulturmethoden, deren Empfindlichkeit
mit log 3 KBE/g angegeben wurde.

In zwei Versuchen an Miusen wurde die Uberlebensfihigkeit von L. bulgaricus (Pacini
et al., 1979; Bianchi-Salvadori & Brughera, 1978) und S. thermophilus (Bianchi-
Salvadori & Brughera, 1978) nachgewiesen; L. bulgaricus wurde jedoch nicht im
distalen Darm von Ferkeln und Ratten wiedergefunden (Ratcliffe et al., 1986; Garvie et
al., 1984 (U: Salminen et al., 1993).

Es gibt Hinweise darauf, dass die angewandten Nachweismethoden zu unempfindlich
sind (Pedrosa et al., 1995). Del Campo et al. (2005) fanden jedoch auch mittels direkter
DNA-Amplifikation keinen Hinweis auf Joghurtstarter im Stuhl von 96 Erwachsenen,
die tiber 14 d 375 g Joghurt verzehrt hatten. Mit Hilfe spezifischer DNA-Hybridisierung
lieBen sich nur bei knapp 11 bzw. 2% der Versuchsteilnehmer DNA-Reste der
Joghurtstarter nach Verzehr unerhitzten bzw. pasteurisierten Joghurts nachweisen.
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Nach Gilliland (1991) vermehren sich L. bulgaricus und S. thermophilus nicht im
menschlichen Darm, noch sind sie in der Lage, ihn zu kolonisieren.

L. bulgaricus zeigte eine gewisse, wahrscheinlich unspezifische, Adhdision an humane
Ileumzellen, die durch L. acidophilus weit iibertroffen wurde. S. thermophilus wies eine
auflerordentlich geringe Adhésionsfihigkeit auf (Conway et al., 1987). Nach Elo et al.
(1991) zeigte keiner der beiden Joghurtstarter die Fahigkeit, an menschliche Caco-2-
Zellinien, die Darmmukosazellen dhneln, zu binden. Nach Clements et al. (1983) ldsst
sich der Nachweis erhohter L. bulgaricus-Keimzahlen iiber mehrere h in Darmregionen
mit schneller Transitzeit des Chymus, unter Uberwindung der Darmperistaltik, der
Schwerkraft und der mukozilliaren Clearence nur durch eine gewisse Fahigkeit zur
Adhision an das Diinndarmepithel erkléren.

Selbst bei Uberleben der Magen-Darm-Passage wird stark bezweifelt, dass
Joghurtbakterien die Darmwand kolonisieren konnen, da selbst bei Verwendung
indigener Laktobazillen (L. acidophilus) keine permanente Besiedlung resultierte, so
dass zur Erzielung probiotischer Wirkungen eine kontinuierliche Dosierung erforderlich
war (Fuller, 1991). In Versuchen an Miusen wurde L. bulgaricus nur wihrend der 30-
tdgigen Dauer der intragastralen Verabreichung von Joghurt im Zikum nachgewiesen,
aber nicht mehr zwei Wochen nach Abschluss der Behandlung (Pacini et al., 1979).

Antibakterielle (antagonistische) Wirkung von Joghurtstartern/Joghurt

Konventioneller Joghurt {ibt in vitro eine antibakterielle Aktivitit aus, die
multifaktoriell realisiert wird. Der Hemmeffekt kann stark mit dem Wachstumsmedium
und dem Wettbewerb um Nihrstoffe variieren (Fang et al., 1996), so dass die
Aussagefihigkeit von in-vitro-Versuchen methodisch bedingt limitiert ist.

Nach in-vitro-Versuchen von Seneca et al. (1950) verfiigt Joghurt iiber bakterio-
statische und bakterizide Eigenschaften gegen die meisten pathogenen und viele nicht
pathogene Bakterien (u. a. gegen Streptococcus faecalis und E. coli), die nur zum Teil
der Milchsdure zugeschrieben werden konnen. Ratcliffe et al. (1986) bestitigten, dass
Joghurt iiber antikoliforme Aktivitit verfiigt, die teilweise durch seinen Milchséure-
gehalt oder seinen sauren pH bedingt ist. Kotz et al. (1990) zeigten, dass der
bakterizide Effekt nicht ausschlieflich dem sauren pH zuzuschreiben ist. In vitro-
Versuche mit 3 E. coli-Stammen bewiesen, dass eine bakterizide Wirkung von Joghurt
einen pH-Wert <5,5 und auch das Vorhandensein lebender Bakterien voraussetzt; mit
abgetoteten Joghurtstartern (hitzebehandeltem Joghurt), angesduerter Milch und dem
zellfreien Uberstand von Joghurt nach Zentrifugation wurde aber noch eine
bakteriostatische Wirkung erzielt.

Wasserstoffperoxid konnte als antibakterieller Faktor ausgeschlossen werden, da auch
mit Katalase behandelter Joghurt bakterizid wirkte. Auch Fang et al. (1996) bestitigen,
dass die antikoliforme Wirkung von L. bulgaricus 34104 gegeniiber Katalase-
produzierenden E. coli-Bakterien nicht herabgesetzt war. Ein Teil der antagonistischen
Wirkung von L. bulgaricus 34104 gegeniiber S. aureus basierte jedoch auf Wasserstoff-
peroxidbildung, da die Hemmwirkung auf mit Katalase versetzten Agarplatten
verringert war.

Shahani et al. (1976) und Reddy et al. (1983) wiesen die Produktion einer spezifischen
antibiotischen Substanz, eines Bakteriozins, durch L. bulgaricus nach. Die Fihigkeit,
,Bulgarican“ zu produzieren, ist jedoch stammspezifisch und war nur bei 1/3 getesteten
L. bulgaricus-Stimmen nachzuweisen (Reddy et al., 1983). Bulgarican wirkte
antibakteriell gegeniiber verschiedenen Gram-positiven und -negativen Mikro-
organismen (z.B. C. perfringens, E. coli, S. faecalis, S. lactis, B. subtilis ...), auch
gegeniiber Pathogenen, wirkt aber nicht fungizid. Die Substanz ist hitzestabil und
sdurefest insbesondere im pH-Bereich 4,5-2,2. Ein im zellfreien Filtrat von L.
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bulgaricus RS902 enthaltenes Bakteriozin zeigte nach Untersuchungen von Sinha
(1991) ein breites inhibitorisches Wirkungsspektrum gegen Gram-positive und -
negative Bakterien, darunter auch gegen E. coli. Auch Amin et al. (1991) wiesen eine
antibakterielle Substanz in zellfreien Filtraten von L. bulgaricus nach; sie wurde durch
proteolytische Aktivitit nicht zerstort.

S. thermophilus produziert ebenfalls verschiedene, chemisch unterschiedlich be-
schaffene Bakteriozine mit unterschiedlichen Wirkungsspektren (U: Villani et al.,
1995). Die antagonistische Wirkung gegeniiber E. coli scheint auch bei S. thermophilus
stammspezifisch zu sein. Stamm 347 zeigte keine E. coli-Hemmwirkung (Villani et al.,
1995). Auch Sinha (1991) fand bei keinem von 11, aus Joghurt isolierten S.
thermophilus-Stammen, eine antagonistische Wirksamkeit gegen verschiedene Indika-
torstimme, darunter E. coli. Der von Fang et al. (1996) verwendete S. thermophilus-
Stamm konnte jedoch pathogene E. coli-Bakterien auf Agarplatten, in Milch und in
Mastitis-infizierter Milch signifikant vermindern. Nach Untersuchungen von Ward &
Somkuti (1995) zeigten 13/41 S. thermophilus-Stimmen antibakterielle Aktivitdt durch
Thermophilin A, eine glykosilierte, bakteriozindhnliche Substanz, die im Kultur-
iberstand isoliert werden konnte.

Bei Kaninchen wurde unter einer Kost mit 40% Joghurt + 10% lyophilisierten L.
bulgaricus- und S. thermophilus-Zellen keinerlei sporenbildende Anaerobier gefunden.
Die Autoren deuten diesen Befund als Hinweis auf eine mogliche antagonistische
Wirkung gegen potentielle pathogene Keime in vivo (Camaschella et al., 1990). Nach
Untersuchungen von Clements et al. (1983) zeigten aber lebende L. bulgaricus-Keime
bei Erwachsenen, zugefiihrt in Form von Lactinex-Tabletten, keine pridventive oder
therapeutische Wirkung hinsichtlich enterotoxischen E. coli-Infektionen (Reisediarrho).
Joghurt iibte auch keine direkte antibiotische Wirkung gegeniiber Salmonella
thyphimurium aus (de Simone et al., 1988).

Zusammengefasst kann sich die antibakterielle Wirkung von Joghurt u/o seinen
Joghurtstartern aus folgenden Faktoren zusammensetzen: Ansduerung durch
Fermentation (niedriger pH u/o Milchsdure), Bakteriozin- und Wasserstoffperoxid-
bildung, Standort- und Wachstumsvorteile.

Antimutagene/antikarzinogene Eigenschaften von Joghurtstartern/Joghurt

Eine Antitumorwirkung von Joghurt und klassischen Joghurtstartern wurde in
tierexperimentellen Studien gegeniiber transplantierten (Tsuru et al.,, 1988; s.u.),
spontanen (Bogdanov et al., 1978) und chemisch induzierten Tumoren (Donchev &
Enikova, 1992; Shackelford et al., 1983; Morishita & Shiromizu, 1990) nachgewiesen
(weitere vgl. U: Schaafsma, 1991).

Reddy et al. (1983) lokalisierten einen Anfitumorfaktor im Joghurtsediment nach
Zentrifugation. Die Aufnahme von Joghurt, seinen festen Bestandteilen, mit
Joghurtstartern fermentiertem Kolostrum und fermentierter Bulgaricusmilch iiber 7
Tage nach Implantation von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen hemmte das initiale
Tumorwachstum bei Méusen bis zu etwa einem Drittel (Reddy et al., 1983; Friend et al.,
1982; Shahani et al., 1983; Takano et al., 1985). Milch und Milchsidure waren
unwirksam (Reddy et al., 1983; Takano et al., 1985). Der Antitumorfaktor war hitze-
labil, nicht extrazellulir, nicht an die Stoffwechselaktivitit der Joghurtstarter gebunden
und wurde im Joghurtmedium stabilisiert, so dass er vor Zerstérung durch Verdauungs-
tatigkeit geschiitzt war. S. thermophilus zeigte im Vergleich zu L. bulgaricus eine
vergleichbare, leicht geringere Antitumorwirkung (Friend et al., 1982).

Die Ergebnisse stimmen iiberein mit denen der Arbeitsgruppe um Bogdanov in
Russland, die bereits 1959 erstmalig eine in Bakterienlysaten von L. bulgaricus
enthaltene Antitumorwirkung entdeckte. Der Effekt ging auf die Substanz ,,Blastolysin®
zuriick, die hauptsichlich aus Glykopeptidfragmenten der Zellwinde besteht. Analoge
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Zellwandfragmente anderer Laktobazillen zeigten eine d@hnliche Wirkung (Bogdanov et
al., 1978).

Nach Untersuchungen von Hosoda et al. (1992) ist eine antimutagene Wirkung unter
den Milchsdurebakterien aus Milchprodukten weit verbreitet und stammspezifisch
unterschiedlich ausgeprigt. Die Hemmwirkung gegen die Mutagenitit von MNNG
betrug bei mit 10 verschiedenen Stdmmen L. bulgaricus fermentierten Milchen 15-58%
und bei mit 22 verschiedenen Stammen mit S. thermophilus fermentierten Milchen 25-
45%. Fermentierte Bulgaricusmilch und fermentierte Thermophilusmilch verfiigen tiber
extrazellulire, hitzelabile antimutagene Faktoren gegen chemische und fikale Mutagene
(Hosono et al., 1986a). Fermentierte Bulgaricusmilch wirkt auch desmutagen, d.h. ist in
der Lage, Mutagene direkt oder indirekt durch Inaktivierung auBerhalb der Zellen zu
zerstoren. Milchsdure selbst wirkte nicht desmutagen (Hosono et al., 1986a). Bei
kombinierter Fermentation (L. bulgaricus, S. thermophilus) wurde sogar eine synergis-
tische antimutagene Aktivitdt beobachtet (Bodana & Rao, 1990). Nadathur et al. (1995)
bestitigten eine 2,5-fach erhohte antimutagene Wirkung fiir Azetonextrakte von Joghurt
gegeniiber verschiedenen direkt und indirekt wirkenden Mutagenen im Vergleich zu
Milch und mit Milchsidure gesduerter Milch. Die antimutagene Aktivitit war
dosisabhiingig, an bakterielles Wachstum gebunden und wurde wahrscheinlich durch
verschiedene antimutagene Verbindungen vermittelt.

Cole & Fuller (1987) untersuchten die Moglichkeit, dass sich Joghurt auf die Aktivitit
der B-Glukuronidase auswirken konnte. Eine fettreiche Kost, die ein erhohtes Risiko fiir
die Entstehung von Kolontumoren darstellt, geht mit erhohten B-Glukuronidase-
aktivititen der Darmflora einher. Dieses Enzym dekonjugiert Toxinkomplexe und
Karzinogene aus der Leber, die via Galle in das Darmlumen sezerniert werden und
wandelt Prokarzinogene in Karzinogene um. Eine Zumischung von 40% Joghurt zum
Trinkwasser (ad lib.) gnotobiontischer Ratten mit humaner Darmflora war jedoch nicht
in der Lage, die durch fettreiche Kost (Rinderfett oder Butter) erhohte $-Glukuronidase-
aktivitédt zu senken.

Die Antitumorwirkung wird zum Teil auch iiber die Aktivierung immunologischer
Mechanismen vermittelt (Kap. 1.2.4.3.6).

Bei Ratten mit DMH-induzierten Kolontumoren war die Uberlebensrate unter Gabe von
fermentierter Bulgaricusmilch und von fermentierter Thermophilusmilch (etwa 90%)
hoher als im Vergleich zur Milchgruppe (73%). Mit fermentierten Milchen wurde eine
tendenzielle Verschiebung zu hoheren Zahlen gutartiger und niedrigeren Zahlen
bosartiger Kolontumore beobachtet (Shackelford et al., 1983).

Transformation von Gallensiduren und Cholesterin durch Joghurtstarter

Nach in-vitro-Studien von Dilmi-Bouras (2006) wurde in Anwesenheit je zweier
Stamme S. thermophilus und L.bulgaricus keine Verdnderung der Gallensalze im
Inkubationsmedium festgestellt.

S. thermophilus zeigte keine 70-Dehydroxylaseaktivitit und konnte also keine DCA
oder 7-KDCA aus CA bilden (Takahashi& Morotomi, 1994).

In Versuchen von Pacini et al (1979) fiihrte die intragastrale Verabreichung von 2x1 ml
Joghurt pro Tag iiber 30 Tage bei Miusen zu zikalen L. bulgaricus-Zahlen von 10%g
Trockenmasse. Eine Verdnderung der Anaerobenflora oder des hauptsichlich durch die
Anaerobenflora bedingten mikrobiellen Gallensdurestoffwechsels (Dekonjugation von
Taurocholsédure, 7o-Dehydroxylaseaktivitéit) war jedoch nicht festzustellen.
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Hypocholesteroldmische Wirkung von Joghurtstartern/Joghurt

S. thermophilus bzw. L. bulgaricus zeigen in vitro pH-unabhingig (Rasic et al., 1992)
und stammspezifisch das Vermogen zur Cholesterinassimilation (Dilmi-Bouras, 2006;
Rasic et al., 1992). Welche der beiden Joghurtstarter-Kulturen iiber das groflere
Assimilationsvermogen verfiigt, kann aufgrund der groBen stammspezifischen
Unterschiede innerhalb der Bakterienarten nicht eindeutig festgelegt werden (Dilmi-
Bouras, 2006, Rasic et al., 1992).

Auch Untersuchungen von Lin et al. (1989) bestitigten, dass L. bulgaricus (ATCC
33409) in vitro in der Lage ist, Cholesterin aus einem Medium zu entfernen. Das
Cholesterinassimilationsvermdgen war an eine Mindestanzahl lebender Zellen gebunden
(>log 8 KBE/ml), wurde aber, ebenso wie das Wachstum, durch Ochsengalle in
physiologischen Konzentrationen empfindlich gechemmt. In phosphatgepufferten Medien
zeigte sich bei 0,1% Ochsengallezusatz eine deutliche Abnahme der Assimilations-
fahigkeit in der Groflenordnung um 30-50%; bei 0,2% Ochsengallezusatz war keine
Assimilation von Cholesterin mehr messbar.

Die gemeinsame Inkubation eines S. thermophilus- und eines L. bulgaricus-Stammes
fiihrte in 3 in-vitro-Ansidtzen jedoch in Anwesenheit von 0,3% Gallensalzen zur
Assimilation von 21% Gesamtcholesterin bzw. 17,2% HDL-Cholesterin bzw. 29,7%
LDL-Cholesterin und zu normalen Proliferationsraten und zeigte durch den
symbiotischen Effekt beider Stimme insgesamt deutlich bessere Resultate als bei
getrennter Inkubation (Dilmi-Bouras, 2006).

Die Einnahme einer Lactinex®-Tablette viermal tiglich iiber sechs Wochen (=8x10°
lebende L. acidophilus und L. bulgaricus, 1:1, pro Tag) fithrte im Rahmen einer
groBangelegten Doppelblind-Crossover-Studie mit 3-wochiger Auswaschphase bei 354
gesunden Versuchspersonen aber nicht zu einer Veridnderung der Gesamtcholesterin-,
LDL- und HDL-Spiegel. Selbst bei einem Teil des Probandenkollektivs (n=59) mit
individuellen Ausgangscholesterinspiegeln von 2240 mg%, die im Gruppenmittel um
2260 mg% lagen, wurden keine bedeutenden Auswirkungen gemessen (Lin et al., 1989).
Die Aussagefihigkeit mufl jedoch als begrenzt betrachtet werden, da die
Nahrungsaufnahme nicht kontrolliert wurde. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die
Uberlebensfihigkeit der Milchsiurebakterien durch die Anweisung, die Tabletten vor
den Mahlzeiten einzunehmen, vermindert wurde.

Bei cholesterinreich gefiitterten Ratten bewirkte dagegen die Verabreichung mehrerer
monobakteriell fermentierter Milchen im Vergleich zu Magermilch eine hauptsichlich
stamm- und nicht speziesspezifische Hemmung des Cholesterinanstiegs im Serum. Die
Hemmwirkung betrug unter fermentierter Thermophilusmilch 0-13% und unter
fermentierter Bulgaricusmilch 2-37% (Suzuki et al., 1991).

Auch bei Zugabe von L. bulgaricus und S. thermophilus zu bilanziertem
Kaninchenfutter mit identischer Proteinquelle stellten Camaschella et al. (1990) eine
Tendenz zur Abnahme des Gesamtcholesteringehaltes der Tiere fest. Diese war
statistisch signifikant zwischen Kaseinkontroll- und Kaseintestgruppe mit Zugabe von
11% lyophilisierten Bakterienzellen in Tablettenform. Da die HDL-Konzentrationen
unveridndert blieben, wurde vermutet, dass L. bulgaricus und S. thermophilus am LDL-
Metabolismus wirkten. Da bei Zugabe von 40% Joghurt + 10% L. bulgaricus- und S.
thermophilus-Zellen der Cholesterinspiegel statistisch nicht signifikant verschieden von
der Kontrollgruppe mit pflanzlichem Protein war, wurde postuliert, dass eine Kost mit
fermentierter Milch den Cholesterinspiegel innerhalb der Grenzen einer pflanzlichen
Kost halten wiirde. Es wurde nicht untersucht, ob auch ein statistischer Unterschied zur
Kaseinkontrollgruppe bestand.

Insgesamt betrachtet ist fraglich, ob eine Senkung der Serumlipidspiegel des Menschen
durch die klassischen Joghurtstarter herbeigefiihrt werden kann.
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Immunmodulatorische Wirkung von Joghurtstartern/Joghurt

Bei Aufnahme von 200 g Joghurt tiglich iiber ein Jahr wurde bei gesunden Erwachsenen
und Senioren in einer Doppelblindstudie eine signifikante Abnahme allergischer
Symptome verzeichnet (Fragebogenmethode), wenn Joghurt mit lebenden Kulturen
verzehrt wurde, nicht aber bei Verzehr von erhitztem Joghurt und in den
Kontrollgruppen beider Altersgruppen ohne Joghurt. Senioren, die zu beiden
Joghurtgruppen gehorten, wiesen zu allen MeBzeitpunkten signifikant geringere IgE-
Serumwerte auf (Trapp et al., 1993).

Nicht nur die lebenden Starterkulturen selbst, sondern auch andere Joghurt-
komponenten, wie Zellwand- und Zytoplasmabestandteile abgettteter Zellen sowie
fermentativ veridnderte Milchkomponenten sind potentiell immunstimulierend (Meydani
& Ha, 2000), z.B. wirkt Blastolysin aus L. bulgaricus iiber die Aktivierung
immunologischer Mechanismen (Bogdanov et al., 1978). So konnte erklédrbar sein, dass
gelegentlich immunstimulierende Wirkungen festgestellt wurden, unabhingig vom
lebenden Zustand der eingesetzten Starterkulturen (Vesely et al., 1985). Im Unterschied
zu den sehr ausgepridgten Unterschieden stammspezifischer immunmodulatorischer
Wirkungen gelten Matrixeffekte als vernachldssigbar wenn es sich um ,dhnliche*
Lebensmittel handelt und nach aktuellem Wissensstand keine solche Auswirkungen zu
erwarten sind (de Vrese & Schrezenmeir, 2001).

Tsuru et al. (1988) fithren den Tumorriickgang bei Miusen durch Joghurtaufnahme auf
die Aktivierung der peripheren Lymphknoten zuriick.

Tab. 15 zeigt eine Ubersicht iiber gesicherte und potentielle immunmodulatorische
Wirkungen von Joghurt und Joghurtstartern.
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Tab. 15: Joghurt und Joghurtstarter - gesicherte und potentielle immunmodulatorische
Wirkungen (erweitert nach de Vrese & Schrezenmeir, 2001)

Beeinflussung von Parametern der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr:

> Anregung der Zellteilung in Organen des Lymphsystems (Milz'*'?, Thymus®, Peyer’sche
Plaques'>'?)
Steigerung (der Aktivitit) von Phagozyten''/Makrophagen"'’, Lymphozyten™*'*!,
natiirlichen Killerzellen’

9
- Anregung der Produktion unspezifischer™**%!'"!3
9

und spezifischer Antikorper®

Freisetzung von nicht pro-inflammatorischen Zytokinen7, Interleukinen’, Interferonen4'7‘9,
TNFao/

Beeinflussung von Immunantworten auf verschiedene Antigene:

- Anregung der Produktion spezifischer Antikorper (IgA, IgG) gegen mitverabreichte Viren,

Bakterien und Bakterientoxine (Klebsiella pneumonalis, Salmonella''  typhimurium"®,
Shigella, Vibrio cholerae, E. colig)

->  Erhohte Widerstandskraft und - im Tierversuch - lingeres Uberleben bei viralen und
bakteriellen Infektionen (Rotaviren, Klebsiella pneumonalis Salmonella typhimurium’,
Shigella, Choleratoxin)

> Moglicher Einsatz als Adjuvans™'?

- Forderung der Entwicklung oraler Toleranz: Abschwichung allergischer Reaktionen’

Beeinflussung der intestinalen Barrierefunktionen, Schutz vor Invasion und bakterieller
Translokation durch Pathogene:

- Modulation der (para)zelluliren Mukosapermeabilitit direkt oder durch Sekretion 18slicher
Faktoren

> Adhision und kompetitive Hemmung an epithelialen Rezeptoren
- Freisetzung oberflichenaktiver Adhésionshemmstoffe fiir Pathogene
- Verhinderung bakterieller Translokation mittels ,,ecoimmunonutrition*
o Bereitstellung von Membranschutzfaktoren (mehrfach ungesittigte Fettsduren)
¢ Eliminierung von Membranschadstoffen (Nitrat)
' de Simone et al., 1988b E Perdigon et al., 1995 1 Perdigon et al., 1991a
2 Morissette et al., 1991 7 Solis-Pereyra et al., 1997 12 de Simone et al., 1988 (0)
3 Conge et al., 1980 8 Link-Amster et al., 1989 13 Vesely et al., 1985
4 Halpern et al., 1991 % de Simone et al., 1989¢ 14 de Simone et al., 1987
> Trapp et al., 1993 ' Perdigon et al., 1987
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1.2.5

1.2.5.1

Laktulose
Struktur von Laktulose, Eigenschaften, Vorkommen und Gesetzgebung

Struktur und Eigenschaften. Laktulose (4-o0--D-Galaktopyranosyl-D-fruktose, Abb. 6)
ist ein synthetisches Disaccharid aus Galaktose und Fruktose, das durch alkalische
Isomerisierung von Laktose gewonnen wird (Vetter, 1988; Mizota, 1987; Belitz et al.,
2001; Prat & Lambert, 1990; Dahlqvist & Gryboski, 1965; Clawin-Ridecker et al.,
1992).

Laktulose ist strukturell verwandt mit anderen natiirlichen oder synthetischen, unverdau-
lichen, meist komplexeren wasserloslichen Kohlenhydraten mit préabiotischer Wirkung,
wie den [ (2->1)-D-Fruktanen Inulin, Fruktooligosacchariden (Abb. 6) und Neosugar
sowie den Galaktooligosacchariden (o-D-Glucosyl-(1->4)-3-Galaktose (1->4 oder 6) n)
und den Sojaoligosacchariden, einem Gemisch aus Raffinose (Fruktose-Galaktose-
Glukose) und Stachyose (Fruktose-Galaktose-Galaktose-Glukose) (Wisker, 2002).

Laktulose Inulin Fruktooligosaccharide
(n=10-20 (2-65)) (n=3-10, D 4)

Abb. 6: Strukturformeln von Laktulose, Inulin und Fruktooligosacchariden
(Bezkorovainy, 2001; Wisker, 2002)

Die SiiBkraft der lipophoben, hygroskopischen und deshalb als Sirup erhiltlichen
Substanz (Oosten, 1967; Prat & Lambert, 1990) ist etwa halb so stark (48-62%) wie die
der Saccharose und anderthalb mal so stark (150%) wie die SiiBkraft von Laktose
(Parrish et al., 1979; Mizota, 1987). Laktulose besitzt einen niedrigen osmotischen
Druck. Rund 10 g binden 100 ml Wasser (Mayerhofer & Petuely, 1959). Die Viskositit
in wissriger Losung ist konzentrationsabhidngig (Kozempel, 1996). Thre Toxizitdt ist
sehr gering und vergleichbar mit der der Saccharose (Tomita, 1988; Prat & Lambert,
1990). Laktulose ist nicht teratogen (Prat & Lambert, 1990).

Vorkommen. Laktulose kommt nicht natiirlicherweise in Lebensmitteln vor (Dahlqvist
& Gryboski, 1965), wird aber in iiber 100° C erhitzter Milch in Abhéngigkeit vom
Wirmeeintrag in der Grofenordnung um 10 mg - 1,6 g/l gebildet und stellt einen
sensiblen Indikator fiir die Kontrolle der thermischen Belastung dar (Clawin-Riddecker
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1.2.5.2.1

1.252.2

1.25.2.3

et al., 1992; Nangpal & Reuter, 1990; Vetter, 1988). Technologisch bedingt ist
Laktulose in Sauglingsfertignahrungen in Mengen von max. 40 mg/100 ml verzehrs-
fertige Nahrung in Instantprodukten bzw. max. 300 mg/100 ml in Fliissignahrungen
enthalten (Vetter, 1988).

Gesetzgebung. Laktulose ist im deutschen Lebensmittelrecht (LMR, 2005) kein
Zusatzstoff im Sinne der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung (ZZulV, §§ 4-6 Anl. 2-6)
oder der Didt-Verordnung (DidtV, §§ 5 und 7, Anl. 2). Daher ist das Inverkehrbringen
mit Laktulose vermischter Lebensmittel verboten (LFGB, §6, Abs. 1) (LMR, 2005) und
der Zusatz zu Lebensmitteln bedarf einer behordlich erteilten Ausnahmegenehmigung.
In Japan ist Laktulose als funktionelle Lebensmittelzutat (FOSHU = Foods for specified
Health Use) zugelassen (Meyer, 1999).

Verhalten von Laktulose im Gastrointestinaltrakt
Oberer Gastrointestinaltrakt bis einschlielich Magen

Laktulose verursacht keine Zahnkaries (Tomita, 1988). Abgesehen vom siilen
Geschmack sind im oberen Darmtrakt bis einschlieBlich des Magens keinerlei
Wirkungen festzustellen (Prat & Lambert, 1990). Auch die Magenentleerung des
Menschen wird durch Laktulose nicht beeinflusst (Read et al., 1982; Holgate & Read,
1983).

Diinndarm

Das Disaccharid wird im Diinndarm nicht bzw. in zu vernachlidssigendem Male
resorbiert (Hoffmann et al., 1964). Wiederfindungsraten in Ileostomie-Effluenten
betrugen 100% (Saunders & Wiggins, 1981) und im Urin Gesunder 0,1-1,8% (Gardner
et al., 1991; Elia et al., 1987; Ruttloff et al., 1967a). Laktulose gelangt bei Ratten
(Andrieux et al., 1989; Ruttloff et al., 1967a) und Menschen (Hoffmann et al., 1964;
Saunders & Wiggins, 1981; Vince et al., 1990; Ruttloff et al., 1967a) ungespalten in die
unteren Darmabschnitte, da die 3-Galaktosidase der Diinndarmmukosa Laktulose nicht
hydrolysieren kann und auch keine mukosaeigene Laktulase (Iso-B-Galaktosidase)
vorhanden ist (Harju, 1986a u. b; Ruttloff et al., 1967a; Knoke & Bernhardt, 1986, S.55;
Dahlqvist & Gryboski, 1965). Laktulose ist deshalb auch als ,,fliissiger Ballaststoff*
bezeichnet worden (Prat & Lambert, 1990). Im Gegensatz zur Verabreichung 16slicher,
gelbildender Ballaststoffe (Jenkins et al., 1978) kommt es unter Laktulosegaben nicht zu
viskositdtsbedingter Einschrinkung der Nahrstoffresorptionsrate im Diinndarm (Jenkins
et al., 1991). Die osmotische Wirkung im Diinndarm ist bei miBigen Dosierungen
schwach (Prat & Lambert, 1990). In Anwesenheit groerer Laktulosemengen, etwa ab
30 g (Ewe et al., 1995) wird jedoch die Diinndarmpassage dosisabhingig beschleunigt,
da die osmotisch bedingte Zunahme von Feuchtgewicht und Volumen des Darminhaltes
(Agostini et al., 1972) anregend auf die Peristaltik wirkt (Read et al., 1982; Holgate &
Read, 1983; Mayerhofer & Petuely, 1959). Bei groBeren Laktulosemengen (z.B. 40 g)
kommt es so auch zur Malabsorption bzw. verschlechterten scheinbaren Verdaulichkeit
von Hauptnihrstoffen und Elektrolyten (Holgate & Read, 1983).

In tierexperimentellen Studien an Sédugetieren zeigte Laktulose weder eine Wirkung auf
die Motorik des Dick- und Diinndarms in vitro und in situ, noch auf verschiedene glatte
Muskulatur (Mayerhofer & Petuely, 1959).

Kolon

Abb. 7 zeigt das Kolon als Hauptort der Laktulosewirkung und Ursprungsort der
systemischen Erscheinungen. Die Hauptmodifikationen der Mikrodkologie des Darmes
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sind ein Resultat des Zusammenwirkens von bakteriellen Laktuloseabbauprodukten,
ihrer Resorption, Exkretion oder Utilisation, des (selektiven) bakteriellen Wachstums
u/o veranderter bakterieller Enzymaktivititen, der luminalen pH-Absenkung sowie
verdnderter Transitzeiten, Wasser- und Elektrolytresorption (Brighenti & Jenkins,
1990).

Bei méBiger und mittlerer Dosierung, im Humanversuch z.B. unter 15 g (Petuely, 1959)
oder auch bis mindestens 25 g (Saunders & Wiggins, 1981) wird Laktulose in
dichtbesiedelten Darmabschnitten schnell und vollstindig (Saunders & Wiggins, 1981;
Florent et al., 1985; Andrieux et al., 1989) bakteriell verstoffwechselt (Vince et al.,
1978, 1990; Hoffmann et al., 1964; Mortensen et al., 1988a u. b, 1990; Rasmussen et al.,
1987; Sahota et al., 1982).

Fermentationsprodukte von Laktulose

Grundsitzlich sind die Produkte der Fermentation im Kolon qualitativ (Mortensen et al.,
1988a u. b, 1990; Andrieux et al., 1989) und quantitativ substratabhingig (Kontula et
al., 1999; Wang & Gibson, 1993; Mortensen et al., 1988a u. b, 1990; Rasmussen et al.,
1987; Vince et al., 1990; Holtug et al., 1992; Andrieux et al., 1989). Sie konnen
auflerdem qualitativ u./o. quantitativ je nach wirtsspezifischen Fermentations-
bedingungen, z.B. Darmaktivitit, Erndhrungsgewohnheiten, Transitzeit, pH-Wert, nach
der Zusammensetzung des Bakterienspektrums im Darm (Kontula et al., 1999; Sahota et
al., 1982; Brighenti & Jenkins, 1992) u/o Dauer der Substratverabreichung (Hoffmann et
al., 1964; Vince et al., 1990) variieren. Es entstehen kurzkettige Fettsduren (Fadden et
al., 1987), nach Laktulosegaben hauptsédchlich Azetat (Sanz et al., 2005; Florent et al.,
1985), weiterhin Propionat und Butyrat (Sanz et al., 2005) sowie molekularer
Wasserstoff, Kohlendioxid, Wasser (Sahota et al., 1982) und bei einigen Individuen
auch Methan (Miller & Wolin, 1979); je nach pH-Bedingungen entsteht auch Laktat
(Sahota et al., 1982; Andrieux et al., 1989; Mortensen et al., 1988a u. b, 1990; Saunders
& Wiggins, 1981; Vince et al., 1990; Fadden et al., 1987; Sanz et al., 2005), das weiter
zu kurzkettigen Fettsduren abgebaut werden kann (Knoke & Bernhardt, 1986, S. 56;
Uribe et al., 1990; Gottschalk, 1986). In geringen Mengen werden auch andere
Kohlenstoffverbindungen gebildet (Sahota et al., 1982; Vince et al., 1990).

Die in-vitro-Fermentation von Laktulose mit menschlichen Fikalkeimen ergab ein
relatives molares Verhiltnis von Azetat: Propionat: Butyrat von 81:12:7 (Wang &
Gibson, 1993).

Im Vergleich zu anderen Kohlenhydraten, 16slichen Ballaststoffen und Zuckeralkoholen
war die in-vitro-Verstoffwechselung von Laktulose gekennzeichnet durch geringe bis
mittlere H,- und hochste Produktionsraten an KKFS (Wang & Gibson, 1993; Rycroft et
al., 2001; Sanz et al., 2005), fiihrte aber ebenso wie bei sechs weiteren Pribiotika nicht
zu signifikanten Zunahmen der Butyratkonzentration in vitro (Rycroft et al., 2001).

Anderung des pH-Wertes durch die Fermentation von Laktulose

Die mit der Lakulosefermentation verbundene pH-Absenkung des Milieus (Mortensen et
al., 1990; Hennigan et al., 1995; Prat & Lambert, 1990; Andrieux et al., 1989; Lebek &
Luginbiihl, 1988; Sahota et al., 1982; Agostini et al., 1972; Holtug et al., 1992; Vince et
al., 1990, 1978; Kiyosawa et al., 1986; Hoffmann & Bircher, 1969; Fadden et al., 1987)
ist dosisabhédngig (Holtug et al., 1992), findet im proximalen Kolon bzw. Zaekum statt
(Patil et al., 1985; Florent et al., 1985; Bown et al., 1974) und ist geeignet, das
Wachstum azidophiler/-toleranter Bakterien, v.a. von Gram-positiven Stdbchen
(Hoffmann & Bircher, 1969) und Enterokokken zu férdern (Hoffmann et al., 1964;
Kiyosawa et al., 1986) sowie gleichzeitig azidophobe und Gram-negative Féaulniskeime
zu hemmen (Ruttloff et al., 1967 b; Bullen & Tearle, 1976; Hoffmann & Bircher, 1969).
Andere Autoren konnten letztere Beobachtungen nicht bestitigen (Vince et al., 1978,
1990; Yazawa et al., 1984).
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Einfluss von Laktulose auf die Bildung weiterer risikomodulatorischer bakterieller
Metabolite

In Anwesenheit anderer, proteinhaltiger Substrate wird Laktulose bevorzugt
verstoffwechselt, so dass eine ,Entgiftung* des Fettsdureprofils resultiert: die
Produktion zerebraltoxischer Fettsduren (C,-Cg) geht zuriick zugunsten der Azefat-
produktion (Mortensen et al., 1988a u. b).

Unter Laktuloseeinfluss sinken die Ammoniakbildung in vitro (Vince et al., 1978; 1990;
Lebek & Luginbiihl, 1988) und die Ammoniakausscheidung in vivo bei gesunden
Probanden (Tomoda et al., 1991; Agostini et al., 1972), u.a. durch pH-bedingte
Folgeerscheinungen, z.B. Reduktion der Desaminierung N-haltiger Verbindungen, und
zugunsten eines vermehrten Einbaus in Bakterienprotein (Vince et al., 1978, 1990).
Unter Laktulose sinken die fikalen Konzentrationen von Fdulnisprodukten wie Indol,
Skatol und Phenolen sowie die fikalen Enzymaktivititen der B-Glukuronidase,
Nitroreduktase und Azoreduktase (Terada et al., 1992).

Mit steigenden Laktulosedosen wird die bakterielle Transformation von Gallensduren
in vitro und in vivo bei Ratten zunehmend unterbunden (Andrieux et al., 1989), so dass
das Verhiltnis von primdren zu sekundédren Gallensduren ansteigt (Hennigan et al.,
1995). Van Berge Henegouwen et al. (1987) stellten nach Gabe von 60 g Laktulose/d
iiber 12 Wochen bei 8 Patientinnen mit adenomatdsen Polypen eine prozentuale
Zunahme der Gehalte primirer Gallensduren (CA, CDCA) und eine prozentuale
Abnahme der sekundiren Gallensiure DCA in der Gallenfliissigkeit fest. Die
Kolonresorption von DCA war zwar statistisch nicht signifikant verdndert, die
prozentuale Verdnderung korrelierte jedoch sehr gut mit der prozentualen Verdnderung
des DCA-Pools, der signifikant vermindert war. Gleichartige Verdnderungen von
Gallensdurefraktionen bei @hnlicher Laktulosedosierung (60 bzw. 39 g/d) iiber 6
Wochen bei 10 iibergewichtigen Frauen mit chloesteriniibersittigter Gallenfliissigkeit
stellten auch Thornton & Heaton (1981) fest. Auch nach Ergebnissen von Nagengast et
al. (1988) bewirkte Laktulose in Dosen von 24-48 g/ d iiber 12 Wochen in der
Gallenfliissikeit gesunder Probanden einen DCA-Abfall und einen CDCA-Anstieg bei
unveridnderter CA-Konzentration. Im Stuhl nahmen Konzentration und Exkretion der
sekunddren Gallensduren (iLCA, iDCA, DCA) ab, wihrend die primédren
Gallensédurefraktionen (CA, CDCA) von 5 auf 20% zunahmen.

Die Hemmung der mikrobiellen Coprostanolbildung aus Cholesterin wird generell in
vitro in Anwesenheit fermentierbarer Kohlenhydrate beobachtet, auch bei Galaktose und
Fruktose, aus denen sich Laktulose zusammensetzt (Subbiah et al, 1974).

Bei Ratten, die mit Karzinogenen vorbehandelt waren, bewirkte die Verabreichung von
Laktulose eine signifikante Reduktion der Kryptzellproliferation im Kolon und eine
Abnahme aberranter Kolonkrypten (Hennigan et al., 1995; Challa et al., 1997).
Bovee-Oudenhoven et al. (2003) stellten dagegen bei Ratten, die mit Laktulose oder
FOS gefiittert worden waren, im Gegensatz zur Verabreichung von Zellulose,
Weizenkleie und resistenter Stirke, eine stark erhohte Zytotoxizitit des Fikalwassers
und eine erhohte Muzinexkretion fest.

Laxierende Wirkung von Laktulose

Nach ,,mittleren* bis ,,groBeren” Laktulosedosen, die beim Menschen individuell eine
groBe Schwankungsbreite aufweisen konnen (z.B. ab 15-25 g (Terada et al., 1992), ab
25 g, ab 60 g (Saunders & Wiggins, 1981), ab 20-40 g (Prat & Lambert, 1990), >60 g
(Thornton & Heaton, 1981) kann es zu einer laxierenden Spdtwirkung kommen, die als
,Girungsdurchfall bezeichnet wurde (Ruttloff et al., 1967b). In dlteren Studien wurde
postuliert, dass diese Wirkung fermentativ durch grofle Milchsduremengen (Hoffmann et
al., 1964) u/o hohe Konzentrationen kurzkettiger Fettsduren verursacht wiirde (Saunders
& Wiggins, 1981; Sahota et al., 1982; Cummings et al., 1987; Ruppin et al., 1980).
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Andere Interpretationsansitze gehen davon aus, dass es sich um eine Uberforderung der
fermentativen und absorptiven Kapazititen bei verkiirzter Transitzeit im Kolon handelt,
also um eine osmotisch durch unabgebautes Disaccharid u/o seine konstituierenden
Monosaccharide Galaktose und Fruktose verursachte Diarrho (Holtug et al., 1992; Prat
& Lambert, 1990; Saunders & Wiggins, 1981; Clausen et al., 1991a). Bislang noch
ungeklirt ist jedoch das parallele Auftreten von Diarrhden nach Laktulosegaben, ohne
dass ein vorangehendes Auftreten von Kohlenhydraten im Stuhl nachzuweisen war
(Holtug et al., 1992).

Bei geringeren Laktulosegaben beruht die abfithrende Wirkung auf einer Verbesserung
der Stuhlkonsistenz durch die mikrobielle Verstoffwechselung, wobei Stuhlvolumen und
-feuchtmasse erhoht werden (Thornton & Heaton, 1981; Agostini et al., 1972; Holtug et
al., 1992; Prat & Lambert, 1990). Bircher (1972) gibt an, dass bei einem angenommenen
Normalvolumen des Kolons von 200-600 ml 20 g Laktulose innerhalb von 2-3 h das
Kolonvolumen erheblich um etwa 600 ml vergrofert. Aus nicht bekannten Griinden
existiert eine Dosis-Wirkungs-Beziehung hinsichtlich der abfiihrenden Wirkung aber
nicht bei allen Individuen (Holtug et al., 1992).

Nebenwirkungen durch die Aufnahme von Laktulose

Laktulose ist in geringen bis mittleren Dosierungen, z.B. 10-15 g/d bis etwa 20 g/d,
i.d.R. sehr gut vertridglich (Yazawa et al., 1984; Porkka et al., 1988; Jenkins et al., 1991).
Da es jedoch groBe individuelle Toleranzschwellen gibt (Mayerhofer & Petuely, 1959;
Riggio et al., 1990), muss mit dem Auftreten abdomineller Milempfindungen wie
Vollegefiihl, Flatulenz und Meteorismus auch bei miBigen Dosierungen (<20 g/d)
gerechnet werden (Wesselius-de Casparis, 1968; Lederle et al., 1990; Porkka et al.,
1988), die aber nach einer gewissen Adaptationszeit verschwinden konnen (Porkka et
al., 1988). Diarrhoen kénnen mit Krimpfen verbunden sein. Nausea und Anorexie treten
gelegentlich auf (Lederle et al., 1990; Riggio et al., 1990), v.a. wegen des als penetrant
empfundenen SiiBgeschmacks; meist aber erst bei sehr hohen Dosierungen (Bircher,
1972). Bei nicht laktoseintoleranten Personen war die Vertrdglichkeit von 25 g
Laktulose trotz der geringeren Molekiilgrofle genauso gut wie die der gleichen Menge
FOS aber signifikant schlechter als die Vertrdglichkeit von 25 g Laktose (Teuri et al.,
1999).

Auswirkungen von Laktulose auf den Blutcholesterinspiegel

Nach zweiwochiger Aufnahme von 18-25 g Laktulose/d zeigten sich bei 8 gesunden
Probanden um etwa 9% signifikant erhohte Serumcholesterinspiegel und um 11 bzw 19
% erhohte LDL-Cholesterin- bzw. Apolipoprotein B-Werte. Da neben verstérkter
Fermentationsaktivitit bei 6/8 Probanden eine deutliche Zunahme der Bifidoflora
festgestellt wurde und Bifidobakterien zu den Haupt-Azetat-Produzenten zéhlen, spielte
hier vermutlich ein veridndertes Fermentationsmuster zugunsten der Azetatproduktion
und auf Kosten der Propionatproduktion eine Rolle. Wihrend Propionat sich im
Tierversuch als hypocholesteroldamisch erwiesen hat, ist Azetat Ausgangsprodukt fiir die
Cholesterinsynthese (Jenkins et al., 1991).

Laktulose als Priabiotikum

Eine Substanz darf erst dann als Bifidofaktor [bzw. ,,préibiotisch*] bezeichnet werden,
wenn sie die Verdauungsvorginge des Wirtsorganismus iibersteht und den distalen
Darm erreicht, um dort bevorzugt von Bifidobakterien [bzw. ,.giinstigen* Bakterien]
verstoffwechselt zu werden (Modler, 1994). Damit ist nicht mehr nur die Verfiigbarkeit
vor Ort und die Fihigkeit zur Laktulosenutzung von Seiten der Bifidobakterien von
Interesse, sondern auch die Nutzungsfihigkeit in Relation zu anderen, in vivo
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konkurrierenden Bakteriengruppen. Gibson & Roberfroid (1995) unterscheiden
deshalb fiir unverdauliche Kohlenhydrate die Eigenschaften ,.colonic food“, i.e.
Energiebereitstellung fiir (unspezifisches) bakterielles Wachstum und ,,prebiotic®, i.e.
selektive Fermentation.

Im Hinblick auf eine pribiotische Wirkung beim Erwachsenen haben damit nicht nur in-
vitro-Versuche mit Reinkulturen begrenzte Aussagefidhigkeit, sondern auch
Siuglingsversuche; hier liegt eine andere Darmbesiedlung bzw. ein unreifes Okosystem
VOr.

In vitro-Verstoffwechselung von Laktulose durch Bakterien

In vitro zeigen nicht nur Bifidobakterien, sondern auch andere Bakterienspezies, in
jeweils unterschiedlichem AusmaBl das Vermogen, Laktulose als Substrat zu nutzen
(Rycroft et al., 2001; Sahota et al., 1982; Harju, 1986a u. b; Ruttloff et al., 1967b;
Hoffmann et al., 1964; Kiyosawa et al., 1986). Dies wird auf die unterschiedlichen
Spezifititen der bakteriellen B-Galaktosidasen fiir Laktulose zuriickgefiihrt (Harju,
1986a u. b; Ruttloff et al., 1967b), die den geschwindigkeitsbestimmenden Abbauschritt,
die Hydrolyse zu Monosacchariden, katalysieren (Prat & Lambert, 1990).

Nach Tamura (1983) hat Laktulose deshalb nur eine geringe Selektivitit, wird aber von
anderen Autoren als ,,etabliertes Prabiotikum* bezeichnet (Sanz et al., 2005; Reid et al.,
2003) und zusammen mit XOS im Vergleich zu anderen Pribiotika als ,beste
Kohlenhydratquelle* zur Erzielung einer maximalen Erhéhung der Bifidopopulation
empfohlen (Rycroft et al., 2001).

Meist wird berichtet, dass speziell Bifidobakterien und Laktobazillen - als gesundheits-
forderlich eingeschitzte Bakterien mit geringer proteolytischer Aktivitét, guter Sdure-
toleranz und gutem Sduerungsvermogen - sehr gute bis gute Laktuloseverwerter sind
(Kontula et al., 1999; Sahota et al., 1982; Harju, 1986a u. b; Hoffmann et al., 1964;
Lebek & Luginbiihl, 1988; Mitsuoka et al., 1987; Knoke & Bernhardt, 1986).
Inkubationsversuche verschiedener Arbeitsgruppen ergaben zum Teil auch
widerspriichliche Ergebnisse, z.B. keine Laktulosenutzung durch Laktobazillen in
Mischkultur (Rycroft et al., 2001). Abgesehen von komplexeren Wechselwirkungen in
Mischkulturen und der Anwendung unterschiedlicher Kultivierungsmethoden, kénnen
auch unterschiedliche Laktulosenutzungsgrade verschiedener Stimme derselben Spezies
dafiir verantwortlich sein (Sahota et al., 1982; Ruttloff et al., 1967b; Lebek &
Luginbiihl, 1988).

So reicht das Ergebnisspektrum von Keimgruppen mit positiven und negativen
Gesundheitswirkungen, z.B. von Bacteroides und E. coli, je nach verwendeten
Subspezies/Stimmen von ,keine Fihigkeit zur Laktuloseverwertung™ bei Bacteroides
(Mitsuoka et al., 1987; Hoffmann et al., 1964) iiber ,,geringe Fihigkeit* bei Bacteroides
(Sahota et al., 1982; Harju, 1986a u. b) und E. coli (Hoffmann et al., 1964; Sahota et al.,
1982; Harju, 1986a u. b; Ruttloff et al., 1967b) bis zu ,mittlere* bis ,hohe
Laktuloseverwertung®, ebenfalls bei Bacteroides (Rycroft et al., 2001; Sahota et al.,
1982; Ruttloff et al., 1967b; Mitsuoka et al., 1987) und E. coli (Rycroft et al., 2001;
Mitsuoka et al., 1987; Mitsuoka & Hara, 1982). Nach Lebek & Luginbiihl (1988) sind
24/24 untersuchten Bacteroidesstimmen und 2/2 E. coli-Staimmen zur Laktulosenutzung
fahig. Auch fiir Streptokokken wurden sowohl sehr gute/gute (Kontula et al., 1999;
Hoffmann et al., 1964; Mitsuoka et al., 1987), als auch nur geringgradige (Sahota et al.,
1982; Mitsuoka et al., 1987) und eine fehlende Laktulosenutzung (Ruttloff et al., 1967b)
nachgewiesen (Vince et al., 1978). Bei in-vitro-Versuchen von Lebek & Luginbiihl
(1988) waren 7/7 Stimme von S. mutans und 9/9 Enterokokkenstimmen féhig,
Laktulose zu verstoffwechseln.

Auch Clostridien, insbesondere C. perfringens, denen negative Gesundheitswirkungen
zugeschrieben werden, zeigen sehr deutlich das Vermdgen zur Laktulosespaltung, wobei
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auch Gas gebildet wird (Lebek & Luginbiihl, 1988; Sahota et al., 1982; Hoffmann et al.,
1964; Mitsuoka et al., 1987; Mitsuoka & Hara, 1982). Eine deutliche Gasentwicklung
bei der Laktuloseverstoffwechselung wurde auch bei 3/7 Enterobacterarten und bei
15/15 Klebsiellastimmen nachgewiesen (Lebek & Luginbiihl, 1988). Neben den
Clostridien und 13/18 Staphylokokkenstimmen mit Laktulosenutzung (Lebek &
Luginbiihl, 1988) zeigen andere Spezies, von denen schidigende Einfliisse auf die
Gesundheit ausgehen, wie Proteusarten (Hoffmann et al., 1964; Ruttloff et al., 1967b;
Lebek & Luginbiihl, 1988), Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans keine
Laktulosenutzungsfahigkeit (Lebek & Luginbiihl, 1988).

Nach Sahota et al. (1982) ist von den drei vorherrschenden Bakteriengruppen im Darm
des Menschen aufgrund ihres hohen Laktulosenutzungsgrades v.a. von Seiten der
Bacteroides und der Bifidobakterien, nicht jedoch von Seiten der gesundheitsférdern-
den Eubakterien, die in vitro keine Laktuloseverstoffwechselung gezeigt hatten, eine
malgebliche Beteiligung an der Laktuloseverstoffwechselung in vivo zu erwarten. Im
Gegensatz zu anderen quantitativ bedeutsamen Bakteriengruppen mit geringer
Laktulosenutzung, wie Enterobakterien und Streptokokken, wird auch fiir die quantitativ
unbedeutenderen Bakteriengruppen Laktobazillen und Clostridien aufgrund ihres hohen
Laktulosenutzungsgrades eine wichtige Rolle bei der Laktuloseverstoffwechselung in
vivo erwartet.

Oft ungeniigend beriicksichtigt werden bei in-vitro-Versuchen jedoch mogliche
Interaktionen der Bakterien in einer Mischflora. Mitsuoka & Hara (1982, zit. nach
Kiyosawa et al., 1986) zeigten, dass Bifidobakterien in Anwesenheit von Laktulose die
absoluten Keimzahlen von E. coli und C. perfringens in einer Mischkultur verringern
konnen.

Bei neugeborenen Ratten, die per Magensonde mit 0,5%iger Laktulosenahrung gefiittert
und am 4. Lebenstag mit 10’ Keimen C. perfringens bzw. einem Mix aus C. perfringens,
Enterobacter cloacae und L. salivarius beimpft wurden, war C. perfringens nach
weiteren 3 Tagen in 3/8 bzw. 3/5 Zikumhomogenaten nicht mehr nachzuweisen
gegeniiber 0/7 bzw. 1/6 Tieren der Laktulose-frei ernidhrten Kontrollgruppen (Kiyosawa
et al., 1986).

Das Bakterienwachstum ist auch in vitro durch hohes Substratangebot nicht unbegrenzt.
Steigende Laktulosekonzentrationen in Nahrlosungen, die zu progressiv sinkenden pH-
Werten (<4,8-4,2) und Ammoniakkonzentrationen fiihrten, bewirkten einen Riickgang
der Anaeroben- und insbesondere der Aerobenzahlen (Lebek & Luginbiihl, 1988).

Die selektive Etablierung der Bifidoflora im labilen Okosystem des Neugeborenendarms
(Yoshioka, 1991; Mitsuoka & Hayakawa, 1972) durfte einfacher zu bewerkstelligen sein
als im Dickdarm erwachsener Gemischtkostler. Hier bilden bereits mehr als 400
Bakterienspezies ein hochst komplexes Okosystem, das sich auf Grund von
Verteilungskdmpfen um Nihrstoffe und Adhésionsplétze an der Darmmukosa sowie auf
Grund bakterieller Interaktionen in einem relativ stabilen Gleichgewicht befindet
(Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Seddon, 1989).

Pribiotische Wirkung von Laktulose bei Sduglingen

Seit der Entdeckung von Laktulose durch Petuely Ende der 1940er Jahre und nach-
folgenden Fiitterungsversuchen an Sduglingen in den 1950er Jahren gilt das Disaccharid
als ,,bifidogener Faktor* (Petuely & Kristen, 1949; Petuely, 1957). Als zuverléssig fiir
die rasche Herausbildung einer Bifidoflora innerhalb von 24-96 h (bei Flaschenkindern
mit 60-70% Bifidoanteil, Petuely, 1956, zitiert nach MacGillivray et al., 1959), die der
von gestillten Sduglingen &dhnelte, erwies sich die Verabreichung von 14-1,5 g
Laktulose/kg Korpergewicht/d iiber etwa 2 Tage bei einem Milchzucker:Protein-
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Quotienten, (MabB fiir die Pufferungskapazitit) von etwa 3,0 (Petuely, 1986).

Auch andere Autoren setzten Laktulose erfolgreich zur ,,Umstimmung® (Petuely) der
Darmflora des Sduglings ein: In Fiitterungsversuchen von MacGillivray et al. (1959)
entwickelte sich bei Verabreichung einer bifidogenen Siduglingsmilchnahrung (1%
Laktulose und Laktose:Protein=2,6) bei 36 von 41 (81%) der unter 4 Monate alten
Sduglinge i.d.R. innerhalb von 2 Tagen aus einer gemischten Darmflora eine
Bifidusflora; bei insgesamt 27 Sduglingen (insgesamt 66%) lag der Bifidoanteil bei
mindestens 90%.

Griitte und Haenel (1968) ersetzten 1,2 bzw. 1,5 und 0,4% des Laktoseanteils in
Sduglingsmilchnahrung durch Laktulose. Dosisabhingig und dhnlich der Auswirkungen
von Muttermilcherndhrung wurden eine Ansduerung der Siduglingsstiihle, eine
Stimulation des Bifidowachstums und eine deutliche Zuriickdringung von
Féaulnisvorgidngen (niedrigere NH;-Gehalte und Bacteroideszahlen) gefunden.

Auch nach Versuchen von Braun (1965) etablierte sich unter Laktulosezusatz (2%) zur
Sduglingsmilchnahrung eine Bifidoflora, wobei besonders Bacteroides, Streptokokken
und E. coli zuriickgedriangt wurden. Gleichzeitig wurden schwach saure pH-Werte und
erhohte Lysozymkonzentrationen im Stuhl nachgewiesen. Die Lysozymausscheidung
war jedoch nicht an das Vorhandensein der Bifidoflora gebunden und somit bestand
kein kausaler Zusammenhang mit der Verschiebung im Keimspektrum.

Wechselnde bakteriologische und klinische Resultate mit Laktulosenahrung erzielten
Neimann et al. (1965) bei Sduglingen. (U: Kiyosawa et al., 1986; Kawase et al., 1983).

Pribiotische Wirkung von Laktulose bei Erwachsenen

Studien mit Erwachsenen zum FEinfluss von Laktulose auf die Darm- bzw. Fikalflora
sind rar und meist anekdotischer Natur (Modler, 1994). Die verfiigbaren Daten
entstammen hédufig Versuchen mit hohen therapeutischen Dosen; je hoher aber die
verwendete Laktulosedosis, um so eher muss mit einer Verfilschung der bakteriellen
Ergebnisse durch das Auftreten von Diarrhden gerechnet werden (geringere
Keimkonzentrationen, Verschiebungen im Keimspektrum). Nutritive Dosen fiir Gesunde
sollten sich aus diesem Grund und zur Vermeidung anderer Nebenwirkungen (Kap.
1.2.5.2.3.5) an der unteren Grenze der positiven (bakteriologisch-metabolischen)
Wirksamkeit orientieren.

Der Vergleich von Studienergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen wird auBlerdem
erschwert durch eine zum Teil unmotiviert erscheinende, in fritheren Arbeiten zum Teil
aber auch methodisch bedingte, selektive Betrachtung einzelner Keimgruppen bei
Vernachlidssigung anderer Keimgruppen, die eine Gesamtbeurteilung des Keim-
spektrums nicht erlaubt.

Haenel et al. (1958) verabreichten die effektiv bifidogene Siuglingsdosis von 1,5-1,6
g/kg Korpergewicht/d an Erwachsene und beobachteten keine Verdnderung der
Bifidoflora, obwohl ein Riickgang bei proteolytischen Bakterien, Koliformen und
Streptokokken verzeichnet wurde. Mayerhofer & Petuely (1959) fanden bei 8 Probanden
mit gleicher Dosierung eine Vermehrung Gram-positiver Bakterien. Eine Wiederholung
des Versuchs mit Patienten musste auf Grund extrem starker Nebenwirkungen
(Diarrhéen, Meteorismus) abgebrochen werden. Nach Gabe von 80 bzw. 60 g Laktulose
iiber drei Wochen wurden bei zwei gesunden Probanden mittels Pyxigraphie deutlich
erhohte zikale Bacteroides- und Enterobakterienkonzentrationen gefunden, wihrend
erhohte ziékale Enterokokkenkonzentrationen nur bei einer Versuchsperson
nachgewiesen wurden. In zidkalen und fdkalen Proben war die Anaerobenkonzentration
erhoht, die Aerobenkonzentration bei einem Probanden pH- unabhingig erniedrigt
(Lebek & Luginbiihl, 1988). Vince et al. (1974) berichteten iiber signifikante
Laktobazillenzunahmen bei 3/5 Patienten mit hepatitischer Enzephalopathie nach Gabe
von 50-75 g/d Laktulose. Andere Bakteriengruppen zeigten keine einheitlichen
Veridnderungen. Bei vergleichbarem Probandenkollektiv und dhnlicher Dosierung (45-
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75 g/d Laktulose) berichteten auch Bircher et al. (1969) von einer Vermehrung
anaerober Laktobazillen, aber gleichzeitiger Abnahme von Bacteroides. Hoffmann &
Bircher (1969) verabreichten 3 mal 30 ml Laktulose iiber mindestens 2 Tage an
darmgesunde Patienten. Im Vergleich zur laktulosefrei ernihrten Kontrollgruppe wurden
bei niedrigeren Gesamtkeimzahlen/g Stuhlmasse und niedrigeren pH-Werten reduzierte
E. coli- und Bacteroideszahlen sowie hohere Bifido- und Lactobazillenzahlen gefunden.
Die Enterokokkenzahl wurde nicht beeinflusst. Zehn zirrhotische Patienten wiesen unter
25-50 g/d Laktulose tendenziell erhohte Aeroben- und Anaerobenzahlen auf. Wihrend
eine deutliche Zunahme bei aeroben und anaeroben Laktobazillen verzeichnet wurde,
zeigten sich bei Enterobakterien und Enterokokken keine Veridnderungen; Bacteroides
waren tendenziell erhoht, wihrend Bifido- und Clostridienzahlen unverdndert geblieben
waren (Riggio et al., 1990). Untersuchungen von Conn & Floch (1970) zeigten keine
signifikante Reaktion der fikalen Bakterienspektren bei Gesunden und bei zirrhotischen
Patienten auf die Gabe von 15-30 g/d Laktulose per os. Nach Petuely (1986) bewirken
beim Erwachsenen aber auch Laktulosedosen, die noch nicht laxierend wirken (<I5 g
Einzeldosis) bereits ,.eine gewisse Verschiebung im Spektrum der Darmbakterien®.
Yazawa et al. (1984) verabreichten 10-15 g/d Laktulose zusammen mit einem im Kolon
verfiigbaren Vitaminprédparat tiber etwa 10 Tage an zwei Versuchspersonen mit
niedrigen Bifido-Keimzahlen (<1%). Die dramatische Zunahme der Bifidoanteile auf 40
bzw. 67% war ausschlieBlich auf Laktulose zuriickzufiihren, da nach ihrem Absetzen bei
einer Testperson und bei fortgesetzter Vitaminsupplementierung der Bifidoanteil wieder
auf 1% abfiel. Die absoluten Keimzahlen anderer Bakterien, darunter Bacteroides,
Eubakterien und Streptokokken, waren jedoch nicht signifikant verdndert, C.
perfringens zeigte eine tendenzielle Reduzierung. Die Autoren schitzten die minimal
wirksame bifidogene Dosis auf 5 g/d ein. Nach Terada et al. (1992) sind sogar 3 g/d
ausreichend, um bei Gesunden nach einer Woche erhohte Bifidowerte zu erlangen. Im
Versuch mit 8 gesunden Probanden wurden auch erhdhte Bacteroideszahlen und eine
Abnahme lecithinase-positiver Clostridien verzeichnet (Terada et al., 1994). Nach der
zweiten bzw. dritten Versuchswoche waren auch Enterobakterien bzw. Streptokokken
zuriickgegangen.

Bedeutung von Laktulose in der Humanernihrung und Medizin

Wihrend Laktulose in Japan seit den 1960er Jahren als Bifidusfaktor zur Humanisierung
von Sduglings-Formulanahrung eingesetzt wird, als zahnfreundlicher ,non calorie
sweetener zur Anwendung empfohlen und als Zutat zu Milchprodukten mit
spezifischem Gesundheitsanspruch eingesetzt wird (Mizota et al., 1987), findet in
Deutschland keine Laktulosesupplementierung bei Nahrungsmitteln statt. Die kritische
Bewertung beruhte bislang auf der noch unklaren Bedeutung der Bifidoflora fiir die
Gesunderhaltung sowie auf der als unphysiologisch angesehenen laxierenden Wirkung,
von der befiirchtet wurde, dass sie die Niahrstoffresorption beeintrichtigen konnte
(Vetter, 1988).

Laktulose hat jedoch ein breites therapeutisches und diagnostisches Anwendungs-
spektrum (Prat & Lambert, 1990). Laktulose wird in GréBenordnungen von 4-40 g/d
(meist 12-30 g/d) als Laxans zur Therapie der (chronischen) Obstipation eingesetzt (Ewe
et al., 1995; Lederle et al, 1990; Wesselius-de Casparis et al., 1968; Mayerhofer &
Petuely, 1959; Riggio et al., 1990), in Dosen um 10 g zur Therapie der Divertikulose
(Smits et al., 1990), in Dosen von >35-80 g/d und mehr zur Therapie der Hepatitischen
Enzephalopathie (Weber et al., 1987, 1982; Prat & Lambert, 1990; Bircher et al., 1969)
eingesetzt. Diagnostisch wird Laktulose zur Bestimmung der gastrointestinalen
Transitzeit (Prat & Lambert, 1990) und als Markersubstanz fiir Permeabilitdtsmessungen
verwendet (Gardner et al., 1991; Oriishi et al., 1995; Elia et al., 1987).

Relativ neu ist die Uberlegung, Laktulose auch préventiv, zur Vorbeugung der Kolon-
karzinogenese einzusetzen. Roncucci et al. (1993) empfehlen die Verabreichung von
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Laktulose als chemopriaventiven Wirkstoff an adenomatose Hoch-Risiko-Patienten.
Nach Entfernung aller Adenome und einem anschlieenden Beobachtungszeitraum von
durchschnittlich 18 Monaten betrug der Anteil der Rezidivpatienten in der
Kontrollgruppe (ohne weitere Behandlung) 35,9% gegeniiber einem signifikant
niedrigeren Anteil von 17,4% in der Laktulosegruppe (20 g/d). Wirkungsmechanismen
wurden nicht untersucht.

Jacobs et al. (1986) berichteten dagegen in einem Rattenexperiment von einer 2,5-
fachen Zunahme distaler Kolontumore durch Laktulose-induzierte Ansduerung des
Lumens und einer damit verbundenen Stimulation der Zellproliferation nach subkutaner
Gabe von Dimethylhydrazin (DMH) im Vergleich zu einer ballaststofffrei gefiitterten
DMH-Kontrollgruppe. Im proximalen Kolon war lediglich eine tendenzielle, aber
statistisch nicht signifikante Abnahme von Adenokarzinomen zu verzeichnen.

Hennigan et al. (1995) halten die Medikation von Hoch-Risiko-Patienten mit Laktulose
zur Reduzierung des Erkrankungsrisikos fiir kolorektale Karzinome nicht fiir sinnvoll,
da Laktulose im Rattenversuch zwar die AOM-induzierte Tumorzahl im Diinndarm,
aber nicht im Kolon reduziert hatte.
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2.2

MATERIAL UND METHODEN

Studienplan (Ubersicht)

Die Auswirkungen zweier Testjoghurts (A: Joghurt mit Bifidobakterien plus Laktulose;
B: konventioneller Joghurt) auf Kolonfunktion, Darmflora, bakteriellen Metabolismus,
Lipidspiegel und systemische Immunantwort wurden in einer kontrollierten Doppel-
blindstudie an gesunden Probanden untersucht.

Der Hauptversuch gliederte sich in zwei vierwochige Studienphasen (Tab. 16a und 16b)
mit einer dazwischenliegenden sechswochigen Auswaschphase. Die jeweils erste Woche
(A0 und BO) in beiden Testabschnitten A und B diente der Erfassung der Parameter
ohne Joghurtzufuhr (Kontrolle). In den darauffolgenden drei Wochen (A1-A3; B1-B3)
verzehrten die Probanden 500 ml des jeweiligen Joghurts pro Tag als vormittigliche
Zwischenmabhlzeit. In den letzten Testwochen A3 und B3 wurden die Parameter analog
zu den Kontrollwochen bestimmt.

Probanden

Am Versuch nahmen 12 gesunde Probanden im Alter von 19-29 Jahren teil (Tab. 17);
das Durchschnittsalter betrug 22,9 Jahre. Die BMI-Werte der Probanden lagen zwischen
19-26,6; der durchschnittliche BMI lag bei 22,8 (Tab. 17). Die Gruppe setzte sich aus
fiinf Studenten der Universitit und sieben Schiilerinnen der Staatlichen
Berufsfachschule fiir Didtassistenten (Wiirzburg) zusammen. Alle Versuchspersonen
waren Mischkostler.

Um ein moglichst homogenes Kollektiv hinsichtlich der Auswertung der Atemgastests
zu erhalten, wurde in Vorversuchen sichergestellt, dass die Probanden folgende
Bedingungen erfiillten:

1) Fahigkeit zur mikrobiellen Umsetzung von Laktulose unter H,-Bildung in den
unteren Darmabschnitten (Ausschluss so genannter ,,non-hydrogen-producer®),
gegeben bei signifikantem Anstieg (>5 ppm) von molekularem Wasserstoff in der
Ausatemluft nach Gabe von 10 ml Laktulosesirup (=6,6 g Laktulose) (La Brooy et
al., 1983).

2) Fiahigkeit zur Metabolisierung von Laktose in den oberen Darmabschnitten
(Ausschluss einer Laktoseintoleranz): Gegeben bei nicht messbarem Anstieg von
molekularem Wasserstoff in der Ausatemluft nach Gabe von 30 g Laktose.

3) Unfidhigkeit zur Methanproduktion in den unteren Darmabschnitten, da
methanogene Bakterien Methan unter H,-Verbrauch bilden und so in vivo eine
Ansduerung im Lumen unterbinden konnen (Flick & Perman, 1989; Bjorneklett &
Jensen, 1983; Gibson et al., 1988) (Ausschluss von Methanausscheidern):

Gegeben bei gegeniiber der Raumluft nicht erhohter Methankonzentration in der
Ausatemluft (<1 ppm).

Die Einnahme von Medikamenten, insbesondere Antibiotika, vier Wochen vor sowie
wihrend der Studie wurde ausgeschlossen.

Nach ausfiihrlicher Aufkldrung iiber Intention und Ablauf der Studie, Zusammen-
setzung der Joghurtpriparationen und evtl. auftretende Nebenwirkungen gaben die
Probanden ihre schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie. Nach Beendigung
der Studie wurden die Teilnehmer finanziell angemessen von der Fa. Siidmilch vergiitet.
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Tab. 16a: Studienplan, Teil 1 (Studienphase A)

Phase Tag Quant. Stuhl- | Transit- : Blutent- ;: Joghurt- : Ernihr.- | Tages- | Korper-
Stuhl- | probe f. zeit nahme, ;| verzehr ;| protok. ;| protok. | gewicht
sammlg : Versand Atem- (A)
(24 h) gastest
13.03. v v v v v
14.03. v v v v
15.03. v v v
A0 i 16.03. v v
17.03. Marker 1 f
18.03. Marker2 . v Y
19.03. Marker 3 v v
20.03. 1. Stuhl v
Al 21.03.
bis v
A2 02.04. L,
03.04. v v v v v
04.04. v v v v v
05.04. v v v v v
A3 06.04. v v v v
07.04. Marker 1 v f
08.04. Marker2 | v iy Y
09.04. Marker 3 v v
10.04. 1. Stuhl
Tab. 16b: Studienplan, Teil 2 (Studienphase B)
Phase Tag Quant. Stuhl- : Transit- : Blutent- : Joghurt- : Ernihr.- | Tages- | Korper-
Stuhl- : probe f. zZeit nahme, : verzehr : protok. ;| protok. ;| gewicht
sammlg : Versand Atem- B)
(24 h) gastest
29.05. v v v v v
30.05. v v v v
31.05. v v v
BO 01.06. v v
02.06. Marker 1 v
03.06. Marker2 . v 7
04.06. Marker 3 v v
05.06. 1. Stuhl v
B1 06.06.
bis v
B2 18.06. L,
19.06. v v v v v
20.06. v v v v v
21.06. v v v v v
B3 | 22.06. v v v v
23.06. Marker 1 v v
24.06. Marker2 . v 7 7
25.06. Marker 3 v v
26.06. 1. Stuhl
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Tab. 17:  Geschlecht, Alter und BMI der 12 Probanden

Proband Geschlecht Alter BMI
[J] [keg/m’]
AP w 19 19,0
MW w 19 20,8
FR m 26 21,6
SH w 20 21,9
HK m 25 22,1
CA w 21 22,2
JZ m 26 22,6
KP w 21 23,3
AW w 21 23,6
T™W m 29 24,3
UsS w 22 25,3
MZ m 26 26,6
Testjoghurts

Die Testjoghurts wurden aus pasteurisierter Milch hergestellt und nach der Fermentation
nicht hitzebehandelt. Beide Testjoghurts waren trinkfihig und wurden von der Fa.
Stidmilch AG Stuttgart vormittags am Tag der Produktion, jeweils zu Wochenbeginn, in
identischen 500 ml- Plastikbechern angeliefert (doppelte Verblindung). Die Probanden
wurden zum Anlieferungstermin einbestellt und nahmen die erste Joghurtmahlzeit noch
vor Ort ein. Zuhause lagerten die Probanden wochentliche Joghurtvorrite bei
Kiihlschranktemperaturen (4-8°C), so dass die Haltbarkeit und in Studienphase A3 eine
Aufnahme von 5x10" Bifidokeimen/Tag (mind. 5x10® Keime am Ende der 3-wdchigen
Haltbarkeitsperiode) iiber die dreiwdchige Testperiode gewihrleistet war.

Tab. 18 zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Testjoghurts.

Die Verabreichung der Joghurtpriparationen mit den hier angegebenen Charakteristika
wurde vom BMFFFG/Bonn und vom Bundesgesundheitsamt/Berlin genehmigt.

Stuhlsammlung

Zur quantitativen Stuhlsammlung an vier aufeinanderfolgenden Tagen zu Beginn der
Messwochen (A0, BO und A3, B3) wurden gut schlieBende Plastikschachteln verteilt.
Die Probanden wurden angewiesen, die Stuhlschachteln umgehend nach den Darm-
entleerungen im Labor abzugeben. Eine kurzfristige Aufbewahrung im Kiihlschrank war
erlaubt. Die Praktikabilitit war gewihrleistet durch die Tatsache, dass sich die
Versuchspersonen aus beruflichen Griinden im Bereich des Klinikgeldndes aufhielten
u/o in unmittelbarer Umgebung wohnten. Bis zur Probenaufbereitung wurden die
Stuhlschachteln in einem Tiefkiihlschrank bei —20°C gelagert.

An den ersten beiden Tagen der Kontrollwochen (A0, BO) und an den ersten vier Tagen
der Testwochen (A3, B3) wurden je etwa 10 g des am Morgen ausgeschiedenen Stuhls
mit dem IC-Kurierdiest der Bundesbahn temperaturisoliert nach Miinchen versandt. In
der Abteilung Medizinische Mikrobiologie des Klinikums GroBhadern (Prof. Dr. G.
Ruckdeschel) wurde die Keimzusammensetzung bestimmt. Die Stuhlproben waren zu
diesem Zeitpunkt maximal 12 Stunden alt. Von jedem Probanden wurden in den
Kontroll-wochen mindestens eine, in den Testwochen mindestens zwei Proben
mikrobiologisch untersucht.

Der erste Stuhl nach Einnahme der verschiedenen Markerkapseln zur Bestimmung der
oro-analen Transitzeit wurde gesondert gesammelt (Kap. 2.9.1.)

71




2.5

2.6.

Tab. 18: Zusammensetzung der Testjoghurts

Testjoghurts

A B
Zusammensetzung Bifidojoghurt mit Laktulose Konventioneller Joghurt
Energie [kJ(kcal)/100 g] 250(59) 250(59)
Protein [g/100 g] 3,8 3,8
Fett [g/100 g] 3,0 3,0
Kohlenhydrate [g/100 g] 4,2 4,2
S. thermophilus [KZ/ml]

}10® (1) }10% (1:1)

L. bulgaricus [KZ/ml]
Bif. longum [KZ/ml] 10° (210° %) —_
Laktulose [g/100 ml] 0,5 —

* Mindestzahl am Ende der 3-wochigen Haltbarkeitsperiode

Blutentnahme und Serumgewinnung

An den fiir die Atemgastests vorgesehenen Versuchstagen (Tab. 16a u. 16b) wurden
nach vorheriger Niichterung iiber Nacht etwa 20 ml Venenblut entnommen. Durch
Zentrifugation unter Kiihlung (3000 U, 10 min., 5°C, Zentrifuge Fa. Vetter GmbH,
Wiesloch, Typ 527-CR) wurde das Serum vom Blutkuchen getrennt.

In frischem Serum wurden Triglyceridkonzentrationen, Gesamtcholesterin-, HDL- und
LDL-Konzentrationen sowie Apolipoproteine bestimmt; ein Teil des Serums wurde zur
spiteren Bestimmung von Immunglobulinen bei —20°C tiefgefroren aufbewahrt.

Wasserstoffexhalationstest (Atemgastest)

Als Ma# fiir die Fermentationsaktivitidt im Kolon wurde die Wasserstoffkonzentration
der Ausatemluft bestimmt.

Um die basale H,-Produktion méglichst niedrig zu halten, verzehrten die Probanden am
Vortag um spitestens 20.00 Uhr eine ballaststoffarme Abendmabhlzeit.

In den Kontrollwochen (A0, BO) wurde die Konzentration nach 12 Stunden Niichterung
iiber 4 Stunden gemessen, in den Testwochen (A3, B3) nach niichternem Verzehr von
500 ml des jeweiligen Testjoghurts iiber mindestens 8 Stunden. Mdogliche Fehlerquellen
durch Beeinflussung der Ventilationsrate (Rauchen, korperliche Aktivitit) wurden
ausgeschlossen. Atemgasproben wurden in 15-miniitigen Abstinden genommen.

Die Atemluft wurde nach Feuchtigkeitsentzug (Leitung durch wasserfreies,
feingekorntes Kalziumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt) in einen an beiden Enden offenen
250 ml-Glaszylinder geleitet, dessen Absperrvorrichtungen mit dem Ende des
Ausatemvorgangs luftdicht geschlossen wurden. Etwa 20 ml der so erhaltenen
Alveolarluft wurden mittels Einwegspritze via Septum-verschlossener dritter Offnung
entnommen und in das MeBgerit injiziert (Exhaled Hydrogen Monitor, GMI Medical
Ltd., Renfrew, Scotland; Empfindlichkeit: 2 ppm; Reproduzierbarkeit: =1 ppm). Die
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2.7

Messung der Konzentration in ppm erfolgte polarographisch durch eine fiir Wasserstoff
hochselektive elektrochemische Zelle. Das MefBgerdt wurde tiglich vor Beginn der
Messungen mit einem Standard-Gasgemisch (96 ppm H, in Luft, Fa. Stimotron,
Wendelstein) kalibriert. Diese Methode ist in ihrer Empfindlichkeit und Genauigkeit mit
den Ergebnissen aus gaschromatographischen Analysen vergleichbar (Gaffney et al.,
1986). Die intestinale Wasserstoffentwicklung wurde als beendet betrachtet, wenn die
Basalwerte wieder erreicht waren. Nach linearer Extrapolation der Kontrollwerte wurde
die H,-Abatmung nach Verzehr der Testjoghurts als Integral (AUC=Flidche unter der
Kurve) berechnet.

Bestimmung der oro-zikalen Transitzeit

Die oro-zidkale Transitzeit wurde anhand der Daten des Wasserstoffexhalationstests
ermittelt. Diese partielle Passagezeit wird definiert als die Zeitspanne vom Moment der
Einnahme der Testmahlzeit bis zum ersten anhaltenden Anstieg der H,-Konzentration in
der Alveolarluft, hier festgelegt als =5 ppm (Jorge et al., 1994) bzw. >3 ppm iiber
mindestens drei Messungen (Sciarretta et al., 1994).

Kontrolle der Nihrstoffzufuhr (Erndhrungsprotokolle)

Die Probanden wurden angehalten, wihrend der Studie ihre individuellen Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten beizubehalten und keine Didt- oder Fastentage einzulegen.
Zum Vergleich der Niahrstoffaufnahmen in den verschiedenen Versuchsphasen wurde
der laufende Verzehr mittels Erndhrungsprotokollen erhoben. Angemessen erschien ein
Erfassungszeitraum von jeweils drei Tagen (vgl. Bazarre et al., 1983; Reddy et al.,
1987). Es wurden jeweils gleiche Wochentagsequenzen verglichen (Tab. 16a und 16b).
Die Probanden notierten die verzehrten Mengen auf einfachen Protokollbdgen, die auller
den Spaltenbezeichnungen ,,Menge* und ,,Nahrungsmittel”“ keine weiteren Vorgaben
enthielten. Sofern vorhanden, wurden Kiichenwaagen benutzt, hdufig wurden verzehrte
Mengen in Schitzgrolen und Haushaltsmallen angegeben (Mischform ,,vereinfachte
Wiegemethode* und ,.klassisches Ernidhrungsprotokoll* (Sichert et al., 1984).

Als signifikante Fehlerquellen bei der Auflistung von Verzehrsmengen gelten
Beschreibungsfehler der Nahrungsmittelart, Messfehler sowie Fehler durch mangel-
haftes Erinnerungsvermogen (Sichert et al., 1984). Zur Vorbereitung auf die Studie fand
deshalb eine umfassende Einweisung der Probanden statt. Diese beinhaltete die
Besprechung einer ausfiihrlichen Anleitung zur Fiihrung eines Erndhrungsprotokolls,
das gemeinsame Ausfiillen eines fiktiven Protokolls sowie die Besprechung der
Verwendung ,haushaltsiiblicher Mafe”. Auf die Wichtigkeit der einheitlichen
Verwendung von Haushaltsgeritschaften zum Messen wurde hingewiesen. Wahrend der
Dauer der Studie stand die Studienleiterin jederzeit fiir Fragen zur Verfiigung. Zur
Optimierung von Genauigkeit und Vollstindigkeit der Angaben erfolgte nach jeder
Abgabe eines ausgefiillten Protokolls eine Einzelbesprechung mit den Probanden.

Die Erndhrungsprotokolle wurden mit dem ,Praxisorientierten Dialogsystem fiir
Erndhrungs- und Didtberatung PRODI III plus* (B. Kluthe, Freiburg, 1989) ausgewertet.
Diese Datensammlung umfasst insgesamt 903 Lebensmittel und fult zu mehr als zwei
Dritteln auf dem Tabellenwerk ,,Souci-Fachmann-Kraut®“ (SFK). Weiterhin sind
spezielle, zum Teil didtetische Lebensmittel nach Herstellerangaben sowie
Analysenwerte anderer Tabellen und Standardrezepturen, berechnet nach SFK,
enthalten. Fiir auswirtig eingenommene Mahlzeiten wurden, sofern moglich, Rezepte
erfragt (Mensa, Kantine, Restaurant); fiir regionalspezifische Speisen und
Nahrungsmittel, die in der Software nicht verzeichnet waren, wurden
Standardrezepturen entworfen bzw. dhnliche Nahrungsmittel (-kombinationen)
eingesetzt. Fiir diese Sonderfille wurde eine Kartei angelegt, die sich im Verlauf der
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Studie als sehr niitzlich erwies, zumal sich bestimmte FEigenheiten in der
Nahrungs(mittel)auswahl der einzelnen Probanden zum Teil 6fter wiederholten und so
im Vergleich der Studienphasen identisch bewertet werden konnten. Portionsangaben,
die von den Probanden nicht in MaBeinheiten angegeben werden konnten, wurden nach
Angaben der jeweiligen Versorgungsbetriebe formuliert bzw. den Angaben der Software
entnommen. Gelegentlich wurde eine Portionstabelle zu Rate gezogen sowie auf
Erfahrungswerte von in der Erndhrungsberatung titigen Didtassistentinnen bzw. der
Leiterin der Diitkiiche am Klinikum Wiirzburg zuriickgegriffen.

Dokumentation von Stuhlfrequenz, -beschaffenheit, gastrointestinalen Beschwer-
den und Korpergewicht (Tagesprotokolle)

Die Probanden erhielten zu Beginn jeder Studienphase A und B je eine Mappe, die
neben einer schematischen Ubersicht (Studienplan) und den Vordrucken fiir die
Ernahrungsprotokolle fiir jeden Tag der Studie ein Tagesprotokoll enthielt. Hier wurden
die Zahl der Darmentleerungen notiert und die Stuhlbeschaffenheit semiquantitativ in
vier Abstufungen (,hart”, ,weich, geformt”, ,breiiger Durchfall”, ,wissriger Durch-
fall*) bewertet. Auch Beschwerden von Seiten des Gastrointestinaltraktes (Vollegefiihl,
Blihungen, Ubelkeit, Erbrechen) wurden semiquantitativ in vier Abstufungen (,,leicht®,
,maBig®, ,deutlich®, ,,unertriglich®) erfasst (Lasser et al., 1975).

Jedes Tagesprotokoll wurde mit einem Erinnerungsvermerk fiir die jeweils relevanten
Verrichtungen an diesem Tag versehen, um den Probanden die Einhaltung des
Versuchsplans zu erleichtern.

Korpergewichte wurden zu Beginn und am Ende einer jeden Messwoche festgestellt.

Analyse der Stuhlproben
Bestimmung der oro-analen (mittleren) Transitzeit

Die Bestimmung der oro-analen Transitzeit erfolgte mittels rontgendichter Pellets (Fa.
Parke-Davis, Sgborg, Didnemark).

Das Prinzip dieser ,,single-stool-transit“-Methode (Cummings & Wiggins, 1976) beruht
auf der Verabreichung rontgendichter Markerteilchen mit der Friihstiicksmahlzeit (hier:
als Kapseln a 20 Teilchen) an drei aufeinanderfolgenden Tagen, wobei drei
unterschiedliche Markerformen verwendet werden (hier: 1=Wiirfel; 2=Rohren, kleinerer
Durchmesser; 3=Ringe, groflerer Durchmesser). Vom ersten Stuhl am Morgen des 4.
Tages oder spiter wurde eine Rontgenaufnahme angefertigt, die die Auszdhlung der
Teilchen nach ihrer Form ermoglichte.

Die mittlere Transitzeit errechnet sich nach der Formel:

mtt=(t;-S;+tr-8)/(s1+83)

mit t;, t, = Zeit [h] von der Aufnahme der beiden am haufigsten in der Probe
vorkommenden Teilchenformen bis zu ihrer Ausscheidung
mit S, S, = Anzahl der entsprechenden Teilchen im Stuhl

Die Teilchenform mit der geringsten Haufigkeit im Stuhl (i.d.R. die zuerst oder zuletzt
verabreichte Form) wird bei der Berechnung vernachlissigt, da bei der Verabreichung
der Markerteilchen als Finzeldosis (Kapsel) eine exponentiell verlaufende
Ausscheidung erwartet werden kann. Demzufolge werden vereinzelt zuerst
ausgeschiedene Teilchen die mittlere Transitzeit eher unterschitzen, wéihrend vereinzelt
zuletzt ausgeschiedene eher zu einer Uberschitzung fiihren.
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Bei einer Transitzeit von 1-4 Tagen werden mit dieser Methode Ergebnisse erzielt, die
statistisch hochstsignifikant mit den Ergebnissen unter kontinuierlicher Markergabe und
aufwendiger quantitativer Stuhlsammlung {iber mehrere Wochen korrelieren (Cummings
& Wiggins, 1976).

Bestimmung von Trockenmasse und pH-Wert

Die Stuhlschachteln je einer Person wurden iiber Nacht aufgetaut. Nach Auswiegen der
Frischmasse wurden Proben gleicher Studienabschnitte gepoolt und wihrend 2 min
homogenisiert (Stabmixer). AnschlieBend wurde mit einem zuvor geeichten pH-Meter
mittels Stabelektrode der pH-Wert gemessen.

Fiir die spitere Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren wurden 20 g Frischmasse
tiefgefroren.

Weitere 20 g Frischmasse wurden in vorgewogene Gefidlie eingewogen; nach Vakuum-
Gefriertrocknung bis zur Gewichtskonstanz (Gefriertrocknungsanlage Alpha, Fa. Christ,
Osterode) wurde durch Probenriickwaage die Trockenmasse bestimmt.

Bis zur Analyse der Gallensduren und neutralen Sterine wurden die getrockneten Proben
bei —20°C tiefgekiihlt aufbewahrt.

Bestimmung von neutralen Sterinen und Gallenséduren

Die Analyse der neutralen Sterine (C,;) und Gallensduren erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Reddy et al. (1975) nach Bartram et al. (1991). Modifikationen im
Analysengang ergaben sich durch die mittlerweile verfeinerte Technologie in der
Gaschromatographie (Sdulenmaterial, Temperaturprogramm), die eine bessere
Auftrennung bzw. Identifizierung der Substanzmengen (peaks) ermoglicht. So konnte
auf den Zwischenschritt der Diinnschichtchromatographie zur Trennung neutraler
Sterine bzw. zur Trennung von Fett- und Gallenséduren verzichtet werden.

Der Analysengang beinhaltete festgelegte Arbeitsschritte (Abb. 8):

Abb. 8: Analysengang zur Bestimmung von neutralen Sterinen und Gallenséuren
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Herstellung der Standardlosungen neutraler Sterine in Chloroform (10 mg/10 ml)

Wo nicht anders angegeben stammen die Chemikalien von der Fa. Sigma, St. Louis,
MO, USA.
¢ 5So-Cholestan (= interner Standard =IS)
(98% Reinheit)
¢ Coprostanone (5B-Cholestan-3-one)
¢ Coprostanol (5B-Cholestan-3--ol)
(p- A., mind. 99%, Fa. Serva, Heidelberg)
¢ Stigmasterol (33-Hydroxy-24-ethyl-5, 22-cholestadiene)
(Approx. 90%)
¢ Triol (Cholestan-3f, 5a, 6p-triol)
¢ Campesterol (240-Methyl-5-cholesten-33-ol)
(Approx. 65%, Rest = Dihydrobrassicasterol)
¢ Cholesterol
¢ B-Sitosterol (24B-Ethylcholesterol)
(98% Reinheit)
¢ 4-Cholesten-3-one
(rein, etwa 98%, Fa. Serva, Heidelberg)

Herstellung der Standardlosungen von Gallensduren in Chloroform (10 mg/10 ml)

Wo nicht anders angegeben stammen die Chemikalien von der Fa. Sigma, St. Louis,
MO, USA.

* Nordesoxycholsiure (23-Nor-5B-cholanic acid-3a, 12a-diol = interner Standard =IS)
(Fa. Steraloids Inc., Wilton, N.H., USA)

Lithocholsdure (58-Cholanic acid-3a-ol; 3a-Hydroxy-53-Cholansiure)
6-Ketolithocholsiure (53-Cholanic acid-30-0l-6-one)

Chenodesoxycholséure (5B8-Cholanic acid-3a., 7a-diol)

Cholsdure (30, 7a, 12a-Trihydroxy-5p-cholan-24-oic acid, from bile, free acid)
Desoxycholsédure (7-Deoxycholic acid, Sodium Salt)

Ursodesoxycholsiure (30, 7o-Dihydroxy-53-cholan-24-oic acid)

(Approx. 99%)

12-Ketolithocholséure (5B-Cholanic acid-3a-ol-12-one)
7-Keto-chenodesoxycholsiure (5B-Cholanic acid-3a-7-one)

¢ 7-Keto-desoxycholsiure (5B-Cholanic acid-3c, 12a-diol-7-one)

® ¢ ¢ O o o

* o

Probenaufbereitung, Verseifung

Etwa 1 g gefriergetrocknete Stuhlprobe wurde genau gewogen und in einer Losung aus
38 ml Athanolwasser (3:1) und 2 ml 10 N Natronlauge geldst (Doppelbestimmung).
Nach Zugabe von je 4 ml IS ( Standardlosungen aus So-Cholestan und Nordesoxy-
cholsdure) und einigen Siedesteinchen wurden die Ansdtze mittels eines elektrischen
Reihenerhitzers (Fa. Electrothermal, Southend, UK) bei 90-100°C iiber eine Stunde
verseift. Ein Reflux aufsteigenden Probenmaterials war durch ein aufgestecktes Glasrohr
(ID=0,5 cm, Lédnge etwa 60 cm) abgesichert.

Extraktion der neutralen Sterine (NS) mit Hexan

Die nicht verseifbare Fraktion der NS wurde 6 mal mit 50 ml Hexan (p. A., Fa. Merck,
Darmstadt) extrahiert. Nach Hexanzugabe wurden die Ansétze jeweils 5 min mittels
Magnetriihrer gemischt; anschliefend erfolgte die Phasentrennung durch Zentrifugation
(2000 Upm, 5-10°C, 5 min).

Der die NS enthaltende, gelbliche Uberstand wurde mit einer Glasspritze abgezogen und
iiber einen Papierfilter (Whatman PS1) in einem 500 ml- Rundkolben gesammelt.

Das Sediment, das die konjugierten Gallensduren (GS) enthielt, wurde bis zur spéteren
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Analyse der GS bei Kiihlschranktemperaturen aufbewahrt.

Die gepoolten Extrakte eines Ansatzes wurden mit Hilfe eines mit einem Wasserbad
kombinierten Rotationsverdampfers (Rotavapor RE 121, Fa. Biichi, Schweiz) unter
Vakuum getrocknet und anschliefend mit Chloroform (p. A.) quantitativ in ein 10 ml-
Messkolbchen iiberfiihrt.

Derivatisierung (Silylierung) der NS und Standardlosungen

Aliquote der Probenldsungen (200 ul, IS enthalten), der Standardldsungen (je 100 ul
plus 100 pl IS) sowie eine Standard-Mix-Losung (je 100 pl aller Standardlésungen plus
100 pl IS) wurden nach Trocknung unter Stickstoffgas durch Zugabe von 200 ul einer
Losung aus Pyridin, Hexamethyldisilizan und Trimethylchlorosilan (9:3:1, v/v; = Silyl
2110, Fa. Macherey-Nagel, Diiren) wihrend 30 min in verschlossenen Reagenzglidsern
bei Raumtemperatur derivatisiert.

Nach erneuter Trocknung unter Stickstoffgas und Uberfiihrung mit 1,5 ml Chloroform in
GC-Glidschen wurden die NS gaschromatographisch aufgetrennt.

Gaschromatographische Analyse der NS

Die Auftrennung erfolgte mit einem Hewlett-Packard-Gaschromatographen 5890 A (Fa.
Hewlett Packard, Avondale, PA), der mit einem Flammenionisationsdetektor (FID)
ausgeriistet war. Es wurde eine ,,Megabore DB-1%“-Kapillarsdule aus verschmolzener
Kieselerde verwendet (Linge: 15 m, ID: 0,53 mm, stationédre Phase: 100% Methylpoly-
siloxan, Filmdicke: 1,5 pum; Fa. J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Nach Installation
war die Sdule vorher iiber Nacht bei 200°C konditioniert worden.

Der Gasfluss des Trigergases (Helium) betrug 5 ml/min, der der Hilfsgase (Helium,
Wasserstoff, Luft) 20, 30 bzw. 400 ml/min.

Die Probenlosungen (Injektionsvolumen: 1 pl) wurden mittels eines automatischen
Probengebers (HP 7673 A, Fa. Hewlett Packard) auf die S&ule gebracht; die
Inlettemperatur des Detektors lag bei 300°C.

Das Ofentemperaturprogramm startete bei 270°C, blieb auf dieser Temperaturhohe
wihrend 7 min und wurde dann mit einer Rate von 8°C/min auf 240°C abgekiihlt. Bei
Erreichen dieser Temperatur wurde unverziiglich mit einer Rate von 15°C/min weiter
erhitzt bis zu einer Temperatur von 300°C, die iiber 5 min beibehalten wurde.

Hydrolyse der konjugierten Gallensduren

Das nach der Extraktion NS iibriggebliebene Sediment (wissrige Phase mit konjugierten
GS und freien Fettsduren) wurde nach Zugabe von 2 ml 10 N Natronlauge in
festverschlossenen Gefdflen zur Hydrolyse der Taurin- und Glyzinkonjugate in einen
Autoklaven (Fa. Wolf, Geislingen) gegeben. Die Hydrolyse erfolgte iiber 3 Stunden bei
1 bar (121°C). Nach Abkiihlen der Proben wurden jeweils 25 ml Methanol und 5 ml
Salzsdure (rauchend, 37% reinst, Fa. Merck, Darmstadt) hinzugegeben, so dass eine
Ansiduerung auf etwa pH 2 erreicht wurde.

Extraktion der dekonjugierten Gallensduren (GS) mit Chloroform

Die dekonjugierten Gallensduren wurden anschlieBend 4 mal mit 50 ml Chloroform
extrahiert (Phasentrennung wie oben durch Zentrifugation). Der Unterstand wurde mit
einer Glasspritze abgezogen und iiber einen Papierfilter (Whatman PS 1) in einen
Rundkolben gegeben. Die gepoolten Extrakte wurden mittels Rotationsverdampfer mit
Wasserbad unter Vakuum getrocknet und anschlieBend mit Chloroform quantitativ in 10
ml- Messkolbchen tiberfiihrt.

Herstellung von Diazomethan

Diazomethan ist eine stark toxische, instabile Verbindung und wurde deshalb jeweils
frisch und nur in den bendtigten Mengen unter Einhaltung notwendiger Sicherheits-
mafBnahmen (Explosionsgefahr bei der Synthese) nach der Methode von Klaassen
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(1971) hergestellt.

Fiir etwa 50-60 zu methylierende Proben wurden in einen Rundkolben mit langem Hals
(Spezialanfertigung) 1-2 ml Ethanol, 3-5 ml 20%ige Kalilauge, 1 ml Diethylenmono-
glycol-ether (zur Synthese, Fa. Merck-Schuchard, Hohenbrunn, Miinchen) und 2-3 ml
Diethylether (p. A., Fa. Merck, Darmstadt) pipettiert. Ein gro3es Reagenzglas wurde zu
dreiviertel mit Diethylether gefiillt und in ein Becherglas mit Eiswasser gestellt.

Die Reaktion im Kolben wurde durch Zugabe von etwa 3 Spatelspitzen N-Methyl-N-
Nitroso-p-toluolsulfonamid (Fa. Merck-Schuchard, Hohenbrunn, Miinchen) gestartet.
Ein Uberleitungsrohr, das am anderen Ende mit einer Pasteurpipette verlingert war,
wurde aufgesteckt und leitete das entstehende Gas in den gekiihlten Diethylether. Die
Gasentwicklung im Rundkolben wurde vorsichtig mit Wirmezufuhr gesteuert
(Eintauchen in heifles Wasser). Die Destillation wurde bis zu anhaltender neongelber
Firbung des Diethylethers fortgefiihrt, die einen Uberschuss von Diazomethan anzeigt.

Methylierung der GS und Standardlosungen mit Diazomethan

Aliquote der Probenldsungen (200 ul, IS enthalten), der Standardldsungen (je 100 ul
plus 100 pl IS) sowie eine Standard-Mix-Losung (100 ul aller Standardlosungen plus
100 ul IS) wurden nach Trocknung unter Stickstoffgas durch Zugabe von 0,5 ml der
Ethanol-Ether-Losung aus Diazomethan iiber 60 Min. bei 37°C im Wirmeblock
methyliert.

Die Ansitze wurden bis zur Weiterbehandlung iiber Nacht stehen gelassen.

Derivatisierung der GS und Standardlosungen mit TFAA

Die Derivatisierung erfolgte durch Zugabe von je 200 pl Trifluoressigsdure-Anhydrid
(TFAA, Fa. Macherey-Nagel, Diiren). Die verschlossenen Reaktionsgefifle wurden 30
Min. bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Trocknen unter Stickstoffgas und Uberfiihrung
mit 1,5 ml Chloroform in GC-Gléschen folgte die gaschromatographische Auftrennung.

Gaschromatographische Analyse der GS

Wie in der vorherigen Analyse wurde der Gaschromatograph HP 5890 A mit
Flammenionisationsdetektor (FID) und automatischem Probengeber eingesetzt. Es
wurde eine ,,Megabore DB-17“-Kapillarsdule aus verschmolzener Kieselerde verwendet
(Lange: 15 m, ID: 0,53 mm, stationdre Phase: 50% Phenyl-methyl-tolysiloxan, Film-
dicke: 1 wm, Fa. J&W Scientific, Agilent Technologies, Folsom, CA, USA).

Vor der Analyse war die Séule iiber Nacht bei 200°C konditioniert worden. Der Gasfluss
des Trigergases (Helium) betrug 5 ml/min, der der Hilfsgase (Helium, Wasserstoff,
Luft) 20, 30 bzw. 400 ml/min.

Das Injektionsvolumen betrug 1 pl, die Inlettemperatur des Detektors lag bei 300°C.

Das Ofentemperaturprogramm begann bei 230°C, hielt die Temperatur iiber 12 min und
heizte dann mit einer Rate von 1°C/min auf 240°C auf. Bei Erreichen dieser Temperatur
wurde mit einer Rate von 10°C/min auf die Endtemperatur von 270°C erhitzt, die iiber
15 min beibehalten wurde.

Identifizierung der Substanzen und Berechnung der Konzentrationen

Anhand der Chromatogramme der einzelnen Standardldsungen wurden die Retentions-
zeiten der einzelnen Substanzen ermittelt. Deren Kenntnis ermdglichte die Identifikation
der Substanzfolgen in den Standard-Mix-Chromatogrammen, die als Muster zur
Identifizierung der NS und GS in den Chromatogrammen der Probeldsungen verwendet
wurden.

Bedingt durch die Temperaturprogramme kommt es nicht zu gleichmédBigen
Ausprigungen der peak-Flichen verschiedener Substanzen gleicher Konzentration
(Auswertungsmodus: ,,area%*). Fiir jede zu bestimmende Substanz muss deshalb ein so
genannter ,relative peak response factor“ (RPF) aus den Standardkurven ermittelt
werden; als Bezugsgrofe dient die peak-Fldche des IS, der in den Einzelstandardkurven
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n)

a)

in gleicher Menge wie die Standardsubstanz vorhanden war:

area% [IS]
RPF = area% [Std-Subst.]

Aus den Doppelbestimmungen wurde der RPF als arithmetisches Mittel berechnet. In
den Proben wurden die Substanzmengen S (mg/g Trockenstuhl) nach folgender Formel
berechnet:

v 1
S = X -4-RPF- 1z

mit y = peak-Flidche einer zu bestimmenden Substanz in der Probe
x = peak-Fliche des IS in der Probe
z = eingesetztes Probengewicht (Trockenmasse)

Wiederfindungsrate (recovery)

Im Unterschied zu Reddy et al. (1975) wurden hier keine radioaktiv markierten
Substanzen zur Ermittlung der Wiederfindungsraten eingesetzt. Als IS dienten
Substanzen der zu analysierenden Stoffklassen, die in Stuhlproben des Menschen nicht
anzutreffen sind. Damit konnen unvollstindige Wiederfindungsraten rechnerisch
korrigiert werden, indem die peak-Flichen des IS mit der eingesetzten Menge ISs
gleichgesetzt wird. Durch unvollstindige Wiederfindungsraten sind alle zu
bestimmenden Substanzen gleichermafien betroffen. Mit Beriicksichtigung des RPF ist
die Ermittlung der Konzentrationen der anderen Substanzen in den Proben mittels
Dreisatz zuléssig, da eine direkte lineare Beziehung besteht.

Bestimmung kurzkettiger Fettsduren

Die quantitative Analyse der KKFS erfolgte in Doppelbestimmung mittels Kapillar-
Gaschromatographie nach Vakuumtransfer, gemifs der Methode von Scheppach et al.
(1987) mit geringfiigigen Anderungen.

Reagenzien und Probenaufbereitung

Mit deionisiertem Wasser wurde eine Stammldsung mit je 5 mM der kurzkettigen
Fettsduren Azetat (Fa. Merck, Darmstadt), Propionat, i-Butyrat, n-Butyrat, i-Valerat, n-
Valerat (Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, CH), jeweils im hochst
verfiigbaren Reinheitsgrad, angesetzt. Als interner Standard wurde eine Losung aus 2-
Methyl-valerat (5 mM) verwendet.

Weiterhin wurden mit deionisiertem Wasser eine 5 mM Losung aus Ameisensdure, eine
0,36 M Losung aus Perchlorsdure sowie eine 1 M Losung aus Natriumhydroxid
angesetzt (alle Reagenzien Fa. Merck, Darmstadt).

Die Ameisensidure-Losung, die Serumalbumin-Losung sowie das spiter verwendete
Azeton wiesen bei gaschromatographischer Analyse nur vernachlissigbare Spuren von
Azetetat-Verunreinigungen auf.

Aliquote der aufgetauten Stuhlproben (0,2 g) wurden mit 8§ ml einer Losung von
Rinderserumalbumin (Behringwerke, Marburg) versetzt (5 g/100 ml, pH 9). Nach 1 Min.
Homogenisieren (Vortex, Fa. Heidolph, Kelheim) wurde der Ansatz zentrifugiert (3000
Upm, 15 min) und 1 ml des Uberstandes fiir den Vakuumtransfer weiterverwendet.

Zur Ermittlung einer Standardkurve wurden 0, 50 und 100 pl der vorbereiteten
Stammlosung mit je 1 ml Rinderserumalbumin versetzt und wie die Probenansétze
weiterbehandelt.
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Vakuumtransfer

Abb. 9 zeigt die fiir den Vakuumtransfer der KKFS verwendete Glasapparatur,
bestehend aus einem Rundkolbchen, einem konisch zugespitzten Reagenzglas und einem
U-formigen Verbindungsstiick mit Absperrvorrichtung, die mit der Vakuumpumpe (Fa.
Brand, Wertheim) verbunden war. Die geschliffenen Glasflichen wurden mit
Camlabfett (Fa. Camlab, Cambridge, UK) versehen, um die Vakuumentstehung in der
Apparatur zu beschleunigen.

Abb. 9: Glasapparatur fiir den Vakuumtransfer
(Scheppach)

In das Reagenzglas wurde eine Vorlage von 350 ul der vorbereiteten Natronlauge
gegeben; in das Rundkdlbchen wurden 1 ml Probeniiberstand und 60 pl IS-Losung
pipettiert.

Die Reaktion im Rundkdlbchen wurde durch Ansduerung mit 1 ml Perchlorsdureldsung
gestartet. Rundkdlbchen und Reagenzglas wurden sofort darauf in fliissigen Stickstoff
getaucht. Durch Schwenken des Kolbchens bildete der Hilfsstoff Rinderserumalbumin
im halbgefrorenen Zustand einen diinnen Film, der das Probenmaterial groBflichig an
der Innenwand verteilte und damit die Effizienz des nachfolgenden Vakuumtransfers
verbesserte.

Nach Erreichen von -196°C wurden Rundkélbchen und Reagenzglas an dem U-formigen
Verbindungsstiick befestigt und bei 8x10” mbar innerhalb von 20 sec evakuiert. Die
Glasapparatur wurde unter Beibehaltung des Vakuums von der Pumpe getrennt und in
ein Rondell iiber ein mit fliissigem Stickstoff gefiilltes Dewar-Gefid3 gehéngt, so dass
das Reagenzglas in den Stickstoff tauchte, wihrend das Rundkdlbchen auflerhalb von
der Raumtemperatur umgeben war.

Das Temperaturgefille bewirkte den Ubertritt der volatilen Substanzen aus dem
Rundkélbchen in das alkalische Milieu im Reagenzglas.

Der Vakuumtransfer war nach etwa 4 Stunden beendet.

Gefriertrocknung

Die Glasapparatur wurde gedffnet, der Inhalt des Reagenzglases wurde aufgetaut,
gemischt, auf seinen pH-Wert iiberpriift (>pH 8) und mit Parafilm versiegelt.

Die Proben wurden mit Trockeneis angefroren und iiber Phosphorpentoxid (Sicapent,
Fa. Merck, Darmstadt) iiber Nacht getrocknet.

Kapillar-Gaschromatographie

Die Proben wurden in 100 pl Aqua dest. geldst, mit einem Tropfen Indikatorlésung
versetzt (Methylorange) und bis zum Farbumschlag (saures Milieu) unter Mixen
(Vortex) mit Ameisensdure versetzt. AnschlieBend wurden 400 pl Azeton zugegeben.
Nach 30 Sek. Mischen wurde 1 pl der Losung mittels Mikroliterspritze auf die
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Kapillarsidule gegeben.

Der mit einem FID ausgeriistete Hewlett-Packard-Gaschromatograph 5890 A war mit
einer ,,Megabore DB-Wax“-Kapillarsdule aus verschmolzener Kieselerde bestiickt
worden (Ldnge: 15 m; ID: 0,53 mm; stationédre Phase: Polyethylenglykol; Filmdicke: 1
um), die zuvor wihrend zwei Stunden bei 180°C konditioniert worden war.

Das Temperaturprogramm startete bei 125°C fiir 5 min; mit einer Rate von 7°C/min
wurde anschliefend auf 150°C erhitzt und iiber 3 min die Temperatur gehalten. Die
Temperatur von Einspritzblock und Detektor lag bei 200°C. Die Gasflussrate des
Trigergases (Helium) wurde auf 5 ml, die der Hilfsgase (Helium, Wasserstoff, Luft) auf
15, 30 bzw. 400 ml/min eingestellt.

Identifizierung der Substanzen und Berechnung der Konzentrationen

Die kurzkettigen Fettsduren wurden unter Verwendung der Standard-Mix-Losungen
anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert. Die Konzentration der SCFA wurde im
Verhiltnis zum IS durch die Methode der peak-Hohen-Relation berechnet, da die ,,peak
height ratios® linear mit den entsprechenden Konzentrationen der Standardldsungen
korrelieren (Scheppach et al., 1987).

Bestimmung der Stuhlflora

Jeweils 1 g der frischen Stuhlproben wurde in eine Glasflasche (100 ml) eingewogen
und im Verhiltnis 1:10 mit Pufferlosung suspendiert (4,5 g KH,POy; 6,0 g Na,HPO,; 0,5
g Cysteinhydrochlorid; 1,0 g Tween 80; mit Aqua dest. auf 1 1 aufgefiillt). Diese
Ausgangssuspension wurde im Verhdltnis 1:10 (0,5 auf 4,5 ml) in Rohrchen
weiterverdiinnt.

Die Suspension wurde auf je einen Plattensatz fiir aerobe und anaerobe Bakterien
verimpft.

Plattensatz fiir Aerobier:
¢ Mc Conkey-Agar
Slanetz-Bartley-Agar
Sorbinsdure-Agar
Rogosa-Agar
Sabourand-Agar

* ¢ ¢ o

Plattensatz fiir Anaerobier:

¢ Blut-Agar
Kanamycin-Vancomycin-Blut-Agar
Rogosa-Agar

Nagler-Agar

Sorbinsdure-Agar

* ¢ o o

Je 0,1 ml der Probenlésungen wurden auf die Platten pipettiert und mit sterilen
Stahlspateln ausgespatelt. Die verarbeiteten Verdiinnungsstufen waren 10", 10 bei
Aerobiern und 10 (Nagler-Agar), 1073, 107,10°, 107, 10°® bei Anaerobiern.

Die anaeroben Nihrboden waren unter CO,-Athmoshére priareduziert und wurden in
einer Anaerobenkammer (Fa. Scientific, Marietta, USA) beimpft.

Die aeroben Platten wurden 2 Tage in normaler Athmosphire bei 35°C; die anaeroben
Platten in Anaerobentdpfen aus Stahl, die mit einem Gasgemisch aus Kohlendioxid,
Wasserstoff und Stickstoff geflutet worden waren, 7 d bei 35°C bebriitet.

Die Koloniezahlen wurden auf den Platten der Verdiinnungsstufen bestimmt, die eine
Zihlung ermoglichten. Mit den entsprechenden Verdiinnungsfaktoren wurde auf die
Keimzahl pro g nativen Stuhls umgerechnet.

Die Zuordnung zu den verschiedenen Gruppen von Mikroorganismen erfolgte anhand
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2.10

2.10.1

2.10.2

der selektiven Eigenschaften der Nahrboden, der Koloniemorphologie und anhand der
iiblichen morphologischen und biochemischen Kriterien.

Ermittlung von Proportionalitit und relativer Selektivitit des bakteriellen Wachstums
Px = X; : X,/Totals : Total,

Mit P= Proportionalitit oder Wachstumsgrad; X=Keimzahl einer Bakteriengruppe X
nach (X;) und vor (X,) dreiwdchigem Joghurtverzehr, Total=Gesamtkeimzahl nach
(Total;) und vor (Totaly) dreiwochigem Joghurtverzehr.

Die Berechnung entspricht einem Teilschritt zur Berechnung des ,,Pribiotischen Index
(PD* nach Palframan et al. (2003).

Vorteilhaft bei dieser Berechnung ist, dass mit realen Zahlen und nicht mit Logarithmen
gerechnet wird und dass die jeweiligen Ausgangskeimzahlen Beriicksichtigung finden.
Werte einzelner Keimgruppen >1 zeigen ein iiberproportionales Bakterienwachstum im
Verhiltnis zur relativen Veridnderung der Gesamtkeimzahl, Werte <1 zeigen eine im
Verhiltnis zur relativen Gesamtkeimzahlidnderung geringere Erhohung. Damit wird dem
Umstand Rechnung getragen, dass die Gesamtkeimzahl durch das Wachstum von
Keimzahlen erhoht wurde, die nicht analytisch erfasst worden sind.

Die relative Selektivitdt von Bakteriengruppen ergibt sich durch eine Rangordnung der
Ergebnisse in absteigender Reihenfolge.

Analyse der Serumproben
Bestimmung der Triglyzeride

Die Triglyzeride im Serum wurden mit einer Testkombination der Fa. Boehringer,
Mannheim, vollenzymatisch iiber ihren Glyzeringehalt bestimmt (modifizierte Methode
nach Wahlefeld, 1974).

Die Triglyzeride wurden enzymatisch (Lipase, Esterase) in Glyzerin und Fettsduren
aufgespalten. AnschlieBend wurde das Glyzerin mittels Katalyse der Glyzerokinase mit
Adenosin-Triphosphat (ATP) zu Glyzerin-3-phosphat phosphoryliert. Das dabei
entstandene Adenosin-Diphosphat (ADP) wurde unter Mitwirkung der Phosphokinase
mit Phosphoenolpyruvat (PEP) wieder in ATP iiberfiihrt; dabei entstand Pyruvat. Dieses
wurde durch NADH mittels Laktatdehydrogenase zu Laktat hydriert, wobei NADH zu
NAD" oxidiert wurde. Die wihrend der Reaktion verbrauchte NADH-Menge
(Messgrofe) ist der Glyzerinmenge dquivalent. Die Absorption von NADH wurde
spektralphotometrisch bei 340 nm bestimmt.

Bestimmung von Cholesterin

Das Gesamtcholesterin wurde mit einem Testsatz der Fa. Boehringer, Mannheim nach
der Methode ,,CHOD-PAP*, gemif Siedel et al. (1981) bestimmt.

Die Cholesterinester des Serums wurden unter Einwirkung der Cholesterinesterase in
Cholesterin und Fettsduren gespalten. Das freie Cholesterin wurde mit Luftsauerstoff
mittels Cholesterinoxidase (CHOD) zu A*-Cholestenon und Wasserstoffperoxid umge-
setzt. Letzteres bildete zusammen mit Phenol und 4-Amino-phenazon (PAP) unter
Mitwirkung der Peroxidase den roten Farbstoff 4-(p-Benzochinon-monoimino)-
phenazon. Dessen Farbintensitit ist der Cholesterinkonzentration direkt proportional
und wurde bei 500 nm spektralphotometrisch gemessen.
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Bestimmung von HDL- und LDL-Cholesterin

Fir die Bestimmung von HDL-Cholesterin wurde eine Testkombination der Fa.
Boehringer, Mannheim verwendet. Die Methode geht auf Burstein et al. (1970) zuriick.
Durch Zugabe von Phosphorwolframsidure und Magnesiumionen zur Probe wurden
Chylomikronen, VLDL und LDL prizipitiert. In der nach Zentrifugation im Uberstand
verbliebenen HDL-Fraktion wurde die Cholesterinkonzentration enzymatisch bestimmt
(CHOD-PAP).

Die LDL-Konzentration wurde nach der Formel von Friedewald et al. (1972) berechnet:

LDL [mg/dl] = Ges.-Chol. — Triglyceride — HDL
5

Bestimmung der Apolipoproteine A; und B

In frischem Serum (max. 8 d alt, bei 2-8°C aufbewahrt) wurden die Hauptprotein-
bestandteile der Lipidfraktionen HDL (Apo A;) und LDL (Apo B) mit einem Testsatz
der Behringwerke, Marburg bestimmt.

Die Methode beruht auf der Reaktion der Apolipoproteine mit ihren korrespondier-
enden Antikdrpern unter Bildung von Immunkomplexen. Die Prizipitationsreaktion
wurde durch kinetische Triibungsmessung quantitativ erfasst (Behring Turbitimer,
Marburg). Durch gleichzeitige Messung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit der
Komplexbildung (v, und der Zeit (tym.x) bis zum Erreichen von v, wurde das
,Antigeniiberschussphinomen umgangen (Zweideutigkeit der Signal-Konzentrations-
Beziehung bei gleichbleibender Antikorperkonzentration in Abhéngigkeit der
Antigenkonzentration) und eine eindeutige Konzentrationsbestimmung auf beiden
»Seiten der Heidelberger-Kendall-Kurve ermoglicht (Metzmann, 1985).

Die Auswertung erfolgte intern (Turbitimer) {iber den Vergleich der beiden
Reaktionsparameter mit einer von den Behringwerken ermittelten Referenzkurve fiir die
jeweils verwendete Testsatz-Charge. Die Referenzwerte, die auch eine automatische
Messtemperaturkompensation ermdoglichten, waren jeweils vor den Messungen der
Probel6sungen mittels Barcode eingelesen worden.

Bestimmung der Immunglobuline G, A und M

Fiir die Bestimmung der Immunglobuline G, A und M in den aufgetauten Serumproben
wurde eine Testkombination der Fa. Behring, Marburg eingesetzt.

Das Prinzip der Bestimmung beruht auf der immunchemischen Reaktion der
Immunglobuline mit ihren spezifischen Antikérpern und der kinetischen Triibungs-
messung, wie unter 2.10.4 beschrieben.

Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes ,,NCSS*. Als
deskriptive statistische Kenngréen wurden arithmetische Mittelwerte (m) und mittlere
Fehler der Mittelwerte (sem) berechnet. Anwendung fand der ,,Wilcoxon Signed Rank
Test* (Wilcoxon-Wilcox-Test fiir multiple Vergleiche = parameterfreies Verfahren fiir
den Vergleich verbundener Stichproben). Als signifikant gelten Unterschiede mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05. Die graphischen Darstellungen wurden mit den
Graphikprogrammen ,,Harvard Graphics* und ,,Gem* erstellt.
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ERGEBNISSE

Auswertung der Erndahrungsprotokolle
Aufnahme von Hauptnihrstoffen und Ballaststoffen

Innerhalb der Studienabschnitte A und B (Vergleich AO/A3 und B0/B3) unterschieden
sich die Aufnahmen von Hauptnéhrstoffen und Ballaststoffen nicht signifikant.

Die mittleren Werte pro Tag (Abb. 10) lagen in Studienphase A3 bei: PR: 82,1+4,4 g; F:
86,5+4,0 g; KH: 194,1£12,1 g; BST: 18,711,7; gegeniiber der Kontrollphase AO mit:
PR: 106,8+19,5 g; F: 94,249.2 g; KH: 219,6£15,9 g; BST: 17,7+1,4 g. In Studienphase
B3 betrugen die mittleren tdglichen Aufnahmen: PR: 74,5+6,3 g; F: 82,7+6,4 g; KH:
210,7£14,3 g; BST: 17,9£1,2 g gegeniiber der Kontrollphase BO mit: PR: 68,0+7,9 g; F:
80,748,8 g; KH: 196,1£12,1 g; BST: 16,311,3 g (Urdaten: Tab. Al).

Die Laktuloseergidnzung in Testwoche A3 wirkte sich gegeniiber der Kontrollwoche A0
nicht signifikant auf die mittlere tigliche Ballaststoffaufnahme aus.

Signifikante Unterschiede zeigten sich im Vergleich der beiden Kontrollwochen (AO,
BO) bzgl. der Parameter PR (p=0,03) und KH (p=0,03). Die Fettzufuhr in Phase AO war
trendméBig (p=0,08), aber statistisch nicht signifikant hoher als in Phase BO.

Abb. 10:  Mittlere téigliche Aufnahme von Hauptnihrstoffen und Ballaststoffen (mtsem)
der 12 Probanden in der Woche vor (AO, B0O) und wihrend der 3. Woche des
tdaglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Aufnahme von Nahrungsenergie, Cholesterin, gesittigten und mehrfach ungesittigten
Fettsduren, P/S-Quotient und Kalzium

Die Zufuhr an Nahrungsenergie war innerhalb der Studienabschnitte A und B statistisch
nicht signifikant verschieden (Tab. 19; Urdaten: Tab. A2). In diesem Sinne sind die
Joghurtzwischenmahlzeiten (500 ml=295 kcal; 19 g PR, 15 g F; 21 g KH; (A3: 25 ¢
Laktulose)) in A3 und B3 nicht als Addition zur Normalkost zu verstehen, sondern als
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integrierter Bestandteil in der individuellen Nahrungsauswahl der Probanden
(Substitution). In Kontrollphase B0 wurde statistisch signifikant weniger
Nahrungsenergie aufgenommen als in Kontrollphase A0 (p=0,03).

Die Cholesterinaufnahmen zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der
vier Versuchsphasen (Tab. 19, Urdaten: Tab. A2).

Die fiir die Bifidophase (A3) und ihre Kontrollphase (A0O) berechneten Aufnahmen an
gesittigten (GFS) und mehrfach ungesittigten Fettsduren (MUFS) unterschieden sich
statistisch nicht signifikant voneinander; der P/S-Quotient lag in Phase A3 signifikant
(p=0,05) niedriger als in Phase AO (Tab. 19).

In der konventionellen Joghurtphase (B3) wurden tiglich statistisch hochsignifikant
(p=0,008) mehr GF verzehrt, als in der Kontrollphase (B0). Der Verzehr MUFS war in
Phase B3 trendmiBig, aber statistisch nicht signifikant (p=0,06) geringer als in der
Kontrollwoche BO. Insgesamt resultierte in B3 ein statistisch hochsignifikant (p=0,004)
niedrigerer P/S-Quotient als in BO.

Die Kalziumaufnahmen im Vergleich der Phasen A3 und AO unterschieden sich
statistisch nicht signifikant voneinander. Unter Testjoghurt B (B3) wurde statistisch
hochsignifikant (p=0,003) mehr Kalzium aufgenommen als in der Kontrollphase B0.

Tab. 19: Mittlere tégliche Aufnahmen von Nahrungsenergie, Cholesterin, gesiittigten
(GFS) und mehrfach ungesittigten Fettsiuren (MUFS) sowie P/S-Quotient und
Kalziumaufnahme der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3.
Woche des Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Studienphasen
Parameter A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Energie [kcal/d] m 2295 2029 1909 1994  A0/BO*
tsem 190 87 147 133
Cholesterin [mg/d] m 336 340 370 344 —
tsem 59 51 46 42
GFS [g/d] m 30,8 34,8 30,2 38,6  BO/B3**
tsem 3,1 2,0 3,2 3,9
MUES [g/d] m 109 9,5 9,1 6,9  BO/B3"
tsem 2,1 2,0 1,4 0,9
P/S-Quotient m 0,35 0,28 0,31 0,19  AO0/A3* BO/B3**
tsem 0,05 0,06 0,04 0,03
Kalzium [g/d] m 1,30 1,34 0,81 1,25  B0/B3** A0/BO*

+sem 0,20 0,11 0,11 0,12

Erndhrungsmuster

Die prozentuale Verteilung der Nahrungsenergie auf die Hauptnihrstoffe war in den vier
Studienphasen statistisch nicht signifikant unterschiedlich und wird deshalb in Abb. 11
zusammenfassend dargestellt. Das Erndhrungsmuster der Versuchsteilnehmer l4sst sich
im Durchschnitt wie folgt charakterisieren:

relativ proteinreich (um 16%)
relativ fettreich (um 38%)
kohlenhydratarm (um 40%)
ballaststoffarm (18 g/d)

* ¢ o o
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Abb. 11:  Ernédhrungsmuster: Prozentuale Verteilung der Nahrungsenergie auf die Haupt-
nihrstoffe bei den 12 Probanden (in Klammern: Varianzbereiche der Mittel-werte =
My, und mp,, aus den Studienphasen AO bis B3)

Auswertung der Tagesprotokolle

Statistisch ausgewertet wurden nur z#hl- und messbare Grofien (Stuhlfrequenz,
Korpergewicht). Die Behandlung subjektiv eingeschitzter Parameter (Stuhlbeschaffen-
heit, gastrointestinale Beschwerden) beschrinkt sich auf die Darstellung der Nennungen
von Seiten der Probanden.

Stuhlfrequenz

Die Stuhlfrequenz zeigte sich durch keinen der beiden Testjoghurts signifikant
verdndert. Die Gesamtzahl der Darmentleerungen des Probandenkollektivs war in den
Testwochen A3 bzw. B3 mit 110 bzw. 107 Nennungen im Vergleich zu den
Kontrollwochen A0 bzw. BO mit 103 bzw. 98 Nennungen leicht erhoht (Abb. 12,
Urdaten: Tab. A3).

Wie Abb. 12 zeigt, ergab sich daraus eine statistisch nicht signifikant unterschiedliche
Anzahl von 8-9 Darmentleerungen pro Versuchsteilnehmer in den einzelnen
Messwochen (AO: 8,58%+3,71; A3: 9,17%3,51; BO: 8,1712,64; B3: 8,92+3,68). In den
Kontrollwochen (A0, B0) lag die Stuhlfrequenz bei 1,2 und in den Testwochen (A3, B3)
bei 1,3 Darmentleerungen pro Tag.

Stuhlbeschaffenheit

Wie aus Abb. 12 ersichtlich (Urdaten: Tab A3), wurde die Stuhlbeschaffenheit in der
iiberwiegenden Mehrzahl der Fille als ,,weich, geformt* bezeichnet (AO: 87/103 (84%);
A3: 71/110 (65%); BO: 81/98 (83%); B3: 96/107 (90%)). ,,Harte* Stiihle wurden
insgesamt hiufiger genannt (AO: 12/103 (12%); A3: 23/110 (21%); BO: 10/98 (10%);
B3: 8/107 (7%)) als ,,breiige Diarrho“ (AO: 4/103 (4%); A3: 16/110 (15%); BO: 5/98
(5%); B3: 3/107 (3%)). ,, Wiissrige Diarrhé‘ kam nur in 2% der Fille in Woche BO vor.
Im Vergleich zu den iibrigen Studienphasen, die sich untereinander kaum unterscheiden,
ist unter BJ+L (A3) eine vermehrte Nennung sowohl von ,harten” als auch von
,breiigen* Stiihlen zu erkennen.
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Abb. 12: Summe der Darmentleerungen und Stuhlbeschaffenheit der 12 Probanden vor
(A0, B0O) und in der 3. Woche nach Verzehr von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ
(B3)

Abb. 13:  Stuhlfrequenz pro Proband (m+sem) in den Wochen vor (A0, BO) und wihrend der
3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Gastrointestinale Beschwerden

Abb. 14 zeigt summarisch die Anzahl der Tage pro Messwoche (n=7), an denen die
Versuchsteilnehmer (n=12) iiber intestinale Missempfindungen klagten (n=max. 84
Nennungen pro Messwoche; Urdaten: Tab. A4).

Vereinzelt stellte sich sowohl nach Bifidojoghurt (A3: 11/84 (13%)) als auch nach
konventionellem Joghurt (B3: 14/84 (17%)) leichtes bis deutliches Vollegefiihl ein.
Auch in der ersten Kontrollwoche wurde in geringem Umfang (AO: 7/84 (8%))
vorwiegend leichtes Vollegefiihl notiert.

BJ+L verursachte keine Bldhungen: Den Nennungen in Testwoche A3 (19/84 (23%))
stehen in gleichem Umfang Beschwerden in der Kontrollwoche AO gegeniiber (18/84
(21%)). Auch der KJ verursachte nur in unerheblichem Umfang leichte bis méaBige
Bldhungen (B3: 11/84 (13%)), insbesondere im Vergleich mit der Kontrollwoche (BO:
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5/84 (6%)).

Ubelkeit wurde in allen Messwochen nur je einmal (A0, A3, BO, B3: 1/84 (1%)),
Erbrechen in keinem Fall genannt.

Insgesamt kann geschlussfolgert werden, dass beide Testjoghurts gut vertriglich waren.

Abb. 14: Summe der Tage mit gastrointestinalen Beschwerden bei den 12 Probanden in der
Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml
BJ +2,5 gL (A3) bzw. KJ (B3)

Korpergewicht
Die Korpergewichte der Probanden blieben iiber alle Versuchsphasen konstant (Abb.
15; Urdaten: Tab. AS).

Die durchschnittlichen Korpergewichte (mtsem) betrugen: 67,1+2,7 (A0); 66,8+2,6
(A3); 67,1+2,6 (BO) und 66,8+2,6 (B3).

Abb. 15:  Korpergewicht von 12 Probanden (m+sem) in der Woche vor (A0, BO) und wihrend
der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)
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3.3

Wasserstoffexhalation

In Abb. 16a (A0/A3) und Abb. 16b (B0/B3) sind die arithmetischen Mittel der Einzel-
messungen der endexspiratorischen Wasserstoffkonzentration graphisch dargestellt
(Urdaten: Tab. A6a-d).

Die Wasserstoffabatmung in den Kontrollwochen (A0, BO) spiegelt jeweils die
Restfermentation der letzten Mahlzeit am Vortag wider und sank deshalb kontinuierlich
von 7-8+1 ppm (AQ) bzw. 12-16+3 ppm (B0) nach 4 Stunden auf Werte um 4-5+1 ppm
(A0) bzw. 6-7£1 ppm (BO).

Nach Gabe des BJ+L (A3) zeigte sich, ausgehend von etwa 10+3 ppm (0.00 h), nach 15
min ein geringfiigiger Anstieg der H,-Konzentration (0.15 h), der nach weiteren 45 min
(1.00 h) wieder abfiel und bei 2.5 h den tiefsten Punkt, etwa 8+2 ppm erreichte. Ab 2.30
h stieg die H,-Konzentration kontinuierlich bis zum Maximum von knapp 2443 ppm
nach 6.15 h. Nach 8.00 h waren die Ausgangswerte in etwa wieder erreicht (13+£3 ppm).
Die Werte der Wasserstoffexhalation nach KJ (B3) bewegten sich in den ersten 4-5 h
unterhalb bzw. im Rahmen der Kontrollwerte bis zu einem Minimalwert um 6-7+1 ppm
und erreichten auch zum Zeitpunkt 6.0 h mit maximalen Ausprigungen um 10£2 ppm
keine hoheren Werte als zu Beginn der Messung. Nach 8 h wurden 7+1 ppm gemessen.

In beiden Studienphasen war jedoch die Wasserstoffexhalation nach Joghurtverzehr,
berechnet als Fliche unter der Kurve nach Abzug der Kontrollwerte, (A3: 4098+567
ppm x min; B3: 9344218 ppm x min) statistisch hochsignifikant grofer (p=0,002;
p=0,008) als in den Kontrollmessungen (A0, BO) ohne Joghurtzufuhr (A0, B0=0
gesetzt). Nach Verzehr des BJ+L (A3) wurde statistisch hochsignifikant (p=0,003) mehr
Wasserstoff abgeatmet als nach Verzehr des KJ (B3) (Abb. 17; Urdaten: Tab. A7).

Abb. 16a:  Wasserstoffexhalation in Studienphase A (niichtern (AO) und nach niichternem
Verzehr von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3); mtsem, n=12, unverbundene Markierungs-
punkte: n=5)
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Abb. 16b:  Wasserstoffexhalation in Studienphase B (niichtern (B0) und nach niichternem
Verzehr von 500 ml KJ (B3); m#sem, n=12, unverbundene Markierungspunkte:
5>n>1)

Abb. 17: Wasserstoffexhalation (AUC) nach Verzehr von 500 ml zweier Testjoghurts
(A3, B3), im Vergleich zu niichtern gemessenen Werten (A0, B0), mtsem, n=12

3.3.1 Oro-zikale Transitzeit

Unter BJ+L verkiirzte sich die oro-zidkale Transitzeit in Phase A3 (4,0+0,3 h) statistisch
signifikant (p=0,05) im Vergleich zum KJ in B3 (4,9£0,6 h).
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3.4.3

Stuhlparameter
Stuhlfeuchtmasse

Keine der beiden Joghurtpriparationen wirkte sich im Vergleich zu ihrer Kontrollphase
signifikant auf die Exkretion von Stuhlfrischmasse pro Tag aus (Tab. 20, Urdaten: Tab.
A8). Ob die trendméBigen Unterschiede im Vergleich der Kontrollgruppen (A0/BO:
p=0,07) durch die signifikant unterschiedlichen PR- und KH-Aufnahmen in diesen
Versuchsphasen bedingt gewesen sein konnten, ist auf Grund der guten Verdaulichkeit
der Hauptnihrstoffe fraglich, aber nicht auszuschlieBen. Auf Grund der fehlenden
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollgruppen ist der signifikante Unterschied im
Vergleich der Joghurtphasen (A3/B3: p=0,03) weniger relevant.

Relativer Trockenmassegehalt

Weder der Verzehr des BJ+L, noch der Verzehr des KJ verursachten eine relative
Verschiebung der Trockenmasse- und damit auch nicht der Wassergehalte in den
Stuhlproben (Tab. 20, Urdaten: Tab. A8). Da in der Testwoche A3 keine grofere
Standardabweichung festgestellt werden konnte (SD, Tab. 20) kann die subjektive
Einschidtzung der Stuhlkonsistenz seitens der Probanden (mehr ,harte” und ,breiige*
Stiihle) hier nicht bestétigt werden.

Tab. 20: Mittlere tégliche Frischmasseausscheidung, Trockenmassegehalt in Prozent der
Frischmasse, mittlere tigliche Trockenmasseausscheidung sowie Stuhl-pH-Wert
der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des tiglichen
Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L. (A3) bzw. KJ (B3)

Studienphasen
Parameter A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Frischmasse [g/d] m 1647 157,7 1399  131,5 A0/BO™; A3/B3*
+sem 20,3 17,7 17,2 14,4
Trockenmasse [% FM] m 25,0 25,2 25,3 26,1 —
+sem 1,6 1,2 1,2 1,7
+SD 5,5 42 4,2 5,7
Trockenmasse [g/d] m 38,5 38,1 33,9 32,1 A3/B3*
+sem 3,8 3,1 3,1 2.4
pH-Wert m 6,39 6,43 6,35 6,46 —

tsem 0,11 0,11 0,14 0,15

Stuhltrockenmasse

Auch beziiglich der tédglichen Ausscheidung an Stuhltrockenmasse wurden keine
statistisch bedeutsamen Unterschiede in den Testwochen im Vergleich zu den
Kontrollwochen festgestellt (Tab. 18, Urdaten: Tab. A8). Die statistisch signifikant
hohere Feuchtmasseausscheidung in A3 im Vergleich zu B3 beruhte auf der ebenfalls
statistisch signifikant (p=0,03) erhohten Trockenmasseausscheidung in A3 gegeniiber
B3. Auf Grund der fehlenden statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den
Kontrollwochen ist das Ergebnis als unerheblich einzustufen.
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3.4.6

34.6.1

pH-Wert

Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollwochen hatte keiner der beiden Testjoghurts
statistisch signifikanten Einfluss auf den pH-Wert des ausgeschiedenen Stuhls (Tab. 18,
Urdaten: Tab. A8). Der durchschnittliche pH-Wert aller Messwochen lag bei 6,4.

Oro-anale (mittlere) Transitzeit (mtt)

Keiner der beiden Testjoghurts verinderte die Dauer der oro-analen Passagezeit des
Chymus in nennenswertem Umfang (Abb. 14, Urdaten: Tab. A9a und A9b).

Im Vergleich zu ihren Kontrollwochen (AQO: 36,8+4,7 h; BO: 38,9+6,9 h) sind die
mittleren Transitzeiten in Testwoche A3 (38,4+2.7 h) und in Testwoche B3 (40,2+4,8 h)
leicht, aber statistisch nicht signifikant verlingert. Im Durchschnitt wurden fiir den
gastrointestinalen Transit 38,6 h bendtigt.

Abb.18: Oro-anale (mittlere) Transitzeit der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und
in der 3. Woche des tédglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ
(B3), mtsem

Keimausscheidung

AuBler den in Tab. 21a (mittlere Keimkonzentrationen) und Tab. 21b (mittlere tdgliche
Keimexkretionen) aufgefiihrten Keimgruppen wurden noch Staphylokokken, Bacillus
spp., Nicht-E. coli-Enterobakterien, Pseudomonas, Bacteroides fragilis, anaerobe
Gram-positive Kokken und Clostridium difficile bestimmt, die jedoch nicht bzw. nur
sporadisch auftraten und deshalb lediglich mit den Urdaten im Anhang verzeichnet sind
(Tab. A10a-d und Alla-d).

Aerobe Keime
Die Gesamtzahl der aeroben Keime war durch den Verzehr der Testjoghurts weder
hinsichtlich der Keimkonzentration, noch der -exkretion pro Tag signifikant veréndert.

Auch die Keimkonzentration der einzelnen aeroben Gruppen war statistisch nicht
signifikant beeinflusst; nach BJ+L (A3) zeichnete sich aber eine trendmifBige (p=0,07)
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34.6.2

Zunahme der Konzentration von Strepto- bzw. Enterokokken ab (Tab. 21a), aus der mit
Beriicksichtigung der ausgeschiedenen Stuhlmenge eine signifikante Erhohung der
Strepto- bzw. Enterokokkenexkretion (p=0,05) resultierte (Tab. 21b).

Die Keimexkretion anderer aerober Bakterien (Laktobazillen, Enterobakterien bzw. E.
coli) wurde durch die Testjoghurts statistisch nicht signifikant beeinflusst.

Die orale Tagesdosis von S. thermophilus (1g 10,4) lag in der Groenordnung von 1-2
Zehnerpotenzen iiber der durchschnittlichen tiglichen Streptokokkenexkretion. Eine
eventuelle Divergenz von Strepto- und Enterokokkenexkretion (Ausweitung der Strepto-
kokkengruppe durch S. thermophilus) war nach Joghurtverzehr nicht festzustellen. Mit
der Einschrinkung, da} S. thermophilus nicht spezifisch bestimmt wurde, kann aus den
vorliegenden Daten nicht herausgelesen werden, dass S. thermophilus die Magen-Darm-
Passage in nennenswertem Mafe iiberlebte.

Die orale Tagesdosis von L. bulgaricus (1g 10,4) lag um etwa 3-4 Zehnerpotenzen iiber
der durchschnittlichen tiglichen Exkretion aerober Laktobazillen. Mindestens 99,9%
dieser Starterbakterien haben damit die Magen-Darm-Passage nicht iiberlebt. Auch hier
wurden keine spezifischen Nachweise gefiihrt.

Bacillus spp. wurde nach Joghurtverzehr, insbesondere nach BJ+L, ofter im Stuhl
nachgewiesen als in den Kontrollphasen (Tab. A10a-d: AO: 2/10; A3: 6/12; BO: 1/11;
B3:3/12).

Konzentration und Exkretion der Gruppe der Candida reagierten statistisch nicht
signifikant auf die Joghurtzufuhren (Tab. 21a und 21b).

Der relative Anteil der aeroben Keime trug - mit Ausnahme von BO: 7,8% und
vergleichsweise hohe Streuung - nur zu 0,4-1% zum gesamten Keimspektrum bei (Abb.
19). Innerhalb des aeroben Spektrums waren keine signifikanten Verschiebungen
festzustellen (Tab. Al2a); nach KJ hatte sich der Enterobakterien- bzw. E. coli-Anteil
trendméBig verringert. Den grofiten Aerobieranteil stellten meist Enterobakterien/E. coli
(ohne BO meist 0,1-0,6%) bzw. Strepto-/Enterokokken (0,2-0,4%). Aerobe Laktobazillen
machten <0,01% der Gesamtkeime aus. Die Candida-Fraktion war in allen
Versuchsphasen <0,00%.

Anaerobe Keime

Die Konzentration anaerober Gesamtkeime war nur nach KJ (B3) im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikant (p=0,01) erhoht (Tab. 21a). Auch im Vergleich zur
Bifidophase (A3), die im Vergleich zur Kontrollgruppe nur trendméfig (p=0,09) hohere
Werte zeigte, ergab sich ein statistisch signifikant (p=0,04) hoheres Ergebnis. Beide
Testjoghurts fithrten aber zu statistisch signifikant (A3: p=0,04; B3: p=0,01) hoherer
tiglicher Exkretion anaerober Keime im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (Tab.
21b).

Konzentration und Exkretion der Gattung Bacteroides waren in beiden Joghurtphasen
im Vergleich zu den Kontrollwerten statistisch signifikant (A3: p=0,05; B3: p=0,01)
gestiegen. Nach Verzehr beider Joghurts ging die Streuungsbreite der Mittelwerte
zuriick.

Wihrend nach BJ+L (A3) die Konzentration von anaeroben Gram-positiven Stibchen
(ang+S) und von Bifidobakterien statistisch nicht signifikant, sondern nur trendmifig
(p=0,09) zugenommen hatte, wurden hinsichtlich der Keimexkretion bei ang+S
statistisch signifikant (p=0,04) hohere Keimzahlen ermittelt, die vor allem auf die
statistisch signifikant (p=0,05) erhohte Ausscheidung von Bifidobakterien zuriick-
zufilhren war. In Studienphase A3 wurden durchschnittlich doppelt so viele
Bifidobakterien ausgeschieden wie in Kontrollphase AO.
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Tab. 21a: Mittlere fikale Keimkonzentrationen (Kolonie bildende Einheiten pro Gramm Stuhlfeucht-
masse) der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des Verzehrs von
tiaglich 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Keimgruppen Studienphasen
[10* KBE/g FM]
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Streptokokken m 629 659 655 7,00  A0/A3®
+sem 0,35 0,35 0,24 0,37
aerob/ Enterokokken m 6,29 6,59 6,55 7,00  A0/A3™P
fakultativ +sem 0,35 0,35 0,24 0,37
anaerob Aerobe Lactobaz. m 4,71 5,06 421 492 —
+sem 0,60 0,22 0,49 0,24
Enterobakterien m 6,80 6,73 7,21 7,53 A3/B3D
+sem 0,47 0,41 0,39 0,20
E. coli m 643 6,45 7,18 7,53 A3/B3"

tsem 0,78 0,65 0,39 0,20

Bacteroides m 8,22 10,03 8,75 10,58  AO0/A3*; BO/B3**
tsem 1,05 0,20 1,01 0,23

Anaerobe Gram-positive m 974 10,12 9,32 10,44 A0/A3"; BO/B3**;

Stiibchen +sem 0,18 0,13 0,15 0,15  A0/BO*
Bifidobakterien m 9,60 9,92 8,68 10,27 A0/A3D; BO/B3#;
anaerob t+sem 0,16 0,13 0,44 0,15 AO0/BO*
Eubakterien m 8,23 9,51 9,04 9,99  BO0/B3*; AO/BO™"
+sem 1,05 0,14 0,14 0,18
Clostridien m 3,94 4,94 4,37 505 —
+sem 0,32 0,26 0,35 0,33
C. perfringens m 3,94 4,86 4,02 505 Bo/B3"
+sem 0,32 0,28 0,39 0,33
fakultativ Candida m 3,21 2,93 3,25 349 —
anaerob t+sem 0,55 0,54 0,56 0,39
Gesamtkeime m 7,30 7,28 7,50 7,90  A3/B3®

aerob/fakultativ anaerob  +sem 0,29 0,28 0,31 0,23

A0/A3D: BO/B3*+,

Gesamtkeime m 10,02 10,43 10,04 10,93 A3/B3*

anaerob tsem 0,16 0,14 0,10 0,14

Gesamtkeime m 10,00 10,44 10,09 10,94 A0/A3"; BO/B3**;
aerob + anaerob t+sem 0,18 0,14 0,08 0,14  A3/B3*

94




Tab. 21b: Mittlere tigliche Keimexkretionen (Kolonie bildende FEinheiten) der 12 Probanden in der
Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des Verzehrs von tiglich 500 ml BJ + 2,5 g L
(A3) bzw. KJ (B3)
Keimgruppen Studienphasen
[10* KBE/d]
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Streptokokken m 8,52 8,75 8,67 9,05 AO/A3*
+sem 0,37 0,36 0,26 0,38
aerob/ Enterokokken m 8,52 8,75 8,67 9,05 AOQ/A3*
fakultativ +sem 0,37 0,36 0,26 0,38
anaerob Aerobe Lactobaz. m 6,71 7,22 6,13 7,00 —
+sem 0,81 0,23 0,67 0,26
Enterobakterien m 9,03 8,90 9,33 9,62 —
+sem 0,47 0,41 0,39 0,17
E. coli m 842 8,43 9,30 9,61 —
+sem 1,00 0,82 0,38 0,16
Bacteroides m 10,12 12,19 10,65 12,66  AO0/A3*; BO/B3**
+sem 1,29 0,21 1,21 0,22
Anaerobe Gram-positive m 11,92 12,29 11,43 12,52  AO0/A3*; BO/B3*;
Stibchen +sem 0,19 0,15 0,18 0,14
Bifidobakterien m 11,78 12,08 10,79 12,35  A0/A3*; BO/B3**;
anaerob tsem 0,17 0,15 0,46 0,15 AOQ/BO*
Eubakterien m 10,13 11,68 11,15 12,08 BO0/B3*
+sem 1,28 0,14 0,15 0,18
Clostridien m 6,11 7,10 6,48 7,13 —
+sem 0,36 0,24 0,36 0,33
C. perfringens m 6,11 7,03 6,14 7,13 BO/B3'"
tsem 0,36 0,26 0,38 0,33
fakultativ Candida m 5,03 4,55 4,95 540 —
anaerob tsem 0,80 0,81 0,84 0,54
Gesamtkeime m 953 9,44 9,62 9,98  A3/B3"
aerob/fakultativ anaerob  +sem 0,30 0,29 0,31 0,21
AO0/A3*; BO/B3**;
Gesamtkeime m 12,20 12,60 12,15 13,02
anaerob t+sem 0,17 0,16 0,12 0,14
Gesamtkeime m 1224 12,60 1220 13,02 A0/A37"; BO/B3*¥,
aerob + anaerob tsem 0,19 0,16 0,11 0,14
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34.6.3

Die Mehrausscheidung in A3 (Ig 11,78 KBE/d) iiberstieg die mit BJ+L téglich
aufgenommene Zahl (mind. lg 8,7-max. Ig 10,7) um mindestens 1 bis maximal 3
Zehnerpotenzen. Damit ist gesichert, dass eine intestinale Proliferation von
Bifidobakterien stattgefunden hat; zur Uberlebensfihigkeit der oral zugefiihrten Bif.
longum ist keine Aussage moglich, da die Analysemethode keine Unterscheidung
zwischen endo- und exogenen Bifidobakterien erlaubte und auch mit KJ allein starke
Zunahmen der Bifidoflora zu beobachten waren.

Konzentration und Exkretion von Eubakterien wurden durch BJ+L (A3) statistisch
nicht signifikant veréndert.

Nach KJ (B3) waren sowohl die Konzentrationen der anG+S und der beiden Gattungen
Bifido- und Eubakterien statistisch deutlich erhoht (p=0,01; p=0,01; p=0,03), als auch
die Exkretionen dieser Keimgruppen (p=0,02; p=0,01; p=0,03). Durch die
Mehrausscheidung an Bifidobakterien in Studienphase B3 (Ig 12,34 KBE/d) wurden
durchschnittlich 36 mal so viele Bifidobakterien ausgeschieden wie in BO0. Die
Bifidokonzentration war nach KJ um das 39-fache angestiegen. Zwischen Konzentration
sowie Exkretion der Bifidobakterien nach Gabe von BJ+L und KJ (A3/B3) besteht
statistisch formal kein Unterschied. Da beide Parameter jedoch nach KJ héhere Werte
annehmen als nach BJ+L und die Ausgangswerte in BO signifikant (p=0,03) geringer
waren als in A0, kann geschlussfolgert werden, dass die Bifidoflora durch KJ stirker
stimuliert wurde als durch BJ+L. Dies Ergebnis ist iiberraschend, da der BJ+L,
abgesehen von dem Zusatz lebender Bifidobakterien (!) und dem ,bifidogenen
Wachstumsfaktor® (!) Laktulose identisch war mit dem KJ und daher eine stirkere oder
zumindest gleichartige, nicht aber eine schwichere Reaktion erwartet wurde.
Entscheidend fiir den Wirkungsgrad eines Probiotikums ist daher offenbar auch die
Ausgangskeimzahl der bereits ansédssigen Bifidobakterien.

Der signifikante Unterschied (p=0,03) in Konzentration und Exkretion der
Bifidobakterien im Vergleich der Kontrollphasen (A0O/BO) ist ein wichtiges Ergebnis, da
hier deutlich wird, dass offenbar nicht alle Einflussfaktoren kontrolliert worden sind.
Damit muss notwendigerweise die Validitit der Testphasenergebnisse kritisch diskutiert
werden.

Weder BJ+L (A3) noch KJ (B3) wirkten sich signifikant auf Konzentration u/o
Exkretion von Clostridien aus; bei C. perfringens waren beide Messgroflen nach
Verzehr des KJ tendenziell (p=0,07) erhoht.

Prozentuale Anteile der wichtigsten Keimgruppen

Abb. 19 zeigt die quantitativ bedeutendsten Keimgruppen in ihren prozentualen Anteilen
an den Keimspektren aus den vier Versuchsphasen (Urdaten: Tab. Al12a und b).

Der relative Anteil der gesamten Anaerobier betrug i.d.R. mindestens 99% des
gesamten Keimspektrums (Ausnahme: Phase BO mit 92,2% und vergleichsweise hoher
Streuung); zwischen den vier Phasen waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant
(Tab. A12b, Anhang).

Die prozentualen Anteile anG+S bzw. der Bifidobakterien waren mit 23,215,2% bzw.
11,943,8% in Kontrollphase B0 signifikant (p=0,04) niedriger als mit 66,2+12,3% bzw.
49,3110,9% in Kontrollphase A0 (Tab. A12b).

Bei den relativen Anteilen einzelner anaerober Bakteriengruppen nach BJ+L (A3)
zeigten sich keine statistisch signifikanten Verschiebungen im Spektrum (Tab. A12b).
Die scheinbare Ausweitung des Bacteroides- auf Kosten des Bifidoanteils in A3 ist
statistisch nicht einmal als trendméfBig zu bezeichnen. Auffillig sind jedoch die
geringeren Streubreiten nach BJ+L.
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Abb. 19: Keimspektren (prozentuale Anteile der quantitativ bedeutendsten fikalen
Keimgruppen), mtsem, der 12 Probanden in der Woche vor (AO; B0O) und
wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) ' bzw.
KJ (B3)

Der Verzehr des KJ (B3) dagegen fiihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
signifikanten relativen Abnahme des Bacteroidesanteils um 10,9% (p=0,05) und einer
signifikanten Erhohung des relativen Anteils anG+S um 18,3% (p=0,02), die im
wesentlichen auf eine signifikante (p=0,02) VergroBerung des Bifidoanteils um 18%
zurlickzufiithren war. Die Werte in B3 zeigten damit die Tendenz, sich den Werten der
Studienphase A anzunihern, zu denen keine signifikanten Unterschiede mehr bestanden
(Tab. A 12b; Abb. 19).

Die Eubakterienanteile waren nach Joghurtzufuhr (A3, B3) im Vergleich zu den
zugehorigen Kontrollgruppen statistisch nicht signifikant verdndert; in B3 war der

Anteil trendmiBig groBer als in A3 (Tab. A12b, Abb. 19).

Die Clostridienanteile betrugen in allen Versuchsphasen <0,00%.

! Erlduterung: Da unabhingige Einzelbestimmungen zugrunde liegen, entspricht die Summe der Bif und Eu nicht
exakt der KZ der iibergeordneten Gruppierung anG+S. Bei Bif + Eu > anG+S wurde fiir die Darstellung anG+S
= 100% angenommen und in Bif- und Eu- Anteile entsprechend ihrem Verhiltnis zueinander (Tab. Al12a und b)
aufgeteilt. Die Darstellung unterschitzt daher Bif bzw. Eu in A0 um 0,3 bzw. 0,1%, in BO um 0,2 bzw. 0,2%, in
B3 um 4,5 bzw. 2,8%. In A3 ist anG+S > Bif + Eu. Die Differenz betrigt 4,4% und ist wahrscheinlich durch das
Auftreten anderer anG+S (z.B. weitere anaerobe Milchsdurebakterien) bedingt (s. ,,?%).
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34.64

34.7

Proportionalitit und relative Selektivitit des Bakterienwachstums

Tab. 22 verdeutlicht, welche Keimgruppen iiberproportional durch die Joghurtzufuhr
profitiert haben (Werte >1).

Tab. 22: Proportionalitit des Bakterienwachstums in der Stuhlflora unter 3-wochigem
Verzehr von Joghurt A (500 ml/d BJ + 2,5 g L) und Joghurt B (500 ml/d KJ),
n=12

*, ** eg liegen absolute Keimzahldnderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
zu Grunde

Die relative Selektividit der Bakteriengruppen, deren Wachstum sich unter
Joghurtverzehr {iiberproportional zur Gesamtkeimzahl signifikant erhohte, ldsst sich
beschreiben als:

(A): Bac >> anG+S, Bif
(B): Bac > Bif > anG+S, Eu

Neutrale Sterine

Wichtigstes Ergebnis der Analyse fikaler neutraler Sterine ist eine statistisch
signifikante Abnahme der Konzentration (p=0,03, Tab. 23a) und der Exkretion (p=0,02,
Tab. 23b) von 4-Cholesten-3-on nach BJ+L im Vergleich zur Kontrollgruppe (A3/AO0,
Urdaten: Tab. A13a und c). Nach KJ trat keine Anderung ein.

Konzentration und Exkretion von Cholesterin und Koprostanol wurden durch keinen
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der beiden Testjoghurts statistisch signifikant beeinflusst. Die in Kontrollphase B0
statistisch signifikant (p=0,03) hohere Koprostanolkonzentration im Vergleich zu A0
erscheint unwesentlich, da die Exkretion unverindert blieb.

Bei Koprostanon ergab sich nur nach BJ+L eine trendmifBige, aber statistisch nicht
signifikante (p=0,09) Absenkung der Konzentration. Die Hohe der Exkretion blieb
ebenfalls unbeeinflusst. KJ verursachte keine Wirkung.

Keiner der beiden Testjoghurts wirkte sich statistisch signifikant auf Konzentration und
Exkretion von Triol aus. Unbedeutende Unterschiede zeigten sich im Vergleich der
Kontrollgruppen bei der Konzentration (p=0,07). Nach KJ war die Exkretion leicht, aber
statistisch nicht signifikant erhoht (p=0,08).

Die Konzentration von BSitosterin war nach beiden Joghurts unveréndert. Unterschiede
zwischen den Kontrollgruppen waren unbedeutend (p= 0,07). Die Exkretion war nach
KJ (B0/B3) statistisch signifikant (p=0,03) erniedrigt.

Konzentration und Exkretion von Stigmasterin und Campesterin sowie der Gesamtheit
der neutralen Sterine wurden durch die Joghurtzufuhr in beiden Studienphasen nicht
beeinflusst.

Tab.23a:  Mittlere fikale Konzentrationen neutraler Sterine in gefriergetrockneten
Stuhlproben der 12 Probanden in der Woche vor (AO/BO) und wihrend der 3.
Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Neutrale Sterine Studienphasen
(mg/g TM)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Cholesterin m 2,61 2,98 3,44 3,00 —
+sem 0,63 0,55 0,74 0,62
Koprostanol m 3,61 3,60 4,89 4,96 A0/ BO*; A3/B3"
t+sem 0,81 0,76 1,12 1,01
4-Cholesten-3-on m 0,76 0,35 0,48 0,45 AOQ/A3*
+sem 0,22 0,14 0,19 0,18
Koprostanon m 3,07 1,70 1,64 1,78 A0/A3D
t+sem 0,92 0,83 0,60 0,61
Triol m 014 014 022 0,20  Ao/BO™
+sem 0,06 0,06 0,09 0,08
B-Sitosterin m 1,81 1,60 2,06 1,51 Ao/BO™
t+sem 0,26 0,26 0,24 0,24
Stigmasterin m 0,54 0,32 0,33 0,36 —
+sem 0,30 0,15 0,16 0,16
Campesterin m 2,02 1,44 2,21 1,86 —

tsem 0,59 0,36 0,67 0,54

Neutrale Sterine, m 14,55 12,12 15,27 14,12 —
gesamt tsem 1,69 0,97 1,55 1,71
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Tab. 23b:  Mittlere téigliche Exkretion neutraler Sterine (m#sem) der 12 Probanden in der
Woche vor (A0/B0) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml
BJ +2,5 gL (A3) bzw. KJ (B3)

Neutrale Sterine Studienphasen
(mg/d)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon

Cholesterin m 108,8 122,3 118.,3 101,5 —
+sem 30,2 26,9 28,6 22,8

Koprostanol m 122,8 126,9 152,0 148,3 —
+sem 24,7 27,8 32,2 30,9

4-Cholesten-3-on m 26,8 10,4 12,5 11,3 AOQ/A3*
tsem 8,7 4,3 4,6 4,3

Koprostanon m 110,5 78,9 58,2 58,5 —
+sem 35,0 40,8 21,6 20,5

Triol m 55 5.8 8,7 7,1 Bo/B3"
+sem 2.4 2,6 3,5 2,9

B-Sitosterin m 72,5 62,7 70,2 50,6 BO/B3*
+sem 12,9 12,3 11,1 9,4

Stigmasterin m 192 14,4 13,9 12,1 —
+sem 11,2 6,8 6,8 5,2

Campesterin m 784 59,2 78,2 65,0 —
+sem 22,9 16,7 20,3 19,0

Neutrale Sterine, m 544.5 480,5 512,2 4544 —

gesamt tsem 67,2 65,1 62,9 63,3

3.4.8 Gallensduren

Fiir keinen der beiden Testjoghurts waren statistisch signifikante Auswirkungen auf
Konzentration u/o Exkretion von primidren (CDCA, CA), sekundiren (LCA, DCA),
tertiiren (UDCA, 7-KLCA, 12-KLCA) oder Gesamt-Gallensduren festzustellen (Tab.
24a und 24b, Urdaten: Tab. Al4a-d).
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Tab.24a:  Mittlere fikale Gallensiurekonzentrationen (mtsem) in gefriergetrockneten
Stuhlproben der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3.
Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Gallensiuren Studienphasen
(mg/g TM)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
CDCA m 048 0,64 0,45 049 —
tsem 0,11 0,28 0,14 0,16
CA m 0,48 0,30 0,08 0,01 —
+sem 0,34 0,20 0,06 0,01
LCA m 291 2,26 1,56 1,63 —
tsem 1,40 0,85 0,44 0,35
DCA m 0,95 0,94 0,93 1,13 —
+sem 0,29 0,35 0,44 0,54
7-KDCA m 2,16 1,88 0,63 0,50 —
tsem 1,97 1,41 0,29 0,28
UDCA m 0,21 0,35 0,31 0,18 —
+sem 0,16 0,23 0,22 0,14
7-KLCA m 0,04 0,02 0,03 0,07 —
tsem 0,03 0,02 0,03 0,05
12-KLCA m 0,29 0,21 0,25 043 —

tsem 0,10 0,08 0,08 0,13

Gallensduren, gesamt m 7,52 6,59 4,23 444 —
tsem 3,67 2,56 0,66 0,65

Tab. 24b:  Mittlere tigliche Gallensdurenexkretionen (mtsem) der 12 Probanden in der
Woche vor (A0, BO) und wéhrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml
BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Gallensauren Studienphasen
(mg/d)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon

CDCA m 18,4 29,9 17,3 16,5 —
+sem 5.1 15,5 6,8 6,6

CA m 29,9 15,8 3,5 0,4 —
+sem 23,1 10,6 2,4 0,4

LCA m 1544 92,1 51,4 49,2 —
+sem 101,9 46,8 14,5 12,1

DCA m 40,7 29,0 28,7 320 —
tsem 144 9,4 12,4 15,6

7-KDCA m 1473 96,8 28.4 19,6 —
+sem 140,5 76,7 14,9 11,1

UDCA m 94 17,1 12,4 7,6 —
tsem 7,0 11,7 9,0 6,3

7-KLCA m 1,3 1,0 1,1 2,2 —
+sem 1,1 1,0 1,1 1,9

12-KLCA m 9,1 7,3 7,9 11,6 —
+sem 3,1 2,9 2,4 3,3

Gallensduren, gesamt m 4104 289,0 150,8 139,1 —

tsem 271,3 1449 30,8 21,3
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Kurzkettige Fettsduren

Wie aus Tab. 25a und 25b ersichtlich wird, hatten die Testjoghurts keinen bzw. kaum
Einfluss auf Konzentration u/o Exkretion kurzkettiger Fettsduren im Stuhl. Als einzige
Ausnahme war eine statistisch signifikante (p=0,02) Erhohung der Azetatkonzentration
nach BJ+L (AO0/A3) festzustellen, die jedoch relativiert wird durch die unveridnderte
mittlere tigliche Azetatexkretion.

Die signifikanten Erhohungen der Konzentrationen von i-Butyrat (p=0,02) und n-
Valerat (p= 0,05) nach KJ im Vergleich zu BJ+L sollten keine Bedeutung beigemessen
werden, da sich im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen keine bedeutsamen
Veridnderungen ergaben.

Das relative Verhiltnis der Konzentration KKFS (Azetat:Propionat:n-Butyrat) betrug:

In AO: 47:23:23, in A3: 60:17:18 und in BO: 54:20:20, in B3: 53:22:18.

Die Urdaten sind im Anhang, Tab. A15a und b, zu finden.

Tab. 25a:  Mittlere fikale Konzentration kurzkettiger Fettsduren (mtsem) in frischen
Stuhlproben der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3.
Woche des tdglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Kurzkettige Studienphasen

Fettsduren

(nmol/ g FM)

A0 A3 B0 B3 Wilcoxon

Azetat m 37,07 55,10 47,94 48,98  A0/A3*
+sem 6,15 7,31 8,25 6,80

Propionat m 18,30 15,99 17,80 20,94 —
+sem 2,53 1,28 2,18 4,55

n-Butyrat m 17,84 16,19 17,26 17,01 —
+sem 2,18 1,69 2,11 1,49

i-Butyrat m 1,90 1,46 1,83 2,19  A3/B3*
+sem 0,42 0,13 0,33 0,34

n-Valerat m 1,96 1,67 1,80 2,01 A3/B3*
+sem 0,36 0,28 0,26 0,30

i-Valerat m 1,77 1,92 1,85 221 —

tsem 0,22 0,26 0,34 0,36

Kurzkettige Fettsduren m 78,83 92,34 88,48 93,34 —
gesamt tsem 8,64 8,18 10,69 10,12
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3.5

3.5.1

Tab.25b:  Mittlere tigliche Exkretion kurzkettiger Fettsiuren (mtsem) in frischen
Stuhlproben der 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3.
Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ + 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Kurzkettige Studienphasen
Fettsduren
(umol/ d)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon
Azetat m 6,26 8,60 6,49 6,43 —
+sem 1,28 1,53 1,29 1,19
Propionat m 3,02 2,49 2,44 2,95 —
+sem 0,49 0,30 0,39 0,84
n-Butyrat m 3,14 2,54 2,52 2,36 —
+sem 0,61 0,39 0,50 0,39
i-Butyrat m 0,32 0,22 0,25 027 —
tsem 0,10 0,02 0,06 0,04
n-Valerat m 0,35 0,25 0,25 0,25 —
+sem 0,09 0,04 0,05 0,04
i-Valerat m 0,27 0,28 0,21 0,26 —

tsem 0,03 0,04 0,02 0,04

Kurzkettige Fettsduren m 13,37 14,39 12,15 12,53 —
gesamt tsem 2,12 1,91 1,91 2,07
Blutparameter

Lipide

Keiner der beiden Testjoghurts wirkte sich in signifikanter Weise auf die Konzentration
von Triglyceriden, Gesamtcholesterin, HDL- oder LDL-Cholesterin aus (Abb. 20,
Urdaten: Tab. A16).

Die Triglyceridkonzentrationen betrugen 94,3115,8 mg/dl (A0), 83,8+10,7 mg/dl (A3),
85,0£8,2 mg/dl (BO) und 87,7+13,6 mg/dl (B3).

Die Konzentrationen an Gesamtcholesterin beliefen sich auf 195,8+11,8 mg/dl (A0),
190,3+10,8 mg/dl (A3), 189,7£10,1 mg/dl (BO) und 193,2+8,1 mg/dl (B3).

Die HDL-Cholesterinkonzentrationen lagen bei 54,1£3,5 mg/dl (A0), 55,3+3,7 mg/dl
(A3), 56,012,6 mg/dl (BO) und 58,1£2,6 mg/dl (B3).

Die LDL-Cholesterinkonzentrationen nahmen Werte von 122,8+12,2 mg/dl (AO),
118,2+10,3 mg/dl (A3), 116,8%£9,9 mg/dl (BO) und 120,2+8,9 mg/dl (B3) an.

Die Auswirkungen des um 0,07 (A3) bzw. 0,12 (B3) signifikant gesunkenen P/S-
Quotienten sowie der in B3 um 84 g/d signifikant erhohten Aufnahme gesittigter
Fettsduren und der um 19,6 mg/d signifikant verringerten Exkretion von B-Sitosterin in
Phase B3 waren nicht ausreichend, um sich statistisch bedeutsam auf die Hohe der
Serumlipidfraktionen niederzuschlagen.
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Abb. 20: Mittlere Serumlipidkonzentrationen (mtsem) der 12 Probanden in der Woche
vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des tédglichen Verzehrs von 500 ml BJ +
2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Apolipoproteine

Nach beiden Testjoghurts war fiir Apolipoprotein A; eine statistisch hochsignifikante
Zunahme der Konzentration zu erkennen (Abb. 21, Urdaten: Tab. A16). Sie stieg um
15,1% von 150,7£5,5 mg/dl in AO auf 173,5£7,0 mg/dl in A3 (p=0,003) und um 20,5%
von 139,3%8,8 mg/dl in BO auf 167,915,9 mg/dl in B3 (p=0,003). Der Unterschied
zwischen den beiden Joghurtphasen war statistisch nicht signifikant; damit hatten Bif.
longum u/o Laktulose keinen Einfluss auf die Apo A;-Konzentration.

Apolipoprotein B zeigte dagegen im Verlauf der Studie keine signifikante Verinderung
(A0: 92,5+7,6 mg/dl; A3: 92,348,3 mg/dl; BO: 87,9+7,2 mg/dl; B3: 86,8+7,5 mg/dl).
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Abb. 21: Mittlere Apolipoproteinkonzentrationen (mtsem) der 12 gesunden Probanden in
der Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des tidglichen Verzehrs von 500
ml BJ +2,5 gL (A3) bzw. KJ (B3)

Immunglobuline

Wie Tab. 26 zeigt, waren die Konzentrationen der Hauptimmunglobulinklassen G, A,
und M im Serum nach BJ+L im Vergleich zur Kontrollwoche (A3/AQ) statistisch
hochsignifikant (p=0,002, p=0,005, p=0,008) abgesunken. /gG war nach Bifidojoghurt
statistisch auch hochsignifikant (p=0,01) niedriger als nach konventionellem Joghurt
(A3/B3).

Nach KJ zeigten sich dagegen im Vergleich zur Kontrollwoche (B3/B0) keine statistisch
signifikanten Auswirkungen.

Da sich im Vergleich der Kontrollwochen (A0/B0) ohne Intervention ein statistisch
signifikanter Unterschied fiir /gA und IgM ergab und die Werte in BO den Werten nach
BJ+L (A3) entsprechen, kann nicht zwingend davon ausgegangen werden, dass die
Absenkung von IgA und IgM durch die Joghurtzufuhr verursacht wurde.

Tab. 26: Mittlere Serumimmunglobulinkonzentrationen (mtsem) der 12 Probanden in der
Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml
BJ +2,5 gL (A3) bzw. KJ (B3)

Immunglobuline Studienphasen
(mg/dl)
A0 A3 B0 B3 Wilcoxon

IgG m 1083 929 1015 1008  AO/A3** A3/B3**
tsem 68 57 59 64

IgA m 183,88 162,8 167,5 172,3  AO0/A3** AQ/BO**
+sem 26,7 25,1 25,4 27,1

IgM m 171,1 152,1 157,7 155,6  AO0/A3**, AO/BO*

tsem 14,2 13,3 13,2 15,5
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4.1

DISKUSSION

Korpergewicht

In der Tiererndhrung konnten Probiotika die Anwendung von Antibiotika ersetzen
(Suzuki & Mitsuoka, 1989; Jahreis et al., 1981; Fuller, 1989), die in nutritiven Dosen
zur Verbesserung der Gewichtsentwicklung bei Haustieren eingesetzt werden. Hargrove
& Alford (1978) schlossen aus Fiitterungsversuchen, dass die Fermentation durch
Joghurtstarter den Nédhrwert von Milch fiir entwohnte Ratten erhoht. Dabei senkte die
Abtotung bzw. Inaktivierung der Joghurtstarter nach der Fermentation durch Hitze-
behandlung bzw. Wasserstoffperoxid die Wachstumsraten bei gleichbleibendem Futter-
verzehr. Conge et al. (1980) stellten bei vier Wochen alten Miusen nach 15 Wochen
Verzehr joghurthaltigen Futters eine wachstumsfordernde Wirkung fest, unabhingig
von der Hitzebehandlung des eingesetzten Joghurtsupplements. Der Gewichtszuwachs
unter joghurthaltigem Futter war bei vier Wochen alten Miusen nach 28 Tagen etwa um
ein Drittel hoher, nach 56 Tagen doppelt so gro8 wie unter Basisfutter ohne Joghurt
(Akalin et al., 1997).

Ein Wachstumseffekt ist jedoch nicht immer feststellbar (Roller et al., 2004; Xiao et al.,
2003; Fukushima et al., 1998; Cole & Fuller, 1987) und wird wahrscheinlich, sowohl bei
Antibiotika als auch bei Probiotika, nur wirksam, wenn sich die Tiere durch
Anwesenheit einer wachstumsbeschrinkenden Mikroflora in einem Stresszustand
befinden (Vanbelle et al., 1990; Fuller, 1989 und 1986; Suzuki & Mitsuoka, 1989). Die
Wirkung beruht offenbar auf einer Suppression dieser schidigenden Darmbakterien
(Fujisawa et al., 1990; Fuller, 1989 und 1986) bzw. ist zumindest damit korreliert
(Akalin et al., 1997).

Trotz deutlicher Reduzierung koliformer Keime und Zunahme von Milchsédurebakterien
im Magen-Darm-Trakt durch Joghurt- im Vergleich zu Milchfiitterung, waren die
Gewichtszunahmen von Ferkeln bei gleichen Futteraufnahmen unter Milchfiitterung
jedoch signifikant hoher als unter Joghurtfiitterung (Ratcliffe et al., 1985 bzw. 1986).
Die Verabreichung von Bifidosupplementen fiihrte zu besserer Futterumsetzung bei 3
Wochen alten Ratten (Fujisawa et al., 1990), bei entwohnten Ferkeln (Iwana et al.,
1990) und hitzegestressten Kiiken (Suzuki & Mitsuoka, 1989), jedoch nicht durch
Verabreichung von Bifidojoghurt bei 4 Wochen alten Ratten (Xiao et al., 2003).
Fujisawa et al. (1990) und Iwana et al. (1990) zeigten, dass die verbesserte Futter-
umsetzung nicht nur durch antagonistische Wirkungen in der Darmflora, sondern auch
durch eine Bif. longum-bedingte Wachstumsforderung der Villi im Jejunum und Illeum
induziert wurde. Da neben der Oberflichenvergrolerung des resorbierenden Epithels
auch besser entwickelte Enzymaktivititen im Jejunum festgestellt wurden,
schlussfolgerten Iwana et al. (1990), Bif. longum unterstiitze die morphologische und
physiologische Ausreifung des Darms und damit die Entwicklung der Ferkel. Der
Mechanismus dieser Wirkungsweise ist nicht bekannt, es kann jedoch angenommen
werden, dass die trophische bzw. proliferationsstimulierende Wirkung der Stoffwechsel-
produkte von Bifidobakterien (KKFS) involviert ist (Kap. 4.4.3).

Bessere Gewichtszunahmen wurden als historischer Erfahrungswert von gestillten
Sduglingen im Vergleich zu Flaschenkindern berichtet und mit einer bifidoreichen
Stuhlflora in Verbindung gebracht (Kap. 1.2.3.5.1). Es ist moglich, dass der
unausgereifte Gastrointestinaltrakt des Sduglings bei gewisser Keimbelastung der
Umgebung durch die Bifidoflora- bedingte Kolonisationsresistenz u/o durch bessere
morphologische und physiologische Ausbildung der Mukosa eine ,,Stabilisierung*
erfdhrt, die sich in besseren Gewichtszunahmen niederschlidgt, dass aber die Wirkung
beim gesunden Erwachsenen mit ausgereiftem Darmtrakt und stabilerer Darmflora nicht
mehr relevant ist. Auch aus Fiitterungsversuchen an Schweinen ist bekannt, dass
probiotische Wirkungen bei jungen Ferkeln besser erkennbar sind als bei dlteren oder
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ausgewachsenen Tieren (Vanbelle et al., 1990). Bei ausgewachsenen, mit Bif. longum
monoassoziierten Ratten wurden keine morphologischen Verinderungen der
Darmmukosa festgestellt (Faure et al., 1984).

Gewichtszunahmen durch Probiotika wiren in ,,westlichen* Industrieldndern, in denen
Ubergewicht weit verbreitet ist und einen Risikofaktor fiir verschiedene Krankheiten
darstellt, unter anderem auch fiir das Kolonkarzinom (Boeing et al., 2004), ein
gesundheitsabtriglicher Effekt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen jedoch bei statistisch nicht signifikant
unterschiedlicher Energiezufuhr (A0/A3) keine Wirkung der Bifidosupplementierung
auf die Hohe der Korpergewichte bei Erwachsenen und bestitigen damit die Ergebnisse
von Tomoda et al. (1991) und Xiao et al. (2003), die jedoch keine Angaben zur
Nihrstoffzufuhr machten. Tomoda et al. (1991) verabreichten 130 g Bifidojoghurt (103!
KBE/d) bzw. mit Laktulose angereichertem Bifidojoghurt (0,5 g/100 g) pro Tag an
erwachsene Versuchspersonen iiber einen vergleichbaren Zeitraum, Xiao et al. (2003)
setzten iiber 4 Wochen tiglich 300 ml Bifidojoghurt ein.

Auch die Verabreichung KJ blieb in der vorliegenden Studie bei statistisch nicht
signifikant unterschiedlicher Energiezufuhr (B0O/B3) ohne Wirkung auf das Korper-
gewicht. Auch Lowell et al. (1989) bzw. McNamara et al. (1989) fanden bei sorgfiltiger
Kontrolle der Nihrstoffaufnahmen und vergleichbaren Bedingungen (etwa 450 g
Joghurt/d iiber 3 Wochen) ebenfalls keine Gewichtsrelevanz beim Erwachsenen. Auch
andere Autoren bestitigen die Konstanz des Korpergewichtes unter Joghurtgaben bei
Erwachsenen, ohne jedoch die Nahrstoffzufuhr kontrolliert zu haben (Xiao et al., 2003;
Tomoda et al., 1991; Bazarre et al., 1983; Massey, 1984; Rajala et al., 1988). Unter
taglichem Verzehr von 200 g pasteurisiertem oder unerhitztem Joghurt iiber 1 Jahr
wurden weder bei einem jiingeren (20-40 Jahre) noch bei einem &lteren
Probandenkollektiv (50-70 Jahre) statistisch signifikante Gewichtszunahmen >5% bei
statistisch nicht signifikant unterschiedlicher Nahrungsaufnahme festgestellt (van de
Water et al., 1999).

Die durch von Payens et al. (1976) und Thompson et al. (1982) festgestellte Gewichts-
reduktion bei 6 bzw. Gewichtszunahme bei 13 Erwachsenen unter Aufnahme von 1,7 1
bzw. 1 1 Joghurt pro Tag war bedingt durch insgesamt niedrigere bzw. hohere
Energieaufnahmen in diesen Versuchsphasen.

Darmfunktion

Bereits Metchnikoff (1908) empfahl den Verzehr von fermentierter Milch zur
»Regulation der Darmtitigkeit. Bis heute ist jedoch die Datenbasis zur Wirkung von
Joghurt/Bifidojoghurt oder Synbiotika auf Stuhlgewicht, Stuhlfrequenz, und Transitzeit
des Menschen recht diirftig.

Die vorliegende Studie bietet keinen Hinweis auf eine nennenswerte Beeinflussung der
Parameter Stuhlgewicht, Stuhlfrequenz, Stuhlkonsistenz und Transitzeiten (oro-zékal,
oro-anal) durch 500 ml KJ oder BJ mit 2,5 g Laktulosezusatz.

Rafter (1995) berichtet, dass Milchsdurekulturen zur Verbesserung der Darmmotilitiit
beitragen sowie therapeutische Wirkung bei Obstipation haben sollen, ohne einen
Wirkmechanismus vorzuschlagen. Ausgehend von der relaxierenden Wirkung von
Laktat im Muskelgewebe vermutete Sellars (1989), die konstante Laktatproduktion
durch Milchsiurebakterien im Dickdarm wirke analog auf die Darmmukosa und erhdhe
die Darmperistaltik. Porkka et al. (1988) halten es fiir moglich, dass Synbiotika die
intestinale Motilitdt erhohen, dass ein erniedrigter pH-Wert im Kolonlumen einen
laxierenden Effekt verstdrkt und dass moglicherweise Peptidhormone stimuliert werden.
Primire Gallensduren stimulieren die Kolonmotilitit stirker als sekundire Gallensduren
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(Kirwan et al, 1975, zitiert nach Borriello, 1984), so dass der metabolische Einflufl von
Bifidobakterien indirekt auf die Transitzeit wirken konnte. Nach Rajala et al. (1988)
kann der Verzehr von kaltem Joghurt oder die Produktion von Sduren und Gasen im
Dickdarm moglicherweise den Defikationsreflex stimulieren.

Stuhlgewicht

Die durchschnittlichen Stuhlgewichte in der vorliegenden Studie lagen zwischen 132-
165 g/d und damit im Normalbereich ,westlicher Gesellschaften. Der Vergleich
durchschnittlicher tiglicher Stuhlgewichte aus verschiedenen Regionen der Welt ergab
eine sehr grole Variationsbreite von 72-470 g/d (Cummings et al., 1992; Burkitt et al.,
1972). Diese ist nicht genetisch bedingt, sondern resultiert aus physischen Faktoren und
individueller Nahrungspriferenz bei gegebener lokaler Lebensmittelverfiigbarkeit in
den verschiedenen Regionen. Damit wird es notwendig, Normalwerte jeweils national/
lokal zu bestimmen. Nach Burkitt et al. (1972) werden bei ballaststoffarmer,
,westlicher” Kost Werte zwischen 100-200 g/d erreicht, durchschnittlich etwa 115 g/d,
wihrend die in Entwicklungslidndern iibliche, ballaststoffreiche Kost durchschnittlich
das vierfache Stuhlgewicht ergibt. Nach Cummings (1992) liegen die Stuhlgewichte in
vielen ,,westlichen* Lindern nur im Bereich von 80-120 g/d.

Bei gesunden Personen sinkt das Stuhlgewicht mit zunehmendem Lebensalter.
Wihrend bei 12 gesunden jungen Englindern (19-35 Jahre, 3 Minner, 9 Frauen) das
durchschnittliche Stuhlgewicht bei 107£22,2 g/d lag, wurden bei 6 gesunden ilteren
Frauen (67-75 Jahre) nur um 82,7+17,4 g/d gemessen (Woodmansey et al., 2004).
Wyman et al. (1978) fanden bei 20 gesunden Engldndern durchnittliche Stuhlgewichte
von 127-131 g/d; Salyers & Leedle (1983) gehen von durchschnittlich 150 g/d aus.
Kasper (1996) gibt fiir Gesunde ein mittleres Stuhlgewicht von 150-200 g/d an.

Faktoren, die das Stuhlgewicht erhdhen, sind vor allem nicht abgebaute Ballaststoffe,
eine vermehrte Wasserausscheidung und eine Zunahme an Bakterienmasse
(Schneeman, 1986). Entscheidend fiir das Stuhlgewicht ist die Wasserbindungs-
kapazitit des Verdauungsriickstandes nach der Fermentation (Eastwood, 1984).
Ballaststoffe, die groBtenteils unverdaut den Darm passieren (Getreideballaststoffe, z.B.
von Weizen: 64%) und dabei Wasser in ihren zelluldren Strukturen binden (Stephen &
Cummings, 1980) haben den groften Einfluss auf Stuhlvolumen und -gewicht (Stephen
& Cummings, 1979).

Schnell fermentierbare Ballaststoffe (z.B. Laktulose, Pektin, 16sliche Kohlballaststoffe)
konnen in gut vertriglichen Mengen im Dickdarm nahezu vollstindig (rund 90-100%)
abgebaut werden (Holloway et al., 1983; Stephen & Cummings, 1980). Das vorher
mitgefiihrte, osmotisch bzw. (bei Pektin im Gel interstitiell) gebundene Wasser wird
dabei weitgehend riickresorbiert, wihrend die aus dem Substratabbau gewonnene
Energie fiir das Bakterienwachstum zur Verfiigung steht. Gut fermentierbare
Ballaststoffe haben daher im Vergleich zu Getreideballaststoffen eine geringere
Stuhlmasse erhohende Wirkung (Stephen & Cummings, 1979), die aus einer Zunahme
an Bakterienmasse resultiert. Da Bakterien etwa zu 70-85% aus Wasser bestehen
(Kasper, 1996; Fuchs & Schlegel, 2006), ist die Wasserausscheidung ebenfalls leicht
erhoht (Stephen & Cummings, 1980). Das bakterielle Wachstum allein kann eine
signifikante Erhohung des Stuhlgewichts und eine Zunahme des H,O-Gehaltes im Stuhl
erkldren (Stephen & Cummings, 1980; Prat & Lambert, 1990). Damit wire es méglich,
nicht nur durch Verabreichung von unloslichen Ballaststoffen, sondern auch von
iiberlebensfihigen Bakterienkulturen u/o l6slichen Ballaststoffen das Stuhlgewicht zu
erhohen.

Die Zunahme an Bakterienmasse im Stuhl durch Verabreichung von 500 ml BJ plus 2,5
g gut fermentierbarer Laktulose bzw. von KJ war offenbar nicht ausreichend, um sich
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signifikant auf die Hohe des Stuhlgewichts auszuwirken oder den relativen
Trockenmassegehalt zugunsten des Wasseranteils zu vermindern. Auch die
Verabreichung von tiglich 480 g eines fettarmen, frischen oder pasteurisierten
Joghurts iiber 12 Tage an gesunde dltere Personen fiihrte nicht zu einer signifikanten
Erhohung der Stuhlgewichte (Pedrosa et al., 1995). Marteau et al. (2002) stellten bei
gesunden Frauen, die tiglich 375 g KJ oder Bif. animalis-Joghurt verzehrten, keine
Auswirkung auf die Hohe der ausgeschiedenen Bakterienmasse oder der Stuhlgewichte
fest.

Auch Guerin-Danan et al. (1998) stellte bei 13 Sduglingen, die iiber einen Monat
taglich 125 g nichterhitzten Joghurt erhalten hatten, keinen FEinflu auf den
Wassergehalt der Stuhlproben fest.

Allein mit 3 g Laktulose pro Tag erhohte sich dagegen in einem Versuch das
Stuhlgewicht schon um 31,8 bzw. 32,9% bei 4 von 8 gesunden Probanden (Terada et
al., 1992). Die Erndhrung wurde jedoch nicht kontrolliert, so dass fraglich ist, ob die
beobachteten Wirkungen ausschlielich auf den geringen Laktulosezusatz zuriick-
zufiihren sind.

Die Aufnahme von 15 g Ballaststoffen in 16slicher oder in unldslicher Form verur-
sachte dagegen keine Anderung der tiglichen Stuhlausscheidung und des durch-
schnittlichen Stuhlgewichts (Lampe et al., 1991).

Auch die Verabreichung von 10 g Soja-Oligosacchariden/d bewirkte keine signifikante
Erhohung des Stuhlfeuchtigkeitsgehaltes (Hayakawa et al., 1990).

30 g Laktulose, die empfohlene Dosis bei Obstipation, erhthten das Stuhlgewicht
signifikant und fiihrten zu einer weicheren Stuhlkonsistenz und gréBerem Stuhlvolumen
(Ewe et al., 1995).

Welches Stuhlgewicht kolonkarzinomprotektiv wirkt, ist nicht exakt anzugeben; es
liegt aber wahrscheinlich im Bereich ab 150 g/d (Cummings et al., 1992) oder 200 g/d
(Spiller, 1993).

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Stuhlgewichte liegen unterhalb bzw. nur
marginal im Bereich des ,kritischen Stuhlgewichts* (150 g/160-200g), in dem eine
lineare Beziehung zur Transitzeit besteht und leicht unterhalb/im unteren Grenzbereich
bzw. deutlich unterhalb des als kolonkarzinomprotektiv geltenden Stuhlgewichts.

Keine der beiden Joghurtpriparationen wirkte deshalb karzinomprotektiv iiber den
Parameter ,,Stuhlgewicht®.

Stuhlfrequenz

Die Stuhlfrequenz von 1,2 - 1,3 Darmentleerungen/d lag im Normbereich (Kasper,
1996). Keine der beiden Joghurtpriiparationen verursachte eine signifikante Anderung
der Stuhlfrequenz.

Reprisentative Datenerhebungen zur Stuhlfrequenz bei Gesunden sind nicht verfiigbar.
In einer nicht reprisentativen Studie an Einwohnern von Bristol wurde bei etwa 47%
der Ménner und etwa 37% der Frauen die als ,,iiblich* eingeschitzte ,,Norm* von 1-2
Darmentleerungen/d festgestellt; die Stuhlfrequenz der iliberwiegenden Mehrheit der
Testpersonen war sehr unregelmifig (Heaton et al., 1992). In der gleichen Region
ergab eine frithere Untersuchung an 20 Gesunden durchschnittliche Stuhlfrequenzen
von 0,96-1,16/d (Wyman et al., 1978).

Nach Aufnahme von tiglich 130 g verschiedener Joghurtpriparationen iiber je 3-6
Wochen (KJ, KJ+0,65 g Laktulose, BJ mit 1,3)(108 Bif. longum, BJ+0,65 g Laktulose)
war die Stuhlfrequenz bei 10 gesunden Versuchspersonen in allen Versuchsphasen
ebenfalls unverdndert und identisch (1/d) (Tomoda et al., 1991). Von je 16 gesunden
Versuchspersonen, die iiber 4 Wochen tdglich 300 ml KJ bzw. BJ verzehrten, berichtete
nur eine Person bzw. 5 Personen von einer erhdhten Stuhlfrequenz (Xiao et al., 2003).
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Auch Marteau et al. (2002) stellten bei gesunden Frauen (mit iiberwiegend langen
intestinalen Transitzeiten >40 Stunden), die tdglich 375 g KJ oder Bif. animalis-
Joghurt verzehrten, keine veridnderte Stuhlfrequenz fest. Die wochentliche Stuhl-
frequenz lag zwischen 7,0-7,9.

Dagegen bewirkte die Verabreichung von 100 ml Bifidusjoghurt/d iiber 10 oder 20
Tage, auch ohne bifidogenen Wachstumsfaktor, eine signifikante Verbesserung der
Stuhlfrequenz bei alten, bettldgerigen Patienten im Vergleich zu unfermentierter Milch.
Bei 9 Patienten erhohte sich die wochentliche Stuhlfrequenz von 5,743,3 auf 7,0+2,5
bzw. 8,1x1,6/ Woche (Tanaka & Shimosaka, 1982).

Nach Untersuchungen von Rajala et al. (1988) zeigte sich bei dlteren konstipierten
Patienten, die iiber 4 Wochen tédglich 300 ml (zu 90% hydrolysierte) fermentierte
Acidophilus-milch aufnahmen, eine leicht, aber statistisch nicht signifikant erhohte
Stuhlfrequenz. Die gleiche Dosis Acidophilusmilch mit einem Zusatz von 6,5% Laktitol
(=19,5 g) und 1,25% (=3,75 g) eines Ballaststoffmixes (60% Guargummi, 30%
Weizenkleie) erhohte die Stuhlfrequenz signifikant um 1,6.

Bei einem dhnlichen Versuch an 6 gesunden Probanden wurden pro Tag ebenfalls 300
ml hydrolysierte fermentierte Acidophilusmilch plus 15g Laktulose/d iiber 10 Tage
verabreicht, nachdem wihrend einer 10-tigigen Adaptationsphase iiber 10 Tage 150 ml
des Priparates aufgenommen worden waren. Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, die
pro Tag 300 ml Wasser plus 30 g Glukose erhielt, war die Stuhlfrequenz leicht, aber
statistisch nicht signifikant erhoht.

Nach Mykkénen (pers. Mitt. in Salminen et al., 1993) bewirkte ein mit Lactobacillus
GG fermentierter Molkedrink keine Anderung der Stuhlfrequenz bei Patienten. Nihere
Angaben fehlen.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit einer Anderung der Transitzeit durch
fermentierte Produkte bei nicht konstipierten Patienten oder Gesunden nur dann
gerechnet werden kann, wenn dem fermentierten Produkt ein Ballaststoff in spezifisch
ausreichender Dosierung zugesetzt wurde.

Nach Untersuchungen von Barrow et al. (1991) fiihrte die Gabe von 60 ml Laktulose-
sirup (rund 40 g Laktulose)/d bei 16 gesunden Probanden zuverlidssig zu einer
Verdoppelung der Stuhlfrequenz.

Stuhlbeschaffenheit

Unterschiedliche Stuhlkonsistenzen resultieren aus der Wasserbindungskapazitit
unverdaulicher Nahrungsbestandteile nach der Fermentation, aus Zunahmen der
bakteriellen Masse und aus vermehrter bakterieller Bildung von Fettsduren und Gasen
(Eastwood, 1984).

Die Stuhlbeschaffenheit nach Bifidojoghurt mit Laktulose war nach subjektiver
Einschétzung der Probanden nicht, wie erwartet, ausschlieBlich verbessert (weicher). In
Studienphase A3 wurden im Vergleich zur Kontrollphase A0 9% mehr Stiihle als ,,hart*
und 11% mehr als ,,breiige Diarrh6* bezeichnet. Nach KJ wurden im Vergleich zur
Kontrollgruppe 3% der Stiihle weniger als ,,hart* bezeichnet und 2% mehr als ,,breiige
Diarrho*.

Der subjektive Eindruck der Versuchsteilnehmer konnte durch die Analyse der Frisch-
und Trockenmasse statistisch nicht abgesichert werden.

Ebenfalls unverdnderte Feuchtigkeitsgehalte wurden im Stuhl von Siduglingen
festgestellt, die iiber einen Monat pro Tag 130 g Joghurt erhalten hatten (Guerin-Danan
et al., 1998) sowie im Kot keimfreier Miuse, die mit menschlicher Stuhlflora inokuliert
worden waren und iiber 2 Monate keimfreies Futter plus Joghurtzusatz bekommen
hatten (Maisonneuve et al., 2002).

Bei 10 gesunden Versuchspersonen verbesserte sich die Stuhlkonsistenz subjektiv nach
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Aufnahme von tiglich 130 g verschiedener Joghurtpréparationen (Tomoda et al., 1991).
Im Vergleich zum Verzehr KJ (bei 2 von 10 Probanden), war die Wirkung am
deutlichsten bei Verzehr von Bifidojoghurt (1,3x10° Bif. longum) mit 0,65 g Laktulose
(9/10), gefolgt von Bifidojoghurt ohne Laktulose (8/10) und konventionellem Joghurt
mit Laktulose (6/10).

Mit 3 g Laktulose pro Tag erhohte sich in einer Studie von Terada et al. (1992) der
Wassergehalt des Stuhls bei 8 gesunden Probanden signifikant um rund 5%. Die
Erndhrungsweise der Probanden wurde nicht kontrolliert.

Transitzeit

Die ideale Transitzeit fiir Gesunde ist nicht bekannt (Spiller, 1993); eine allgemein-
giiltige Festsetzung von Normbereichen existiert nicht. Es bestehen groBe inter- und
intraindividuelle Unterschiede (Wyman et al., 1978; Stephen et al., 1987). Eine
schweizer Studie ermittelte bei 128 gesunden Probanden eine altersunabhingige
Transitzeit von 30£2 h mit einer oberen Normgrenze von 60 h fiir Ménner und 413 h
mit oberstem Normwert von 70 h fiir Frauen (Meier et al., 1992). Eine englische
Untersuchung an 220 Gesunden ergab durchschnittliche Transitzeiten (Median) von 60
h (55 h fiir Ménner und 72 h fiir Frauen) (Cummings et al., 1992). Eine niederléndische
Studie an je um die zehn Personen verschiedener Altersgruppen ermittelte altersun-
abhiingige Transitzeiten zwischen 4116 und 80+11 h (Nagengast et al., 1985).

Zwischen Stuhlgewicht und Transitzeit besteht eine logarithmische, inverse Beziehung
(Cummings et al., 1992; Stephen et al., 1987). Spiller (1993) setzt das ,kritische
Stuhlgewicht* zwischen 160-200 g/d an. In diesem Bereich verkiirze sich die Transitzeit
rasch, wenn das Stuhlgewicht ansteigt. Stuhlgewichte tiber 200 g/d wirkten sich nur
noch wenig auf die Transitzeit aus (Spiller, 1993); die Transitzeit betrage dann etwa 1-
maximal 2 Tage. Eine Untersuchung an 20 Gesunden aus Bristol ergab
ibereinstimmende Ergebnisse mit durchschnittliche Transitzeiten zwischen 65,5 h
(Ménner) und 82,4 h (Frauen) bei durchschnittlichen Stuhlgewichten von 126-131 g/d
(Wyman et al., 1978).

Cummings et al. (1992) halten dagegen Stuhlgewichte iiber 150 g/d fiir kolonkarzinom-
protektiv und stellten fest, dass ab diesem Gewicht hohere Stuhlgewichte nur noch
geringere Verkiirzungen der Transitzeit verursachen.

In der vorliegenden Studie lag die oro-anale Transitzeit auch bei Stuhlgewichten unter
200 g/d (132-165 g/d) innerhalb des o.g. Rahmens zwischen 1-2 Tagen (36,8-40,2 h) und
kommt damit den Durchschnittswerten von Meier et al. (1992) sehr nahe. Ebenso wie
die Stuhlgewichte - oder deswegen - wurden die oro-analen Transitzeiten durch keinen
der beiden Testjoghurts signifikant verindert.

Es ist bekannt, dass Joghurt die Magenentleerung beschleunigt (Thouvenot et al.,
1989a; Porkka et al., 1988). Ebenfalls unveridnderte gastrointestinale Transitzeiten
wurden jedoch bei keimfreien Mdéusen festgestellt, die mit menschlicher Stuhlflora
inokuliert worden waren und iiber 2 Monate keimfreies Futter plus Joghurtzusatz
erhielten (Maisonneuve et al., 2002). Bei Ratten, die iiber 3 Wochen ein Futter auf
Joghurtbasis erhielten, war im Vergleich zu einem Futter auf Milchbasis die
gastrointestinale Transitzeit signifikant verkiirzt; die Wirkung wurde aber nicht auf
spezifische Joghurteigenschaften, sondern auf den hoheren Laktosegehalt der Milch und
Adaptationsprozesse im Zaekum zuriickgefiihrt (Vonk et al., 1988).

Bei Gesunden war die Transitzeit unter Aufnahme einer ballaststofffreien Kost

verldangert im Vergleich zur selbstgewihlten Kost, unverdndert nach Aufnahme von 15 g
l6slichen Ballaststoffen und signifikant verkiirzt nach Aufnahme von 15 g unloslichen
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Ballaststoffen (Lampe et al., 1991). Eine signifikant verkiirzte Transitzeit fand sich
ebenfalls nach Aufnahme von tdglich 300 ml hydrolysierter fermentierter
Acidophilusmilch mit 15 g des 16slichen Ballaststoffes Laktulose/d bei gesunden
Probanden (Porkka et al., 1988), so dass nicht auszuschliefen ist, dass die mild-
laxierende Wirkung teilweise dem Milchprodukt zuzuschreiben war. Selbst die
Verabreichung von 40 g Laktulose zeigte dagegen keine Wirkung auf die
Magenentleerung (Read et al., 1982). Die gastro-zikale und die oro-zikale Transitzeit
sind allerdings nach Aufnahme von 15 g Laktose in Form von unerhitztem Joghurt im
Vergleich zu Milch signifikant verlidngert. Da in allen Milchprodukten identische
Laktosemengen enthalten waren und somit keine urspriinglich unterschiedliche
osmotische Wirkung anzunehmen war, wurde vermutet, dass die Laktose auch noch im
Darm durch lebende Joghurtstarter verstoffwechselt wurde und die damit im Darmlumen
geringere Laktosemenge fiir eine geringere osmotische Wirkung verantwortlich war
(Thouvenot et al., 1989Db).

In der vorliegenden Studie wurde eine signifikante Verkiirzung der oro-zikalen
Transitzeit unter BJ mit Laktulose festgestellt. Es ist denkbar, dass eine geringfiigig
groBere osmotische Wirkung durch den Laktulosezusatz verursacht wurde; 2,5 g
Laktulose binden 25 ml Wasser (Mayerhofer & Petuely, 1959). Ergebnisse von Read et
al. (1982) an gesunden Versuchspersonen lieen annehmen, dass sich bereits
Laktulosemengen <10 g auf die oro-zéikale Transitzeit auswirken kdnnen.

Die Anwesenheit von Bifidobakterien in den oberen Darmabschnitten konnte sich auch
direkt auf die intestinale Motilitidt ausgewirkt haben: Der Verzehr eines Synbiotikums
(Zichorieninulin plus L. rhamnosus und Bif. lactis) liber eine Woche fiihrte bei Ratten zu
signifikant erhdhten Bifido- und signifikant verminderten Enterobakterienzahlen im
Jejunum, Ileum, Zaekum und Kolon sowie signifikant erhohter Diinndarmmotilitit,
gemessen als duodenojejunale myoelektrische Aktivitit (Lesniewska et al., 2006).

Denn in einer anderen Studie verkiirzten 30 g Laktulose, die empfohlene Dosis bei
Obstipation, bei gesunden Probanden die oro-zékale Transitzeit nur marginal und
zeigten weder eine Wirkung auf den Kolontransit, noch auf die oro-anale Transitzeit
insgesamt (Ewe et al., 1995). Aufgrund der groen Vertriglichkeitsunterschiede bei
Laktulose ist es jedoch schwer, dosisbezogene allgemeingiiltige Aussagen zu treffen.

Hiaufig entstammen Angaben zur Auswirkung von Probiotika auf die intestinale
Transitzeit Erfahrungsberichten oder (nicht kontrollierten) Anwendungsstudien. Seki et
al. (1978) entwickelten ein therapeutisches Produkt auf der Basis von Bifidobakterien
gegen die Obstipation bei dlteren Menschen (Ballongue, 1993). Nach Ebissawa et al.
(1987) ist eine mit Bif. longum fermentierte Milch in der Lage, die Transitzeit bei
schwangeren Frauen zu normalisieren, so dass weniger Blahungen, Diarrh6-Symptome
und auch weniger Obstipation auftraten. Nach Mykkénen (pers. Mitt., in Salminen et al.,
1993) bewirkte die Aufnahme eines mit Lactobacillus GG fermentierten Molkedrinks
eine Verkiirzung der Transitzeit von durchschnittlich 4,5 auf 3,8 Tage bei Patienten. Der
zugrundeliegende Mechanismus in diesen Studien konnte in einer Erhdhung der fikalen
mikrobiellen Masse liegen, die umgekehrt proportional zu einer Verkiirzung der
Transitzeit fithrt (Stephen et al., 1987). Diese Wirkung konnte bei Obstipation deutlicher
erkennbar (messbar) sein als bei unauffalliger Stuhlfrequenz. Sie wiirde eine geniigend
groBe initiale probiotische Bakterienmasse u/o ausreichendes intestinales
Bakterienwachstum voraussetzen.

Marteau et al. (2002) zeigten erstmals in einer kontrollierten Studie, dass eine
probiotische Kultur (Bif. animalis DN-173010) in 375 g Bifidojoghurt pro Tag, verzehrt
tiber 10 Tage, den Kolontransit und die sigmoidale Transitzeit bei gesunden Frauen
verkiirzen kann im Vergleich zu konventionellem Joghurt ohne den probiotischen
Stamm. Etwa zwei Drittel der untersuchten Frauen wiesen eine lange initiale
Kolontransitzeit von >40 Stunden auf. Die beobachtete Wirkung konnte jedoch weder
einer Erhohung der Stuhlmasse oder der ausgeschiedenen Bakterienmasse, noch einer
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4.3

4.3.1

modifizierten Gallensdureausscheidung zugeschrieben werden. Die Autoren spekulierten
hier, dass die speziesspezifische Wirkung auf die Kolonmotilitdt durch ein bakterielles
Produkt verursacht gewesen sein konnte.

Stuhlflora

Dickdarm- und Stuhlflora sind aulerordentlich komplex zusammengesetzt. In normalen
Stuhlproben sind etwa 17 Familien, 45 Gattungen, 400-500 Spezies und eine noch
groBBere Anzahl Subspezies und Biotypen zu finden (Fuchs & Schlegel, 2006; Hahn et
al., 1999; Borriello, 1984; Moore & Holdeman, 1974; Seddon, 1989).

Behandelt werden hier nur die mit klassischen Kulturmethoden erfassbaren, quantitativ
wichtigsten Keimgruppen.

Zur Stabilitit des ,,normalen* Keimspektrums

Die bakteriologischen Ergebnisse in den Kontrollphasen stimmen gut mit Normalwerten
anderer Autoren {iberein, die klassische Kulturmethoden -einsetzten (Moore &
Holdeman, 1974; Drasar & Jenkins, 1976; Mitsuoka 1992, 1984; Hoogkamp-Korstanje
et al., 1979; Simon & Gorbach, 1982).

Abweichungen zwischen Studien verschiedener Arbeitsgruppen ergeben sich durch
unterschiedliche Bestimmungsmethoden (Mueller et al., 2006; Mitsuoka, 1992;
Ruckdeschel, 1991) und durch die Inhomogenitit verschiedener Probandenkollektive
untereinander, z.B. bzgl. Alter (Mueller et al., 2006; Mitsuoka, 1992, 1984; Mizutani et
al., 1982; Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Irrgang & Sonnenborn, 1988) u/o
»physiologischer Labilitit bzw. ,Leistungsfahigkeit* (Mitsuoka & Hayakawa, 1972;
Mitsuoka, 1977 und 1984) u/o Erndhrungsweise (Mueller et al., 2006; Mizutani et al.,
1982; Mitsuoka, 1984; Knoke & Bernhardt, 1986), sowie hinsichtlich eventuell
genetischer (Reid et al., 2003) u/o bevolkerungsgeographischer Unterschiede (Mueller et
al., 2006), die aber auch soziale bzw. hygienische Verhiltnisse widerspiegeln konnen
(Finegold et al., 1983; Hill, 1981; Knoke & Bernhardt, 1986).

Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen wird die Gesamtkeimzahl i.A. mit
log 10-12/g Stuhlfeuchtmasse angegeben (Franks et al., 1998; Moore & Holdeman,
1974; Mitsuoka, 1992, 1984; Hoogkamp-Korstanje et al., 1979; Simon & Gorbach,
1982; Seddon, 1989; Bornside, 1978; Irrgang & Sonnenborn, 1988; Mitsuoka & Ohno,
1977; Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Rasic & Kurmann, 1983). Das Keimspektrum
besteht meist zu mindestens 95-99% aus nicht-sporulierenden Gram-positiven und -
negativen Anaerobiern, von Mitsuoka ,,Hauptflora® genannt und zu maximal 1-5% (um
2-4 Zehnerpotenzen weniger) aus der ,Begleitflora“ (Mitsuoka), die sich aus
fakultativen Anaerobiern zusammensetzt (Mitsuoka, 1982; Hoogkamp-Korstanje et al.,
1979; Simon & Gorbach, 1982; Irrgang & Sonnenborn, 1988; Rasic & Kurmann, 1983;
Seddon, 1989; Hahn et al., 1999).

Wie auch hier festgestellt, sind die dominierenden Keimgruppen der Hauptflora meist
Bacteroides u/o Bifidobakterien (Fuchs & Schlegel, 2006; Moore & Holdeman, 1974;
Drasar & Jenkins, 1976; Mitsuoka, 1992, 1984; Simon & Gorbach, 1982; Rasic &
Kurmann, 1983), weiterhin Eubakterien (Fuchs & Schlegel, 2006; Moore & Holdeman,
1974; Drasar et al., 1976; Mitsuoka, 1982 und 1984; Simon & Gorbach, 1982; Rasic &
Kurmann, 1983) bzw. anaerobe Laktobazillen und anaerobe Gram-positive Kokken
(Mitsuoka, 1982; Simon & Gorbach, 1982; Rasic & Kurmann, 1983) und
Propionibakterien (Fuchs & Schlegel, 2006).

In der Begleitflora dominieren meist, wie auch in der vorliegenden Untersuchung,
Enterokokken u/o Koliforme vor den Laktobazillen (Drasar & Jenkins, 1976; Mitsuoka,
1992, 1984), gelegentlich kénnen Laktobazillen auch in gréBerer Zahl vorhanden sein
(Moore & Holdeman, 1974; Hoogkamp-Korstanje et al., 1979; Simon & Gorbach,
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1982), wobei nicht immer deutlich wird, ob anaerobe oder aerobe Keime gemeint sind,
da die Bezeichnung ,Laktobazillen® auch synonym fiir ,Milchsdurebildner*
gebriuchlich war.

Die ,,Restflora“ (Mitsuoka), zu der Clostridien, Staphylokokken, Hefen und andere
Keime gezihlt werden, macht meistens <0,01% der Gesamtflora aus (Mitsuoka, 1977;
Irrgang & Sonnenborn, 1988).

In neueren europdischen Studien unter Anwendung molekularer Bestimmungsmethoden
werden als quantitativ bedeutsamste Bakteriengruppen/-cluster genannt: Eubacterium
rectale-Clostridium coccoides, Clostridium leptum und darin die Subgruppe
Faecalibacterium prausnitzii sowie Bacteroides (-Pevotella); die Bifidoflora spielt mit
etwa 2-5% der Gesamtkeimzahl nur eine untergeordnete Rolle (Mueller et al., 2006; Lay
et al., 2005; Franks et al., 1998).

Im Vergleich zu den Unterschieden zwischen den Probanden (Variationsbreiten
zwischen log 1,4-10,6 innerhalb einzelner Keimgruppen in AO und BO) fielen die
Keimzahlschwankungen bei einzelnen Personen zu den Zeitpunkten AO und BO deutlich
geringer aus: Sie lagen bei der Hauptflora (Bacteroides, Bifidobakterien und
Eubakterien) zu >80%, bei der Begleitflora (Enterokokken, aerobe Laktobazillen, E.
coli) zu 70% und bei der Restflora (Clostridien, Candida) zu knapp 50% der moglichen
Gegeniiberstellungen (Tab. Al0a und c) unterhalb einer Zehnerpotenz. Zu <20%
(Hauptflora), knapp 30% (Begleitflora) bzw. >50% (Restflora) wurden Differenzen im
Bereich von >log 1 - etwa log 4 und dariiber (Laktobazillen) erreicht.

Gelegentliches unregelmdapiges Auftreten von Keimen (Nachweis in AQ oder B0O) betraf
ausschlieBlich Elemente der Begleit- (anaerobe Laktobazillen, E. coli, Nicht-E. coli-
Enterokokken) sowie der Restflora (Staphylokokken, Clostridien, Candida) mit
Variationsbreiten bei einzelnen Keimgruppen von log 3,7-7,9.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestidtigen die Befunde von Lay et al. (2005),
Franks et al. (1998), Mitsuoka & Hayakawa (1972), Mitsuoka & Ohno (1977) und
Drasar & Hill (1974), nach denen die Fikalflora einzelner Personen stark individuell
geprigt ist, wobei die Hauptflora sich als relativ konstant erweist, wihrend
Schwankungen in Begleit- und Restflora betrichtlich sein konnen (de Vrese &
Schrezenmeir, 2001).

Insgesamt wird deshalb von einer gewissen Stabilitit der Stuhlflora des Erwachsenen im
Sinne eines normal-typischen Keimmusters mit individueller Ausprigung gesprochen
(Mitsuoka, 1990; Mitsuoka & Hayakawa, 1972; Mitsuoka & Ohno, 1977; Simon &
Gorbach, 1984; Hoogkamp-Korstanje et al., 1979).

Die Stabilitdt der Flora im Sinne einer gleichbleibenden Keimkonzentration (Bornside,
1978) kann hier jedoch nur bedingt bestitigt werden, da die Bifidokonzentration und -
exkretion in BO gegeniiber AO ohne gelenkte Intervention um etwa eine Zehnerpotenz
signifikant erniedrigt war; das entspricht einer um 89% verminderten
Bifidoausscheidung. AuBerdem ergaben sich durch beide Testjoghurts signifikante
Unterschiede in Keimkonzentrationen und -exkretionen, die teilweise auch zu
verdnderten prozentualen Keimzahlen fiihrten.

Es muB3 die Frage diskutiert werden, ob sich der signifikante Unterschied der
Bifidokeimzahl zwischen den Kontrollgruppen durch einen der kontrollierten Parameter
erklaren ldsst oder ob moglicherweise die Validitit der Testphasenergebnisse
beeintréachtigt ist (Kap. 4.3.3).

AuBerdem ist zu erortern, ob die in den Testphasen erzielten Keimzahlverschiebungen
als positiv/ gesundheitsfordernd bewertet werden konnen? (Kap. 4.3.4)
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4.3.2

Zur Bewertung der Keimzahlverschiebungen

Wegen oben genannter Schwierigkeiten beziiglich der Vergleichbarkeit von Keimzahl-
analysen sowie den nicht eindeutigen Wechselwirkungen zwischen Krankheiten des
Darms und Ausprigungen seiner Flora (Knoke & Bernhardt, 1986; Hartley et al., 1992;
Giaffer et al., 1991) ist bis heute die Frage ungeklirt, welche Schwankungen im
Keimspektrum noch als ,,normal* gelten konnen (vgl. Bernhardt, 1987; Kullak, 1997)
und welche bereits als Merkmal einer quantitativ u/o qualitativ (Knoke & Bernhardt,
1986), aber unspezifisch (Pschyrembel, 2004; Mitsuoka, 1990; Rasic & Kurmann, 1983)
gestorten Symbiose (Knoke & Bernhardt, 1986) u/o als ,,pathogen‘ zu gelten haben.
Dysbakterien sind definiert worden als ,,behandlungsbediirftige* ,, Krankheitsprozesse®,
hervorgerufen durch ,,abnorme Darmbakterienflora® bzw. die ,,Wucherung pathogener
Keime*, die meist verbunden sind mit der ,,Bildung reichlicher F&ulnis- bzw.
Gérungsprodukte® bzw. ,,schweren Diarrhden® (Pschyrembel, 2004). Es kann nicht
immer eindeutig geklirt werden, ob Dysbiosen Ursache oder Folge pathogener
Veridnderungen im Darm sind. Zwar ist bekannt, dass Diarrhden durch intestinale
Infektionen mit Pathogenen und durch Enterotoxinproduktion hervorgerufen werden
sowie wahrscheinlich als Wirtsantwort auf Imbalancen der Darmflora zu verstehen sind
(Schneider et al., 2000; Hotta et al., 1987; Mitsuoka, 1990; Nakaya et al., 1985),
Diarrhden koénnen aber auch erst sekundidr Verschiebungen im Keimspektrum auslosen
(Giaffer et al., 1991). Friither so genannte ,,Gédrungs- und Faulnisdyspepsien* beim
Erwachsenen sind meist Begleiterscheinung verschiedener Grundkrankheiten mit
Malassimilationssyndrom (Kasper, 2004; Rasic & Kurmann, 1983), deren Aetiologie
nicht notwendigerweise dysbiotisch bedingt sein muf3 und z.T. auch noch ungeklirt ist
(Kasper, 2004; Hartley et al., 1992; Giaffer et al., 1991; Malchow, 1983; Nakaya et al.,
1985; Ionescu et al., 1990).

Mitsuoka (1990) nennt als charakteristische Merkmale einer dysbiotischen Stuhlflora
eine Zunahme aerober Keime (nur trendmifBig erhdht in B3 vs A3), v.a. Enterobakterien
(nur Konzentration, nur trendméfig erhoht in B3 vs A3), und Streptokokken (Exkretion
statistisch signifikant erhoht in A3 vs A0), das Abnehmen oder Verschwinden der
Bifidoflora (BO vs AQ) u/o hidufig die Zunahme von C. perfringens (nur trendmifBig
erhoht in B3 vs BO).

Nach herrschender Lehrmeinung werden bei ,,fehlbesiedelten Dickddrmen* zunehmende
Aerobenzahlen und abnehmende Anaerobenzahlen festgestellt. AuBerdem werden
Bacteroides fragilis und C. perfringens hidufiger isoliert (Hahn et al., 1999). Signifikante
Verinderungen dieser Art wurden in den Stuhlproben der vorliegenden Studie nicht
bestitigt.

Vor dem Hintergrund der lebenslangen Risikosummierung bis zur Manifestation von
Kolonadenomen und -karzinomen riickt die Frage in den Vordergrund, ob Dysbiosen
tatsdchlich immer klinisch in Erscheinung treten miissen, um sich negativ auf den
Organismus und seinen Stoffwechsel auszuwirken. Fiir die Existenz subklinischer
Dysbiosen gibt es immunologische Hinweise (Kuvaeva et al., 1987; Knoke & Bernhardt,
1986).

Andere Dysbiose-Definitionen grenzen sich deutlich von der erstgenannten ab, indem
sie die standortbedingt zu definierenden ,,mikrobiellen Fehlbesiedlungen* einzelner
Darmabschnitte bzw. im Stuhl als ,,Risikofaktor [bei klinisch Gesunden] oder auch als
krankheitsbegleitend oder -erschwerend werten, aber nicht per se als pathologisch bzw.
therapiebediirftig (Knoke & Bernhardt, 1986; Knoke, 1987). In dieses Konzept passt das
Verstindnis von der Bifidoflora als Schutz- oder Resistenzfaktor (Kap. 1.3.5.2).

Nach Knoke & Bernhardt (1986) zédhlen zu den unterschiedlichen Erscheinungsformen
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der Dysbiose auch Verdnderungen einzelner Spezies mit Keimzahlen auBerhalb der
,statistischen Norm®. Was darunter zu verstehen ist, bleibt unklar, zumal die als
,hormal“ angegebenen Werte, z.B. fiir die Bifidoflora des gesunden Erwachsenen
mittleren Alters, eine grofe Streubreite aufweisen: Genannt werden: 0-5% (Mueller et
al., 2006; Lay et al., 2005; Suau et al., 1999; Franks et al., 1998; Amann et al., 1998;
Camaschella et al., 1990), 5-10% (Lay et al., 2005; Mitsuoka, 1990; Mitsuoka et al.,
1976), 6-36% (Modler et al., 1994), 20% (Klupsch, 1985), 23% (Kubota, 1990), 40-50%
(Lembke, 1976). Je aktueller die Studie, so scheint es, um so niedrigere prozentuale
Keimzahlen werden genannt; wahrscheinlich spielt hier auch die mit zunehmender
Verbesserung der bakteriellen Bestimmungsmethodik vollstindiger werdende Identi-
fizierung des gesamten Keimspektrums eine Rolle.

Kubota (1990) fand Bifidoanteile von etwa 8 bzw. 16% bei Patienten mit Adenomen
bzw. Kolonkarzinomen. FEine direkte und eindeutige Korrelation von fikalen
Keimspektren mit erhohter Kolonkarzinomprivalenz kann bislang aber nicht als
erwiesen gelten (Kap. 1.2.1.5). Generell kann auch nicht davon ausgegangen werden,
dass eine Korrelation zwischen bakteriellen und metabolischen Modifikationen besteht
(Guerin-Danan, 1998).

Absolut kam es im Vergleich der Kontrollphasen (A0/BO) in BO zu einem statistisch
signifikanten Riickgang der Konzentration von Bifidobakterien (-0,9 log) bzw./und der
aneroben Gram-positiven Stidbchen (-0,4 log) sowie einer trendmifigen Zunahme der
Eubakterien.

Schon Orla-Jensen et al. (1945) schlussfolgerten aus Humanstudien mit ,,Bifidum-
milch®, dass ,.die Anwesenheit groBer Mengen von Bifidobakterien im Stuhl nicht
zufillig ist, sondern dass sie einen definitiven Grund hat*, wihrend andererseits immer
wieder unerklirliche plotzliche Riickginge der Bifidoflora verzeichnet wurden (vgl.
auch unkommentierte Studienergebnisse von Hayakawa et al., 1990). Auch Amann et al.
(1998) berichten von interindividuellen Tagesschwankungen exogener Bifido-
konzentrationen von 0-100% unter Gabe von log 10 KBE Bifidobakterien in 750 ml
Magermilch iiber 12 Tage bei Gesunden. Die Bifidoflora ist die Bakterienfraktion mit
den groBten intraindividuellen Schwankungen (Franks et al., 1998). Bei einer gesunden
Versuchsperson wurde innerhalb eines 14-tigigen Beobachtungszeitraums ein
voriibergehender plotzlicher Riickgang der Bifidoflora von >2 log beobachtet (Delgado
et al., 2004). Bei Komapatienten unter gleichbleibender parenteraler Erndhrung wurden
mit zweitdgigem Untersuchungsabstand intraindividuelle Unterschiede von zwei
Zehnerpotenzen gemessen (del Piano et al., 2004). In Untersuchungen von Fujisawa et
al. (1990) schwankten die Bifidokeimzahlen bei Ratten in verschiedenen Kontrollphasen
in Bereichen um 1,6 log. Als signifikant ausgewiesene Zunahmen der fikalen
Bifidoflora durch orale Bifidosupplemente lagen dort im Bereich um 0,7-1,2 log, also in
einem Schwankungsbereich, der kleiner war als die natiirliche Varianz. Nach
Einschidtzung von Riggio et al. (1990) sind Verdnderungen einzelner Bakteriengruppen
<2 log bei Einzelmessungen quantitativer Stuhlfloraanalysen auf Grund der betricht-
lichen Tagesschwankungen nur von geringer Signifikanz. De Vrese & Schrezenmeir
(2001) kommen zu dem Schluss: ,,Zusammensetzung und Populationsdichte, obwohl
langerfristig bemerkenswert stabil, konnen erheblichen kurzfristigen Fluktuationen
unterworfen sein. Darminhaltsproben zeigen oft nur einen Zufallsbefund, die
Konzentration einzelner Bakterienstimme in Dickdarm und Stuhl kann sich um den
Faktor 100 unterscheiden.” Nach Einschidtzung dieser Autoren ,ldsst sich [bei gesunden
Probanden] lediglich das Risiko von Storungen dieses (nicht definierten) Gleichgewichts
durch dufere Einfliisse verringern®.

Die Abnahme der Bifidoflora im Vergleich der Kontrollgruppen (AO: 49,3%, BO:
11,9%; -0,9 log) kann daher noch nicht als ,,latent schadlich* bewertet werden.

Im Vergleich zu Angaben von Ionescu et al. (1990) beziiglich der ,,normalen
Schwankungsbreite der Keimzahlen ergeben sich sowohl Uber- als auch Unter-
schreitungen, die keine schliissige Interpretation zulassen.
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Nach Linzenmeyer & Haralambie (1980) liegen die Bifidozahlen aller Studienphasen im
Mittel zwar im Normalbereich, aber in BO ist die Anzahl als ,,vermindert zu bezeichnen
(ca. log 7,2-9,1), wihrend sich die Werte der anderen Phasen im ,,liblichen* (ca. log 9,1-
11) Normbereich bewegen. Mit dieser quantitativen Einschidtzung verbinden die Autoren
keine Wertung. Fuchs & Schlegel (2006) geben fiir die Bifidokonzentration im Stuhl
gesunder Erwachsener ebenfalls einen Normbereich von log 10-11 an.

Bacteroides liegen in allen Phasen im Mittel ebenfalls im Normbereich nach
Linzenmeyer & Haralambie (1980), sind aber in den beiden Kontrollphasen
,vermindert* (ca. log 7,2-9,1) und in den Testphasen im ,,iiblichen* Bereich (ca. log 9,1-
11). Ob die Zunahmen der Bacteroideswerte durch die Testjoghurts deshalb als negativ
bewertet werden sollen, ist fraglich. Nach Fuchs & Schlegel (2006) liegt der
Normbereich fiir die Bacteroideskonzentration im Stuhl gesunder Erwachsener bei log
10-11. Woodmansey et al. (2004) stellten bei &lteren im Vergleich zu jiingeren gesunden
Erwachsenen eine gleichzeitige Abnahme der Bifido- und der Bacteroidesflora fest, die
mit einer reduzierten amylolytischen Aktivitit einherging.

Eubakterien liegen ebenfalls im ,,verminderten Normbereich (ca. log 7,2-9,7) nach
Linzenmeyer & Haralambie (1980), in B3 leicht dariiber. Diese Einschitzung stimmt
iberein mit der Eingrenzung des Normbereichs bei log 9-11 fiir die Eubakterien-
konzentration im Stuhl gesunder Erwachsener durch Fuchs & Schlegel (2006).
Enterokokken und E. coli liegen in allen Phasen im Mittel im ,,iiblichen®
Normalbereich (ca. log 6,2-8,2) nach Linzenmeyer & Haralambie (1980).

Nach Fuchs & Schlegel (2006) liegen die Enterokokkenkonzentrationen im
Normalbereich von log 5-7, wihrend die Streptokokken im verminderten Normbereich
(<log 7-9), in B3 knapp im Normbereich liegen und die Coliforme sowie andere
Enterobakterien in Studienphase A im verminderten (<log7-9), in Studienphase B im
Normbereich liegen.

Die Clostridienzahlen werden nach Linzenmeyer & Haralambie (1980) als ,,gering™
bezeichnet (log 3-7), wobei die Hohe der C. perfringens-Keimzahlen aller Studien-
phasen (<log 7,2) ,,fraglich® ist. Nach Fuchs & Schlegel (2006) liegen die Clostridien-
zahlen deutlich unterhalb vom oder im unteren Normbereich, der hier mit log 5-9
angegeben wird.

Die Hohe der Candida-Keimzahlen sind im Mittel in AO, BO und B3 , fraglich“ (ca. log
3-5),in A3 ,,gering* (<log 3).

»verdiachtig hohe* bzw. ,stark erhohte* Einzelwerte nach Linzenmeyer & Haralambie
(1980) finden sich sporadisch bei Enterokokken (AO: MW, A3: MW, B3: CA, MW), E.
coli (AO: MW, A3: MW, TW, BO: AP, MW) und Candida (AO: TW, JZ).

Mogliche Griinde fiir die Abnahme der Bifidoflora und der anaeroben Gram-positiven
Stdabchen im Vergleich der Kontrollphasen

Im folgenden wird diskutiert, ob sich der signifikante Unterschied in der Bifidokeimzahl
zwischen den Kontrollgruppen durch einen der kontrollierten Parameter erkldren lasst
oder ob moglicherweise die Validitit der Testphasenergebnisse durch einen nicht
kontrollierten Faktor beeintrichtigt wurde.

Ein kausaler Zusammenhang des Bifidoriickgangs in BO gegeniiber AQ mit den um rund
11% (KH) und 36% (PR) ebenfalls signifikant erniedrigten N#hrstoffaufnahmen oder
der trendméBig geringeren Fettzufuhr ist fraglich:

Die Moglichkeit einer Verdnderung der Keimzusammensetzung durch die Erndhrung
wird bis heute kontrovers diskutiert (Kullak, 1997). Bislang wurde der Einflu von
Hauptndhrstoffen auf die Zusammensetzung der Fikalflora des Menschen vorwiegend
in einem sehr ungenauen MafBstab, dem Vergleich verschiedener Erndhrungsmuster
untersucht. Dabei wurde die Aufnahme an Hauptnéhrstoffen oft nicht dokumentiert bzw.
kontrolliert (Finegold & Sutter, 1978; Finegold et al., 1975). Zudem kann so der Einfluf3
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einzelner Hauptnéhrstoffe nicht isoliert betrachtet werden (Mitsuoka, 1984; van Faassen
et al., 1987). Gesichert ist, dass die Darmflora zur Energiegewinnung hauptsichlich
Proteine und Kohlenhydrate verstoffwechselt, die der Verdauung in den oberen
Darmabschnitten entgangen sind (Wollowski et al., 2000). Fiir fehlende messbare
Auswirkungen von Erndhrungseinfliissen auf die Darmflora werden einerseits
unzulingliche mikrobiologische Techniken sowie die Unzugénglichkeit des proximalen
Kolons verantwortlich gemacht, andererseits wird auf die gute Resorbierbarkeit der
Hauptnihrstoffe verwiesen (Seddon, 1989; Tannock, 1983, 1989; Drasar & Hill, 1974;
Drasar & Jenkins, 1976).

Bifido-relevante Wirkungen sind am ehesten durch spezifische Manipulationen der
Ballaststofffraktion (Roberfroid, 2001; Bouhnik et al., 1999; Ohkusa et al., 1995;
Gibson et al., 1995; Kashimura et al., 1989; Tomoda et al., 1991; Hayakawa et al., 1990)
und, was die Hauptnihrstoffe betrifft, wenn {iiberhaupt, durch Verschiebung der
Kohlenhydrat- und Proteinrelationen gegeneinander zu erwarten (Mitsuoka, 1984);
weniger z.B. durch Veridnderungen der Lipidfraktion (van Faassen et al., 1987).
Wollowski et al. (2001) weisen darauf hin, dass Fette im anaeroben Kolonmilieu
energetisch nicht genutzt werden kénnen.

Nach Kullak (1997) ist erwiesen, dass unter Gabe verschiedener Erndhrungsformen
verschiedene Keimgruppen vermehrt oder vermindert auftreten, nicht jedoch eliminiert
oder permanent neu angesiedelt werden konnen. Hiufig 146t sich von der
Kostzusammensetzung aber nicht zuverlissig auf die Zusammensetzung des fikalen
Keimspektrums schlieen (Knoke & Bernhardt, 1986; Hill, 1989; Finegold & Sutter,
1978). Im Zusammenhang mit kohlenhydratreichen Kostformen wird sowohl iiber eine
Erhohung (Seddon, 1989; Mitsuoka, 1984), als auch eine Verminderung (Schulze et al.,
1970; Drasar & Hill, 1974; Finegold et al., 1975; Finegold & Sutter, 1978) sowie iiber
eine unverinderte Bifidoflora berichtet (Finegold & Sutter, 1978; Speck et al., 1970).
Eine verdnderte Proteinzufuhr (z.B. eine nicht niher quantifizierte ,,Verdoppelung*
(Hentges, 1978) hat praktisch keinen Einflul auf die Hauptflora des Stuhls (Hentges,
1978; Seddon, 1989; Hill, 1989; Speck et al., 1970) bzw. kann sich individuell sehr
verschieden auswirken (Alles et al., 1999). Nach Hill (1989) wirken sich unterschied-
liche Gaben von Hauptnihrstoffen (z.B. Protein) deutlich auf die Florazusammensetzung
im proximalen Kolon aus.

Selbst unter proteinreicher Versuchskost mit Zulagen von 565 g Kasein, unter kohlen-
hydratreicher Kost mit Zulagen von 660 g Kohlehydraten und unter fettreicher Kost mit
Zulagen von um 250 g Distelol zeigte aber die Bifidoflora nach Untersuchungen von
Speck et al. (1970) an gesunden jungen Ménnern eine bemerkenswerte Stabilitiit.
Insgesamt wurde die Stuhlflora deshalb vielfach als relativ stabil gegeniiber
Erndhrungseinfliisssen durch Hauptnihrstoffe eingeschitzt (Mitsuoka, 1990; Irrgang &
Sonnenborn, 1988; Hill, 1989; Seddon, 1989; Bornside, 1978; Knoke & Bernhardt,
1986; Speck et al., 1970).

Nach Knoke & Bernhardt (1986) werden nur unter ,,extremen‘ Kostformen
voriibergehende Verschiebungen der okologischen Verhiltnisse im Darm beobachtet,
die ,,... wie akute Einbriiche in ein ausgeglichenes System [wirken], welches bemiiht ist,
seine urspriingliche Zusammensetzung moglichst wieder zu erreichen* (Knoke &
Bernhardt, 1986; s.a. Hahn et al., 1999).

Eine sehr sorgfiltig durchgefiihrte Humanstudie belegt eine 4%ige Zunahme der fikalen
Bifidokonzentration unabhingig von Zulagen vollstindig fermentierbarer Trans-
galaktooligosaccharide in 2 Testphasen auch in der Kontrollphase (Alles et al., 1999).
Es wurde vermutet, dass eine mindestens 3 Wochen zuriickliegende Erndhrungs-
umstellung auf eine gemeinsame Basiskost die Ursache gewesen sein konnte. Eine
Kostumstellung ist in der vorliegenden Studie vermieden worden; zwischen Phase A0
und BO lagen mehr als 2 Monate; nach Phase A3 wurde eine Auswaschphase von 6
Wochen angesetzt, bevor Phase BO startete.
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Es ist fraglich, ob die vergleichsweise geringen Unterschiede in den Naihrstoff-
differenzen von 23,5 g KH/d, (-11% in BO gegeniiber AO) und 38,8 g PR/d (-36% in BO
gegeniiber AQ) fiir die Abnahme der Bifidoflora in BO verantwortlich gewesen sein
konnten. Falls das jedoch der Fall gewesen wire, kann eine Beeinflussung der
Joghurtphasenergebnisse im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen (A0/A3,
B0/B3) ausgeschlossen werden, da hier die Néhrstoffaufnahmen nicht unterschiedlich
waren.

Die Ballaststoffzufuhr (,.colonic food“) war in allen Versuchsphasen nicht signifikant
unterschiedlich; in AO wurden nominell, aber nicht signifikant 1,4 g/d mehr
aufgenommen als in BO. Dennoch konnte mit 2,5 g/d Laktulosesupplementation (A3)
eine erhohte Fermentationsaktivitdt im Dickdarm nachgewiesen werden — ein Hinweis
darauf, dass die Methodik zur Kontrolle der Erndhrung zu ungenau gewesen sein konnte,
denn die Aufnahme spezifisch-bifidogener Nahrungsinhaltsstoffe, z.B. die Fruktan-
aufnahme, wurde nicht erfasst; sie wird in Europa auf 3-11 g/d geschitzt (Wisker, 2002)
und konnte daher in dieser und anderen Studien aufgetretene Schwankungen der
Bifidoflora und anderer fermentativer Keimgruppen sehr wohl erkldren. Auflerdem ist
der Verzehr anderer fermentierter Lebensmittel nicht ausgeschlossen worden.

Eine direkte Korrelation der Bifidoreduktion mit den um 13,4 mg/dl (IgM) bzw. 16,3
mg/dl (IgA) signifikant erniedrigten Immunglobulinspiegeln in BO gegeniiber AQ ist
auszuschliefen, da signifikante Zunahmen der Bifidofraktion (z.B. BO/B3) nicht zu
entsprechenden Erhohungen der Immunglobulinspiegel im selben Zeitraum gefiihrt
haben (Kap. 3.5.3).

Aufer den kontrollierten Faktoren (Spezies, Alter, Lebensgewohnheiten im weiteren
Sinne, Kontrolle von Hauptnihr- und Ballaststoffen, Immunmechanismen (z.T.),
Medikamente, Erkrankungen) und bifidogenen Nahrungsinhaltsstoffen konnten weitere
Faktoren die Keimzusammensetzung beeinflusst haben. Eine geschlechtsspezifische
Probandenauswahl zur Begrenzung der Varianz war nicht erforderlich, da die
Bifidobakterienzahl im Stuhl keine geschlechtsspezifischen Unterschiede aufweist
(Mueller et al., 2006; Sghir et al., 2000; Amann et al., 1998; O“Boyle et al., 1998). Alle
Phasen wurden mit identischen Versuchspersonen durchgefiihrt. Mitsuoka (1984) nennt
als weitere mogliche Einflufifaktoren auf die Keimzusammensetzung: physiologische
Funktionen (Nebennierenfunktion, Peristaltik, Sekretion von Verdauungsenzymen,
Galle, Mukus etc.), Immunmechanismen, exogene Mikroorganismen, Klima und Stress.

Da die Probanden in den Studienphasen nur teilweise Kontakt zueinander hatten, sind
mogliche Griinde fiir eine einheitliche Wirkung auf das Probandenkollektiv schwer zu
benennen. Aufgrund des begrenzten Kontaktes zueinander und der Tatsache, dass die
Probanden zu allen Messzeitpunkten gesund waren, konnen exogene Mikroorganismen
mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Der Faktor Klima bezieht sich auf Erkenntnisse aus Untersuchungen unter extremen
Bedingungen (Antarktis, Tropen), die wahrscheinlich die Auswirkungen des Keim-
gehalts der Umgebung u/o mangelhafter Hygiene (Tropen) widerspiegeln (Knoke &
Bernhardt, 1986) und ist hier zu vernachléssigen. Plotzliche Wetterverdinderungen (in
Phase B herrschten im Gegensatz zu Phase A sommerlich-warme Temperaturen) werden
als schwache Einflussfaktoren gewertet, die zwar die instabilere Sauglings-, aber
wahrscheinlich nicht die Erwachsenenflora beeinflussen konnen (Rasic & Kurmann,
1983).

Phase B fand gegen Ende des Sommersemesters (Medizinstudenten) bzw. Schuljahres
(Didtassistentinnen) statt und die Probanden waren wihrend der Atemgasentnahmen
sichtbar mit Priifungsvorbereitungen befasst. Eventuell lieBe sich so eine erhohte
Stressbelastung ableiten, die iiber eine Beeinflussung physiologischer Faktoren (U:
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Tannock, 1983; Lizko, 1987) negativ auf die mukosaassoziierte Bifidoflora gewirkt
haben konnte. Uber die Stressbelastung der Versuchsperson MZ zum Zeitpunkt BO
(Student einer anderen Fakultét, grofiter Einbruch der Bifidokonzentration) ist nichts
bekannt.

Tannock (1983) nennt als moglichen Mechanismus neben anderen eine stressbedingte
Erhohung der Kortikosteroidausschiittung, die z.B. eine Reduzierung der Muzin-
produktion der Darmmukosa zur Folge hat und damit sowohl die Naihrstoff-
verfiigbarkeit vermindern konnte, da Muzine von der Darmflora, z.B. Bifidobakterien,
als endogene Substrate genutzt werden (Drasar & Hill, 1974), als auch die
Adhisionsfihigkeit in der Mukusschicht beeintrichtigen wiirde. Quantitativ und
qualitativ verdnderte Mukusvorkommen an der Mukosaoberflidche sind Anzeichen einer
Stressreaktion (Litzko, 1987). In neuroemotionalen und durch Hormongaben (ACTH,
Wachstumshormon, Trijodthyronin) simulierten Stresssituationen wird vor allem eine
Abnahme bzw. im Extremfall (z.B. 24 Stunden vor Weltraumflug oder in lebens-
bedrohlichen Situationen) unter Umsténden ein volliges Verschwinden der Bifidoflora
verzeichnet (Lizko, 1987; Knoke & Bernhardt, 1986; Moore et al., 1978). Damit
verbunden sind hédufig weitere, eher als ungiinstig eingeschitzte Keimverschiebungen,
z.B. eine parallele Abnahme von Laktobazillen (Lizko, 1987) und, bedingt durch die
Abnahme der schiitzenden Barrierefunktion, eine Zunahme von E. coli (Tannock, 1983)
oder Bacteroides (Moore et al., 1978); diese Zusammenhinge konnen in der
vorliegenden Studie nur teilweise nachvollzogen werden. Moore et al. (1978) berichten,
dass eine Zunahme von Bacteroides, wahrscheinlich Adrenalin-vermittelt, zwar unter
Wut- oder Angststress, nicht jedoch unter ,,‘worry’-stress* bei Examenskandidaten zu
beobachten war, was der vorliegenden Untersuchung im Vergleich A0/BO nicht
widersprechen wiirde.

Erhohte Kortikosteroidausschiittungen wirken immunodepressiv und bewirken eine
Abnahme von IgA und T-Lymphozyten (Litzko, 1987). Eine signifikante Abnahme von
IgA wurde zwar auch hier beobachtet (A0O/B0), aber unabhingig von der Hohe der
Bifidoflora auch in anderen Testphasen, was der Stresshypothese widersprechen wiirde.

Emotionaler Stress konnte sich auch, hormonell bedingt, auf die Darmmotilitit
auswirken (Tannock et al., 1983; Litzko, 1987). Psychophysiologischer Stress
(Vermeiden von leichten Elektroschocks durch Spielen von Videospielen iiber 1 Stunde)
fiihrte bei jungen Erwachsenen zu signifikant verkiirzten mittleren Transitzeiten,
gemessen mittels Atemgastest nach Verzehr von 10 g Laktulose (Ditto et al., 1998).
Mittlere Transitzeiten nach Joghurtverzehr wurden im Vergleich der Kontrollgruppen
(A0/BO) jedoch nicht gemessen.

Inwieweit Art, Stirke und Dauer den genannten Stresssituationen vergleichbar sind und
welcher Parameter eine Stressbelastung am empfindlichsten anzeigt, kann an dieser
Stelle nicht erdrtert werden.

Insgesamt ist nicht ausgeschlossen, dass leicht unterschiedliche Aufnahmen nicht
kontrollierter, spezifisch bifidogener Nahrungsinhaltsstoffe u/o anderer fermentierter
Lebensmittel u/o eine leicht erhohte Stressbelastung bei der Abnahme der Bifidoflora im
Vergleich der Kontrollphasen eine Rolle gespielt haben kénnte. Da aufler der Bifidoflora
und der anG+S keine weiteren Keimgruppen signifikant veréndert waren, handelte es
sich offenbar um einen schwachen Reiz und eine schwache Reaktion darauf.

Einfluss von konventionellem Joghurt, Bifidosupplementen und Laktulose auf die
Stuhlflora

Da mit der signifikanten Zunahme der Bifidobakterien in A3 (Exkretion) ebenfalls eine
signifikante Zunahme der eher als ungiinstig eingestuften Bacteroides (Konzentration
und Exkretion) und Enterokokken/Streptokokken (Exkretion) verbunden war und sich
im prozentualen Keimspektrum keine (giinstigen) signifikanten Anderungen ergaben,
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kann allein aus den mikrobiologischen Befunden keine eindeutige gesundheitsfordernde
Wirkung durch den BJ+L abgeleitet werden.

Die Wirkung des KJ schien etwas giinstiger auszufallen, da neben ebenfalls signifikant
erhohten Bifidobakterien (Konzentration und Exkretion) auch signifikante Zunahmen
der als gesundheitsfordernd geltenden Eubakterien (Konzentration und Exkretion)
verzeichnet wurden, ohne dass das Wachstum aerober Keime zugenommen hatte.
Moglicherweise als eher ungiinstig zu beurteilen ist aber auch hier die signifikante
Zunahme der Bacteroides (Konzentration und Exkretion) und die (allerdings nur)
trendmélige Zunahme von C. perfringens (Konzentration und Exkretion). Nach
Joghurtverzehr (B0O/B3) war auch das pozentuale Keimspektrum giinstig beeinflusst
durch signifikante relative Abnahme des Bacteroides- und Zunahme des Bifidoanteils.
Die relative Keimgruppenverteilung war aber insgesamt nicht signifikant besser als nach
Bifidojoghurt mit Laktulose.

Das Ergebnis ist iiberraschend, da Joghurt A sich von Joghurt B nur durch den Zusatz
von Bifidobakterien und Laktulose unterschied und deshalb fiir Joghurt A eine
ausgepragtere probiotische Wirkung erwartet wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass weder
der Zusatz lebender Bifidobakterien, noch der Zusatz eines Pribiotikums notwendig
sind, um das Wachstum der Bifidoflora zu fordern. Es scheint jedoch, als ob der
Symbiosestatus des mikrobiellen Okosystems im Darm fiir den Wirkungsgrad eines
Probiotikums von Bedeutung ist. Bei relativer Verminderung/Labilitdt der Bifidoflora
(BO) scheint die Wirkung ausgeprégter zu sein. In beiden Testphasen kam es jedoch
neben einer bifidogenen Wirkung auch zur Erhohung anderer Keimgruppen. In Phase B
wurde, vermutlich aufgrund der etwas ungiinstigeren Ausgangsposition, trotzdem ein
giinstigeres prozentuales Keimspektrum im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt, das
allerdings auch nicht signifikant giinstiger ausfiel als in Phase A. In Phase A3 wurde
deutlich, dass nicht jede bifidogene Wirkung in vivo ausschlieBlich probiotisch sein
mufB}; die Wirkung in A3 war nicht so spezifisch wie erhofft, da auch andere
Bakteriengruppen mit zweifelhaftem gesundheitsforderlichen Potential stimuliert
wurden. Da Bacteroides nach beiden Testjoghurts signifikant erhéht waren, ist hierfiir
offensichtlich nicht der Laktulosezusatz verantwortlich, obwohl Bacteroides auch
Laktulose verstoffwechseln konnen (Kap. 1.2.5.3.1). Da Strepto- bzw. Enterokokken zur
Laktuloseverstoffwechselung fihig sind (Kap. 1.2.5.3.1) konnte die Zunahme dieser
Keimgruppen in A3 jedoch durch den Laktulosezusatz verursacht worden sein.

Die Bewertung der gleichzeitigen Zunahme von Bifidobakterien und Bacteroides
hinsichtlich einer gesundheitsrelevanten Bedeutung bleibt unklar. Bei C. diffizile-
assoziierter Diarrhd wurden Bacteroides nur in geringen Mengen gefunden (log 6) im
Vergleich zur Darmflora Gesunder (log 9) (Hopkins et al., 2001).

Eine Zunahme der Anaerobenzahl in beiden Joghurtphasen (B3>A3) wird als positiv fiir
die Stabilitit der Darmflora interpretiert (Hopkins et al., 2001).

Nach Fuller (1989) funktionieren Probiotika iiber die Umkehrung von Stressanzeichen
der Darmflora. Eine dltere Studie an 40 Patientinnen mit Kollumkarzinom zeigt dies in
drastischer Weise. Der Zerstorung des Gleichgewichts der Darmflora durch para- und
postradiologische Diarrhd, verursacht durch eine direkte Strahlenschadigung der
Epithelien der Darmmukosa, konnte durch orale Verabreichung lebender Bifido-
Supplemente (mind. log 9/d) signifikant entgegen gewirkt werden. Unter Bifiduszusatz-
therapie im Vergleich zum Bifidus-unbehandelten Kollektiv betrugen die Keimzahlen
von Bifidobakterien 125 vs 25%, von Kolibakterien 58 vs 25% und von Enterokokken
58 vs 37% (Mettler et al., 1973).

Vanbelle et al. (1990) sehen beziiglich des Einsatzes von Probiotika in der Tier-
erndhrung noch Forschungsbedarf hinsichtlich der Frage ,,warum bessere Ergebnisse bei
jiingeren oder ‘gestressten’ Tieren oder unter schlechteren hygienischen Bedingungen
erzielt werden®.
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Amann et al. (1998) machten die interessante Beobachtung, dass ihre Probanden zwei
unterschiedlichen Reaktionsmustern folgten: bei 9/12 Personen lagen die
Bifidokonzentrationen in der Kontrollphase um log 9, bei 3/12 nur um log 6, unter
Bifidogabe pendelten sich alle Werte zwischen log 8-10 ein, so dass die kleinere
Personengruppe iiberproportional von der Bifidogabe profitierte. Dieser Effekt ist auch
sichtbar bei Vergleich der Keimkonzentrationen B0/B3 (log 8-9/log >9-<11, wobei die
Ausgangskeimzahl hier sogar hoch erscheint) und speziell bei Versuchsperson MK (BO:
log 5,23/ B3: log 10,39).

Auch Bouhnik et al. (1996) beobachteten in einer Humanstudie, dass mit fermentierter
Bifidusmilch die fikale Bifidoflora signifikant zugenommen hatte; unter zusitzlicher
Gabe von 18 g Inulin/d lieB sich jedoch keine weitere Zunahme der Bifidoflora
erreichen. Ebenso fiihrte der Verzehr von 10 g eines bifidogenen Sojabohnen-
Oligosaccharidextraktes, kombiniert mit 6xlog 9 KBE Bif. longum 105 tiber 3 Wochen
bei 6 gesunden Minnern zwar zu signifikant erhohten Bifidobakterienzahlen im Stuhl,
die Wirkung war jedoch nicht konstant signifikant groBer als bei Verabreichung des
Extraktes ohne Bifidozusatz (Hayakawa et al., 1990).

Obwohl verschiedene Studien an gesunden Probanden zur Wirkung von Oligofruktose
und Inulin im Bereich von 4-20 g/d eine deutliche bifidogene Wirkung zeigten (Rao,
1999; Roberfroid et al., 1998), lieB3 sich keine klare Dosis-Wirkungs-Beziehung ableiten.
Roberfroid et al. (1998) vermuteten ebenfalls, dass unabhingig von der Fruktan-
dosierung die initiale fikale Bifidokeimzahl mit den beobachteten bifidogenen Effekten
korrelierte und dass also bei ausreichend hohen initialen Bifidokeimzahlen eine weitere
Keimzahlerhohung moglicherweise nicht mehr stattfinden wiirde. Auch Saito et al.
(2002) stellten fest, dass sich nach Verabreichung von 84 g/d fermentierter L. helveticus-
Milch iiber 14 Tage an 7 gesunde Versuchspersonen (fdkale Bifidokonzentration log
9,8/g Stuhl=25,9% der Gesamtkeimzahl) die Bifidoflora durch hohere Verzehrsmengen
von 252 g/d iiber 14 Tage nicht mehr wesentlich steigern lief (Ig 9,9=28,4% der
Gesamtkeimzahl). Nach Untersuchungen von Brigidi et al. (2003) zeigen exogen
zugefiihrte Bifidobakterien ein wirtsabhiingiges passageres Kolonisationsverhalten. Die
Verabreichung des bifidobakteriumhaltigen pharmazeutischen Priparates VSL-3 an
Gesunde bewirkte nur bei verminderten initialen endogenen Bifidokeimzahlen um 6 x
log 6 signifikante Zunahmen der Bifidoflora bis >log 8 sowie eine erhohte Persistenz der
exogen zugefithrten Bifidobakterien. Bei hohem endogenem Bifidovorkommen um 6 x
log 8 Keimen war eine signifikante Zunahme der Bifidoflora nicht festzustellen;
exogene Bifidobakterien zeigten nur eine dullerst geringe Persistenz.

Rycroft et al. (2001) ermittelten in vitro mit humanen Stuhlproben eine umgekehrt
proportionale Korrelation zwischen niedriger Ausgangskeimzahl und Ausmall der
Zunahme der Bifidopopulation. Unabhéngig von der initialen Keimzahl wurde nach 24
Stunden Fermentation ein Populationsmaximum erreicht. Dieses Phinomen wurde bei
keiner der sonstigen untersuchten Bakterienspezies beobachtet.

Bei Komapatienten mit niedrigen Bifidokeimzahlen <log 7/g Stuhlmasse lie sich durch
Verabreichung lebender Bifidosupplemente plus 2,5 g kkFOS die Bifidoflora um
durchschnittlich eine Zehnerpotenz steigern (del Piano et al., 2004). Langhendries et al.
(1995) fanden bei Neugeborenen, die entweder voll gestillt wurden oder eine bifido-
bakteriumhaltige Formulanahrung erhielten, keine unterschiedlichen Ausprigungen der
Bifidoflora. Im Vergleich zu Werten gleichaltriger Siuglinge einer anderen
Arbeitsgruppe schlieen die Autoren, es scheine, dass die Bifidoflora, unabhéngig von
der oral verabreichten Keimdosis, immer einen dhnlich hohen Grenzwert erreicht wie
bei spontaner natiirlicher Kolonisation.

Diese Ausfiihrungen konnten auch einen Hinweis geben zu der Frage, warum das
bakteriologische Ergebnis nach Bifidojoghurt mit Laktulose im Vergleich zum KJ nicht
mehr steigerbar war: offenbar war ein Populationsmaximum bereits erreicht. Ebenfalls
moglich: die exogen zugefithrten Bifidobakterien zeigten keine ausreichende
Uberlebensfihigkeit im Gastrointestinaltrakt (der eingesetzte Stamm war ungeeignet)
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u/o die Keimdosis war zu gering u/o die Laktulosedosis war zu gering bzw. wurde nicht
selektiv genug von Bifidobakterien genutzt (s. Ergebnis des Atemgastestes und Kap.
1.2.5.3.1; Kap. 4.3.5) v/o die Keimzahlschwankungen waren im Verhéltnis zur Anzahl
der Probanden zu gro8.

Tab. 27 zeigt vergleichende Studienergebnisse anderer Autoren.

Aussagekriftige Studien zur Wirkung von konventionellem Joghurt auf die Stuhlflora
gesunder Erwachsener mittleren Alters sind rar; hdufig wurde die Erndhrung nicht
kontrolliert, h#ufig ist die Probandenzahl angesichts der normalen Varianz der
Fékalflora sehr gering, hidufig wurde keine analytische Statistik durchgefiihrt und haufig
wurde nur eine sehr begrenzte Anzahl von Keimgruppen betrachtet, was in den &lteren
Untersuchungen zum Teil auch methodisch bedingt ist (Tab. 27).

Die Uberlebens- u/o Proliferationsfihigkeit konventioneller Joghurtstarter im Magen-
Darm-Trakt des Menschenist umstritten (Kap. 1.2.4.3.1), wurde aber bei Erwachsenen
schon nachgewiesen (Bianchi-Salvadori, 1986). Bei oraler Verabreichung von
konventionellem Joghurt sind von verschiedenen Autoren kontroverse Ergebnisse
hinsichtlich einer bifidogenen Wirkung bei Mensch und Tier erzielt worden, die
teilweise auf eine mangelnde Uberlebensfihigkeit der eingesetzten Joghurtstarter
wihrend der Gastrointestinalpassage zurlickzufithren sein diirften (Tab 28; Kap.
1.2.4.3.1). Bianchi-Salvadori (1978) berichtet von bifidogenen Wirkungen durch Joghurt
bzw. Verabreichung lebender Zellsuspensionen der Joghurtstarter bei Sduglingen und
Miusen. Nach Wissen der Autorin ist eine bifidogene Wirkung von konventionellem
Joghurt bei gesunden Erwachsenen in vivo bislang nicht nachgewiesen worden. Die
vorgefundene bifidogene Wirkung der Joghurtstarter ist ohne zumindest teilweises
Uberleben der oro-zdkalen Gastrointestinalpassage nur schwer vorstellbar: Sofern
(glinstige) Modifikationen der Fikalflora unter Joghurt bei Siuglingen feststellbar
waren, sind sie durch lebende Keime und nicht durch abgetitete Kulturen in
erhitzten/pasteurisierten Produkten verursacht worden (Bianchi-Salvadori, 1978; Fossati
& Bianchi-Salvadori, 1977). Mit der Einschrinkung, dass spezielle Nachweise der
Joghurtstarter nicht durchgefiihrt worden sind, kann aus den bakteriellen Analysen aber
keine nennenswerte Uberlebensrate abgeleitet werden.

Weitere Studien anderer Autoren zeigen uneinheitliche Wirkungen von lebenden
Bifidosupplementen auf die Bifidoflora von Mensch und Tier. Tab. 27 listet 10
Versuchsansidtze mit und 5 ohne bifidogene Wirkung auf. Hier spielen neben dem
wirtseigenen initialen Zustand der Darmflora stammspezifische Aspekte der
eingesetzten Keime eine Rolle. Von 2 verschiedenen Bif. longum-Stimmen, die in einer
Humanstudie in Form von Bifidojoghurt verabreicht worden waren, war nur einer
probiotisch wirksam (Ballongue et al., 1993). Wenn signifikante Zunahmen der
Bifidoflora verzeichnet wurden, lagen sie meistens im Bereich um 1-2 Zehnerpotenzen
(eigene Ergebnisse: A3: +0,3 log (n. s.); B3: +1,6 log (sign.)). Hohere Amplituden sind
in Humanstudien feststellbar, wenn die Ausgangswerte besonders niedrig waren (0-log
6) (Fujiwara et al., 2001; Amann et al., 1998, Samec, 1969).

Eine ,,optimale* Bifidokonzentration im Sinne einer nicht mehr steigerbaren Obergrenze
lasst sich im Vergleich der Studien nicht benennen.

Der Atemgastest belegt, dass die Laktulose in A3 nicht selektiv von Bifidobakterien
verstoffwechselt wurde. Es ist daher fraglich, ob sie als Prabiotikum geeignet ist. Tab.
27 listet 9 Versuchsansitze auf, die in vivo eine bifidogene Wirkung von Laktulose
belegen; 2 Studien zeigten keine bifidogene Wirkung, in weiteren 2 Studien wurde die
Bifidoflora nicht bestimmt. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung der bifidogenen Wirkung
kann nicht abgeleitet werden. Die Frage, ob Laktulose ausreichend selektiv auf
,»gunstige* Floraanteile gewirkt hat, kann nur unzureichend aus der Literatur beantwortet
werden, denn es wurden in 3/9 Studien mit bifidogener Wirkung keine und in den ander-
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en zum Teil nur wenige andere Keimgruppen bestimmt. Mit dieser Einschrinkung
zeigten 6/9 Studien, davon 4 Humanstudien, ein selektives Bifidowachstum mit Dosen
von 3, 10, 20 und 45 (?) g/d (Terada et al., 1992; Bouhnik et al., 2004a; Bouhnik et al.,
2004; Hoffmann & Bircher, 1969).

Die Selektivitit der bifidogenen Wirkung anderer Pribiotika ist nicht nur
substratabhéngig (Wang & Gibson, 1993), sondern scheint auch dosisabhéngig zu sein:
Reading et al. (1998, zit. nach Wisker, 2002) testeten in vitro die minimal notwendige
Dosis Oligofruktose zur Erzielung einer bifidogenen Wirkung. Zwar wirkte schon ein
Aquivalent von oral 1 g/d bifidogen; aber auch andere Keime, wie Bacteroides, E. coli
und Gram-positive Kokken hatten sich vermehrt. Ein selektiveres Bifidowachstum
wurde mit dquivalent 2 g/d erreicht; die optimal selektiv bifidogene Wirkung wurde mit
dquivalent 4 g/d realisiert.

Diese und andere (in-vivo-)Studien mit Oligosacchariden und Inulin fithrten zu der
Einschitzung, dass fiir eine nachweisbare bifidogene Wirkung in vivo mindestens 4-5
g/d Pribiotika notwendig sind (Rao, 1999; Wisker, 2002).

Hitte eine hohere Laktulosedosierung in der vorliegenden Studie ein selektiveres
Wachstum der Bifidoflora bewirken konnen? Dagegen spricht die Humanstudie von Te-
rada et al. (1992), die bereits mit 3 g/d Laktulose ein selektives bifidogenes Wachstum
erzielt hatten. Zudem zeigten die beiden Studien in Tab. 27 unter 27-39 bzw. 50-75 g
Laktulose/d ohne bifidogenes Wachstum vermehrtes Laktobazillenwachstum (Riggio et
al.,, 1990; Vince et al., 1974) und Bacteroideswachstum (Riggio et al., 1990). Eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung der Selektivitdt kann daher fiir Laktulose nicht bestitigt
werden - muss aber aufgrund der groBen interindividuellen Schwankungen der
Florazusammensetzung moglicherweise innerhalb eines identischen Probandenkollektivs
getestet werden.

Obwohl durch die fikalen pH-Werte und die Konzentrationen kurzkettiger Fettsduren im
vorliegenden Versuch nicht schliissig belegt (nur erhohte Fermentationsaktivitidt und
Azetatkonzentrationen in A3), ist es wahrscheinlich, dass die Joghurtaufnahme luminal
giinstige Wachstumsbedingungen fiir im Darm bereits anséssige azidophile Bakterien
(anG+S, Bifidobakterien, Eubakterien) und (autochthone) Laktobazillen (Gilliland,
1991) geschaffen hat. Die eingesetzten Bestimmungsmethoden erlauben keine
Unterscheidung von endo- und exogenen Laktobazillen.

In Tab. 27 ist die Gruppe der Laktobazillen besonders unklar abgegrenzt, bedingt durch
unterschiedliche Bestimmungsmethoden. In etwa der Hilfte der in Tab. 27 aufgefiihrten
Versuchsansidtze wurden Laktobazillen/Azidophile nicht bestimmt, 25% zeigten eine
Zunahme, knapp 30% zeigen unverdnderte Werte; nur eine Studie fand herabgesetzte
Laktobazillenzahlen (Tab. 27).

Bacteroides wurden in der Mehrzahl der Studien in Tab. 27 (noch) nicht untersucht. In
welchem Verhiltnis Bifidobakterienflora und Bacteroides zueinander stehen, ist nicht
eindeutig und scheint ebenfalls vom gesamten Erscheinungsbild der Florazusammen-
setzung abzuhiingen. Uber spezifische Antagonismen von Bifidobakterien gegeniiber
Bacteroides in vitro ist nichts bekannt. Da beide Spezies Bestandteile der Hauptflora
sind, kommen eher kompetitive Mechanismen (Wettbewerb um Nihrstoffe und Nischen)
in Frage. Ein Hinweis darauf ist die Zuriickdringung des prozentualen Bacteroides-
anteils zu Gunsten des erhohten Bifidobakterienanteils unter Joghurt in B3. Die
Aufnahme von 15 g transgalaktosylierten Disacchariden iiber 6 Tage fiihrte zu einer
Zunahme von Bifidobakterien und Laktobazillen und einer gleichzeitigen Senkung von
Bacteroides und Candida im Stuhl (Ito, 1993).

Trotzdem kam es zu erhohten fikalen Bacteroideskonzentrationen und —exkretionen
unter beiden Joghurtpriparationen. Keine weitere Studie in Tab. 27 belegt eine
Erhohung der Bacteroides durch Verzehr konventionellen Joghurts; 2 Studien
ermittelten unverdnderte Bacteroideskonzentrationen nach Joghurt (Guerin-Danan,
1998; Camschella et al., 1990). Bei Ratten, die mit menschlicher Darmflora inokuliert
worden und iiber 4 Wochen ein Futter mit 30% Joghurt erhalten hatten, hatte sich eine
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groBBere Bacteroides- als Bifidobakterienpopulation entwickelt; allerdings auch in der
Kontrollgruppe mit 30% Milch (Djouzi et al., 1997).

In 4 Versuchsansidtzen mit oralen Bifidosupplementen war die Bacteroidespopulation
unveridndert (Tab. 27); in einem Humanversuch kam es unter fermentierter Bifidusmilch,
die die Bifidokonzentration im Stuhl erhohte, zu statistisch signifikant reduzierten
Bacteroideszahlen (Ballongue et al., 1993). Orrhage & Nord (1992) bewerteten eine
gleichzeitige Zunahme von Bifidobakterien und Bacteroides in vivo durch ein mit Bif.
longum versetztes Milchprodukt als forderlich zur Wiederherstellung einer gestorten
Darmflora unter Clindamycin.

Nach Untersuchungen von Hayakawa et al. (1990) ist eine wachstumsférdernde
Wirkung oraler Bifidosupplemente auf die Bacteroidesgruppe nicht zuverlissig
feststellbar. Zehn g eines bifidogenen Sojabohnen- Oligosaccharidextraktes fiihrten in
einem Versuch an 6 gesunden Minnern iiber 3 Wochen nicht zu signifikant erhohten
Bacteroideszahlen. In Kombination mit 6x10° KBE Bif. longum 105 kam es nur in der
ersten, nicht jedoch in den darauffolgenden zwei Wochen zu signifikant héheren
Bacteroideswerten.

Tab. 27 listet 9 Versuchsansitze auf, die die Bacteroideskonzentrationen im Stuhl/Kot
bzw. im Darminneren nach Laktulosegaben beobachtet hatten. Jeweils 3/9 zeigen
abnehmende bzw. zunehmende bzw. unverinderte Bacteroideskonzentrationen.

In der Studie, die dem vorliegenden Studienansatz am ndhesten kommt, wurden bei
steigenden Bifidozahlen erniedrigte Bacteroideszahlen unter 3 g Laktulose/d bestimmt
(Terada et al., 1992). An diesem Beispiel wird noch einmal sehr deutlich, dass die
Ausgangssituation der Versuchsteilnehmer, ihre individuell vorgeprigten Keimspektren
und darin die Gewichtung bzw. das Verhiltnis der Keimgruppen zueinander die
bakteriologischen Auswirkungen der Laktulosegaben in wenig vorhersehbarer Weise
bestimmen.

Unter der Voraussetzung, die Annahme sei richtig, dass die Bifidoflora auch unter
Pribiotikagabe nicht unbegrenzt steigerbar ist und unter der Voraussetzung, dass die
Einschitzung in Kap. 4.3.2 zutreffend war, wonach die Bifidobakterienzahl in AO im
»ublichen*, die Bacteroideskeimzahl dagegen im ,,verminderten* Normbereich gelegen
hat, wire es moglich, dass das Laktulosenutzungsvermégen einer Keimgruppe (Kap.
1.2.5.3.1) keine absolute GroBe ist, sondern mit zunehmender ,relativer Deprivation
einer Keimgruppe steigen kann. Auf diese Weise wire erkldrbar, warum in A3 das
Wachstum der Bacteroidesfraktion in stirkerem Mafe iiberproportional war als das der
Bifidoflora. Bifidobakterien sind zwar aus in-vitro-Versuchen als bevorzugte
Laktulosenutzer bekannt (Kap. 1.2.5.3.1), das Laktulosenutzungsvermogen von
Bacteroides kann jedoch dhnlich hoch sein wie das von Bifidobakterien und als ein
Hauptmetabolit entsteht hier ebenfalls Azetat (Kap. 4.4.3).

Die Eubakterienpopulation war nach Verzehr konventionellen Joghurts signifikant
erhoht und unverdndert unter Aufnahme von Bifidojoghurt plus Laktulose.
Vergleichende in-vivo-Studien (Tab. 27) belegen keine Modifikation der Eubakterien
durch Aufnahme von Joghurtstartern bei Kaninchen (Camaschella et al., 1990), Bif.
longum SBT 2928 in einer Humanstudie (Fujiwara et al., 2001) oder Bif. longum-
Kondensat bei Ratten (Fujisawa et al., 1990). Eine Studie zur Wirkung von Laktulose
auf die Eubakterien ist nicht bekannt.

Eubakterien wurden in der {iiberwiegenden Mehrzahl der Studien (noch) nicht
untersucht.

In einem sechswoéchigen Rattenversuch wurde jedoch im Vergleich zu einem fett- und
cholesterinreichen Futter eine Zunahme der Bifidobakterien beobachtet, wenn eine
Zulage eines probiotischen Bakterienmixes auf Reiskleiebasis aus 12 Staimmen, darunter
3 Bacillus-, 4 Lactobacillus-, 3 Streptococcus- Staimme (incl. S. thermophilus) sowie
Saccharomyces cerevisiae und Candida utilis (je log 7-8 KBE/g Reiskleie) gegeben
wurde (Fukushima & Nakano, 1995). Wie im vorliegenden Versuch war auch die Zahl
der Eubakterien erhoht.
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Die unverdnderten Strepto-/Enterokokkenwerte unter KJ lassen vermuten, dass S.
thermophilus nicht in nennenswertem Umfang tiberlebte u/o keine giinstigen luminalen
Vermehrungsbedingungen vorherrschten. Die eingesetzten Bestimmungsmethoden
erlauben auch hier keine Unterscheidung von endo- und exogenen Keimen.

AuBer vereinzelten Studien zur Uberlebensfihigkeit von Joghurtstartern beim Menschen
(Kap. 1.4.3.1) sind keine vergleichbaren Studien zur Wirkung von Joghurt auf fékale
Strepto-/Enterokokken bei gesunden Erwachsenen verfiigbar. Unklar bleiben die
Kausalzusammenhénge bei einer Gruppe von 13 Sduglingen, die iiber einen Monat
taglich 125 g nichterhitzten Joghurt erhielten. Es waren nur signifikant erhohte
Enterokokkenzahlen ermittelt worden. Die Hauptflora (Bifidobakterien, Bacteroides,
Enterobacteria) und die Laktobazillenzahlen waren unverdndert (Guerin-Danan et al.,
1998).

Im Tierversuch wird unter Joghurtgaben iiber erniedrigte Streptokokkenwerte im
Rattenkolon (Garvie et al., 1984) und unverinderte Enterokokkenwerte im Zaekum von
Kaninchen berichtet (Camaschella et al., 1990).

Die erhohte mittlere Tagesausscheidung von Strepto-/Enterokokken unter BJ+L geht auf
das Uberleben bzw. die Vermehrung von exogenen S. thermophilus zuriick u/o auf eine
Zunahme der endogenen Enterokokken. Da die Keimkonzentration unverindert war, soll
das Ergebnis nicht iiberbewertet werden. Unter Bifidosupplementation in vivo wurden
beim Menschen nur unveridnderte Strepto-/Enterokokkenkonzentrationen festgestellt
(Orrhage et al., 1991; Fujiwara et al., 2001). In vitro fanden Alander et al. (1999) jedoch
eine erhohte Enterokokkenzahl nach Zugabe von 5 verschiedenen Milchséure-
bakterienstimmen, darunter auch Bifidobakterien, zu menschlicher Dickdarmflora. Die
Enterokokkenzahl blieb erhoht, selbst nach Einpendeln der Milchsidurebakterienzahlen
auf das Niveau vor Behandlung; die Ursache dafiir ist nicht bekannt.

Auf Grund der unverinderten Streptokokkenwerte in B3 wird in A3 eher eine Zunahme
von Strepto-/Enterokokken durch Verstoffwechselung von Laktulose vermutet. Strepto-
/Enterokokken sind in vitro zur Laktuloseverstoffwechselung befahigt (Kap. 1.2.5.3.1).
Da Bifidobakterien keinen naszierenden Wasserstoff bei der Fermentation produzieren
(Kap. 1.2.3.2.1), belegt der Atemgastest, dass der Laktulosezusatz zumindest teilweise
von Nicht-Bifidobakterien verstoffwechselt worden ist. In einem Einzelfall eines
gesunden dlteren Mannes wurden nach Laktulosegaben im Zaekum, aber nicht im Stuhl
erhohte Enterokokkenkonzentrationen bei niedrigen Ausgangswerten festgestellt (Lebek
& Luginbiihl, 1988) (Tab. 27). Andere Autoren fanden jedoch in vivo unter
Laktulosegaben iiberwiegend unverinderte bzw. nicht signifikant verminderte (Conn &
Floch, 1970; Hoffmann & Bircher, 1969; Vince et al., 1974) und gesunkene Strepto-
/Enterokokkenwerte (Terada et al., 1992; Braun, 1965), was vermuten ldsst, dass andere
Bakteriengruppen potentere Laktulosenutzer in vivo sind (Kap. 1.2.5.3.1). Ein
umgekehrt proportionales Verhiltnis zur Hohe der Bifidokonzentrationen lédsst sich nicht
ableiten.

Die vorliegende Studie kann die in vitro nachgewiesene antagonistische Wirkung von
Bifidobakterienstimmen und Stimmen der Joghurtstarterkulturen (Kap. 1.2.3.4.2 und
1.2.4.3.2) gegeniiber E. coli in vivo nicht bestitigen. Trotz Zunahme der fikalen
Bifidoflora bzw. der anG+S durch Joghurt bzw. erhohte Ausscheidung dieser Keime
durch BJ+L blieben E. coli- bzw. Enterobakterienpopulationen unveridndert.
Vergleichbare Ergebnisse mit Joghurt zeigten Studien an Sduglingen und Méiusen
(Bianchi-Salvadori et al., 1978; Bianchi-Salvadori, 1978; Fossati & Bianchi-Salvadori,
1977). Bei jeweils 4 anderen Versuchsansitzen, die keine bifidogene Wirkung von
Joghurt bzw. Bif. longum in vivo zur Folge hatten, war die Enterobakterien- u/o die
Konzentration von E. coli ebenfalls unveridndert (Tab. 27).

Unter Laktulosegaben zeigten sich bei 5 Versuchsansitzen unverdnderte
Enterobakterien- u/o E. coli-Konzentrationen, unabhédngig von der Wirkung auf die
Bifidoflora (Tab. 27).
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Eine Humanstudie belegt eine statistisch nicht abgesicherte Zunahme von E. coli bei
unverdnderten Enterobakterienwerten unter pasteurisiertem Joghurt, die durch
Verabreichung von Joghurt mit lebenden Keimen absenkbar war (Salvadori & Bianchi-
Salvadori, 1973). Eine signifikante Erhohung der Strepto-/Enterokokkenwerte bei
gleichbleibenden E. coli-Zahlen wurde unter Verabreichung eines Bif. longum-
Priparates festgestellt, das nicht zu einer Erhéhung der Bifido- und Laktobazillenflora
gefiihrt hatte (Nielsen et al., 1994).

Zwei Studien an Ferkeln bzw. Ratten belegen eine signifikante Absenkung koliformer
Keime im Kolon bzw. Kot durch Verfiitterung von Joghurt bei gleichzeitiger Erh6hung
der Laktobazillenflora (Ratcliffe et al., 1985 und 1986; Akalin et al., 1997).

Bei dyspeptischen Senioren und Senioren mit Leberschiden ging die Erhohung der
Bifidoflora von 0-1 auf 10-12% mit einer Reduktion der stark erhdhten Enterobakterien-
zahlen von 59 auf 39% bzw. 92 auf 44% einher (Tab. 27).

Vier weitere Studien mit Bif. longum berichten iiber reduzierte E. coli- oder
Enterobakterienwerte bei gleichzeitiger Zunahme der Bifidoflora (del Piano et al., 2004;
Ballongue et al., 1993; Fujiwara et al., 2001; Momose et al., 1982, s. Tab. 27).

Bei allen drei Studien, die unter Laktulosegaben reduzierte Enterobakterien- bzw. E.
coli-Zahlen festgestellt hatten, waren auch parallel die Bifidokokonzentrationen erhcht
(Terada et al., 1992; Hoffmann & Bircher, 1969; Braun, 1965).

Insbesondere, wenn die Ausgangskeimzahlen ungewdhnlich gering erschienen, wurden
auch parallele Zunahmen von E. coli (von 4 auf 25%, Samec, 1969) bzw.
Enterobakterien (von log 5 auf log 8, Bianchi-Salvadori et al., 1986; von log <4 auf log
6, Lebek & Luginbiihl, 1988) unter Gaben von Bifidobakterien bzw. Joghurt bzw.
Laktulose festgestellt. Bianchi-Salvadori et al. (1986) interpretierten das Ergebnis als
forderlich im Sinne einer ,,Wiederherstellung des Gleichgewichts der Enterobakterien-
flora“.

Insgesamt gesehen ist die individuelle Wirkung eines Pro- oder Prébiotikums auf die
Enterobakterien- bzw. E. coli-Flora schwer vorhersehbar und stark abhéngig von wirts-
eigenen Faktoren (stabiles/instabiles Keimspektrum). Eine Auswirkung auf die Keim-
konzentrationen scheint nur dann zu erwarten zu sein, wenn die Keimgruppenanteile
eher zu niedrig oder eher zu hoch sind, wobei Probiotika ausgleichend nach oben oder
unten wirken (symbiosefordernd bei zu niedrigen, begrenzend durch Ansiduerung bei zu
hohen Werten).

Die Bestimmung der Clostridienpopulation ist nur in wenigen in-vivo-Studien
beriicksichtigt worden. Wie im eigenen Versuch konnte auch in zwei weiteren Studien
eine Modifikation der Clostridienzahl durch Verzehr konventionellen Joghurts nicht
bestitigt werden (Haenel et al., 1963; Camaschella et al., 1990) (Tab. 27). Auch mit
einer Erhohung der Bifidobakterienzahl im Stuhl durch 10 g eines bifidogenen Soja-
bohnen-Oligosaccharidextraktes, kombiniert mit 6x10° KBE Bif. longum 105 iiber drei
Wochen war bei sechs gesunden Minnern kein signifikanter Riickgang der
Clostridienzahlen verbunden (Hayakawa et al., 1990).

In vitro wurden antagonistische und antibakterielle Wirkungen von Bifidobakterien-
stimmen bzw. ihre Wirkung auf das lokale Mikroklima gegeniiber Clostridien bzw. C.
perfringens nachgewiesenen (Kap. 1.2.3.5.2).

In der vorliegenden Studie zeigte BJ+L keine signifikante Wirkung; bei signifikanter
Zunahme der Bifidobakterienpopulation in B3 waren C. perfringens in B3 sogar
tendenziell erhoht. Eine Studie zeigt bei Anwesenheit von Laktulose im Inkubations-
medium mit menschlicher Darmflora tendenziell, aber statistisch nicht signifikant
erhohtes Clostridien-wachstum (Sanz et al., 2005).

Del Piano et al. (2004) fanden in einer Humanstudie bei Verabreichung von Bif. longum-
WIILGM plus 2,5 g kkFOS/d signifikant reduzierte Clostridienanteile. Es ist nicht
bekannt, ob dieser Stamm {iiber spezifische antimikrobielle Fihigkeiten gegeniiber
Clostridien verfiigte; die Autoren vermuten eine kompetitive Hemmung (Wettbewerb
um Nihrstoffe und Kolonisationsnischen), da sich die Keimgruppenanteile von Bif.
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longum und Clostridien beim Menschen mit zunehmendem Alter umgekehrt
proportional verhielten. Zwei weitere Humanstudien (Tab. 27) mit Verzehr
verschiedener Bif. longum-Staimme in Milchprodukten bestétigten reduzierte
Clostridien-konzentrationen (Ballongue et al., 1993; Fujiwara et al., 2001). Die Wirkung
war stammspezifisch (Ballongue et al., 1993). Zwei weitere Studien mit oralen Bifido-
supplementen fanden keine signifikante Wirkungen auf die Clostridienpopulationen
(Orrhage et al., 1991; Fujisawa et al., 1990), letztere trotz erhohter fikaler Bifido-
bakterienzahl. Bei 2 gesunden Spaniern stellten die Spezies Bifidobakterien, Clostridien
und Bacteroides mit Keimzahlen um log 10-11/g Stuhl sogar die quantitativ
bedeutendsten Keimgruppen dar (Delgado et al., 2004). Hier wird deutlich, wie wichtig
eine bakterielle Analyse nicht nur auf der Spezies-, sondern auch auf der Subspezies-
und der Stammebene sind (Delgado et al., 2004).

Unabhingig von der bifidogenen Wirkung zeigten 5 Versuchsansitze unter Laktulose
keine Wirkung auf die Clostridienpopulationen; nur Terada et al. (1992) ermittelten
unter 3 g Laktulose/d eine signifikante Abnahme von lecithinase-positiven Clostridien
und C. perfringens.

Der Grund fiir den mikrobiellen Wachstumseffekt durch beide Testjoghurts ist nicht
bekannt. Er setzt das Vorhandensein von Substrat voraus. Taglich gelangen etwa 60 g
Trockenmasse aus den oberen Darmabschnitten in den Dickdarm. Es handelt sich um
Schleimhautsekrete, abgeschilferte Epithelzellen und vor allem unverdaute
Nahrungsbestandteile (van Loo, 2000). Abgesehen von der Substratspezifitit vor Ort in
Abhingigkeit der aufgenommenen Nahrungsbestandteile, nennen Fukushima & Nakano
(1995) als mogliche Mechanismen, die Keimzahldnderungen ermdoglichen: von
iberlebenden Laktobazillen sezernierte Milchsdure, Polysaccharidexkretion durch
Probiotika, antagonistische Wirkungen gegeniiber spezifischen Keimen, die Produktion
kurzkettiger Fettsduren u/o antibiotischer Substanzen (Kap. 1.2.3.4.2 und Kap.
1.2.4.3.2).

Da die sperzifischen selektiven Wachstumswirkungen im Vergleich A3/B3 durch
Laktulose bedingt sein konnen (Kap. 1.2.5.3.1), kann fiir B3 durchaus ein
unspezifischer, durch verschiedene Siuretoleranzen der Bakterien aber indirekt
spezifischer, Mechanismus angenommen werden. Ein intestinaler Wachstumseffekt
konnte ebenfalls durch Zelltriimmer im oberen Darmtrakt abgestorbener Joghurtstarter
gefordert worden sein, die zusétzliches Substrat fiir die Fermentation bereitstellten.
Denkbar ist ebenfalls eine stimulierende Wirkung auf die Hohe u/o Qualitdt der
endogenen Quote (Mukussekretion/Abschilferungen) durch einen spezifischen
Mechanismus. Nach Untersuchungen von Romond et al. (1990) an keimfreien Miusen
bestimmt die Herkunft eines inokulierten Bifidostammes die Nutzungsmoglichkeit des
vom Wirtsorganismus produzierten Mukus in vivo. In welchem Umfang Bifidobakterien
das Mukusangebot des Wirtsorganismus nutzen, hédngt von der spezifischen
Glykoproteinsekretion des Wirtsorganismus ab, die, je nach bakterieller Besiedlung,
variieren kann, wobei im Zuge eines nicht ndher beschriebenen Erkennungsprozesses
das Glykoproteinmuster modifiziert wird. Dieser Mechanismus konnte in beiden
Joghurtphasen das lokale Substratangebot erhéht haben, da es in beiden Féllen zu einer
erhohten Bifidoexkretion gekommen war.

Da keine der bestimmten Keimgruppen signifikant im Wachstum gehemmt worden ist,
lassen die Ergebnisse nicht auf eine Relevanz antibiotischer Wirkung von
Joghurtbakterien fiir ihren selektiven wachstumsférdernden Effekt in vivo schlieen.
Selektive Wachstumsférderung bedeutet aber indirekt auch selektiv bakteriostatische
Wirkung anderer Keimgruppen.

In der vorliegenden Studie wurden trotz hoherer Zahlen fakaler Bifidobakterien nach
Joghurtverzehr (A, B) und trotz erhohter Fermentationsaktivitit im proximalen Kolon
(A) keine signifikanten Wachstumshemmungen bei einzelnen Bakteriengruppen im
Stuhl verzeichnet.
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44.1

Die Auffassung von Wisker (2002), ein Pribiotikum sollte nicht als solches bezeichnet
werden, wenn es nicht zur selektiven, sondern zur Zunahme mehrerer Keimgruppen
fithrt, ist zwar theoretisch zu befiirworten, wird aber wahrscheinlich den bakteriellen
Wechselwirkungen der sehr komplexen Mikroflora in vivo nicht gerecht.

Die Ermittlung der relativen Selektivitit des bakteriellen Zuwachses nach Aufnahme
eines Pro- oder Pribiotikums kann Auskunft dariiber geben, ob die bifidogene
Wachstumswirkung an prominenter Stelle in der Rangfolge von Bakterien mit
iberproportionalem Wachstum steht.

Bakterielle Fermentation

Keine der beiden Joghurtpriparationen wirkte sich signifikant auf die Hohe des Stuhl-
pH-Wertes sowie die Exkretion KKFS aus, obwohl signifikante Floraverinderungen
stattgefunden hatten. Nach Verzehr des BJ+L waren die Fermentationsaktivitit im
Kolon, gemessen als Wasserstoffabatmung (AUC) und die Azetatkonzentration im Stuhl
signifikant hoher als nach konventionellem Joghurt.

Als Ursache fiir verdnderte Fermentationsaktivititen miissen prinzipiell in Betracht

gezogen werden:

e die bakterielle Verstoffwechselung von Laktose

e die bakterielle Verstoffwechselung von Laktulose (A3)

e e¢in verdanderter bakterieller Metabolismus im Kolon, verursacht durch eine
Keimverschiebung (A3, B3) u/o durch luminale pH-Absenkung.

Wasserstoffabatmung

Eine Ansduerung im Kolon durch Fermentation des Restlaktosegehalts in beiden
Joghurts war nicht zu erwarten, da die Probanden in Vorversuchen 30 g Laktose im
oberen Darmabschnitt ohne erkennbare Wasserstoffabatmung verstoffwechselten. Die
Testjoghurts enthielten maximal 21 g KH/500 ml und die Ballaststoffaufnahmen aller
Versuchsphasen waren nicht signifikant unterschiedlich.

Geringfiigig hohere H,-Werte innerhalb der ersten Stunde (,.early peaks®) nach
Joghurtverzehr (A, B) werden hier interpretiert als Laktose- u/o Laktulosefermentation
seitens der oropharyngealen Flora (Mastropaolo & Rees, 1987; Thompson et al., 1986).
Diese Auswirkungen sind bereits etwa 10 Minuten nach Aufnahme einer Testmahlzeit
mefBbar (Mastropaolo & Rees, 1987).

Die unerheblich hthere H,-Abatmung in BO gegeniiber B3 wihrend der ersten 4 Stunden
spiegelt die Restfermentation der letzten Mahlzeiten vom Vorabend der Messung wider.

Wie nachstehend erldutert, erscheinen quantitative Aussagen zur H,-Abatmung, die iiber
studieninterne Testphasenvergleiche hinausgehen, nicht sinnvoll.

In A3 und B3 konnte es wihrend der dreiwochigen Testphasen neben dem bakteriellen
zu einem fermentativen Adaptationsprozess gekommen sein, der methodisch nicht
erfalit worden ist, da in AO und BO zwar die Basiswerte (ohne Joghurtzufuhr), aber nicht
die H,-Abatmung nach Joghurtzufuhr bestimmt worden ist, in A3 und B3 die H,-
Abatmung nach Joghurtzufuhr (ohne Basiswerte). Unterschiedliche Basiswerte in
Kontroll- und Testwochen sind, selbst bei Vorhandensein einer adaptierten Reaktion auf
den Testjoghurt, nicht zu erwarten (Perman et al., 1981).

Bei schwer konstipierten Patienten kam es in der zweiten Woche des tdglichen Verzehrs
von 300 ml Joghurt zu einem Riickgang der in der ersten Woche festgestellten
gastrointestinalen Nebenwirkungen (Meteorismus, Diarrhd). Dieser wurde als
Adaptationsprozess der Darmflora gedeutet (Rajala et al., 1988).
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Eine Verdnderung im Keimspektrum kann eine verdnderte H,-Produktion durch
unterschiedliche Gewichtung bakterieller Hauptstoffwechselwege fiir Kohlenhydrate
nach sich ziehen u/o durch diese gefordert werden (Florent et al., 1985). Hier kann auch
eine Wachstumshemmung H,-produzierender Spezies (z.B. C. perfringens und E. coli)
involviert sein (Amann et al., 1998; s. auch Kap. 1.2.3.4.2, Kap. 1.2.4.3.2). Da Bifido-
bakterien Zucker ohne H,-Produktion verstoffwechseln (Kap.1.2.3.2.1), ist bei Zunahme
von Bifidobakterienanzahl bzw. -stoffwechselaktivitdt im Darm mit einem Riickgang der
H,-Abatmung und damit einer Unterschitzung der Fermentationsaktivitit zu rechnen.
Amann et al. (1998) wollten diese Hypothese verifizieren. In ihrem Versuch kam es
jedoch bei 13 jungen Erwachsenen, die tdglich log 10 KBE Bifidobakterien in 750 ml
Magermilch iiber 12 Tage erhalten hatten, nicht zu veridnderter Wasserstoffabatmung.
Allerdings konnte auch keine erhohte Gesamtausscheidung von Bifidobakterien im
Stuhl gemessen werden, obwohl der Anteil exogen zugefiihrter Keime an Tag 8
durchschnittlich 46,3%+8,1% der fikalen Bifidopopulation ausmachte und sogar eine
enterale Vermehrung exogener Bifidobakterien bewiesen wurde.

Eine Ansduerung des Kolon resultiert ebenfalls in geringerer H,-Produktion aus
Laktulose (Vogelsang et al., 1988; Perman et al., 1981; Florent et al., 1985). Mathieu-
Chandelier et al. (1989) berichten von einer signifikanten Abnahme der H,-Abatmung
(AUC) bei acht jungen Erwachsenen nach Aufnahme von 10 g Laktulose, gemessen
nach 8-tigigem Verzehr von 3 Portionen (375 g ?) Bifidojoghurt/d im Vergleich zum
ersten Tag des Joghurtverzehrs.

Marteau et al. (1990) stellten jedoch keine signifikanten Anderungen in der H,-
Abatmung nach oraler Aufnahme von 10 g Laktulose, vor oder nach 3-wdéchigem
Verzehr von téglich 300 g fermentierter Acidophilus-bifidum-S. lactis-S. cremoris-Milch
fest.

Der Aussagewert der H-Messung wird als semiquantitativ eingeschétzt.

Miiting & Ordnung (1976) betonen die Notwendigkeit einer einschleichenden Dosierung
von mit 14% Laktulose versetzter Bifidum-Milch, ,, ... da anfangs nicht nur
Laktobakterien, sondern auch andere Keime anwachsen ... [und] ... die subjektiven
Beschwerden (Blihungen, Tenesmen, Verstopfung) voriibergehend erheblich sein
[konnen].“ Es ist wahrscheinlich, dass Laktulose in der vorliegenden Studie auch von
gasproduzierenden Bakterien, wie z.B. Bacteroides oder Streptokokken/Enterokokken
verstoffwechselt worden ist.

pH-Wert

Der durchschnittliche pH-Wert im Stuhl von 6,4 liegt im unteren Bereich der von
anderen Autoren angegebenen Normalwerte: 6,1-6,4 (Hayakawa et al., 1990); 6,2
(Kanazawa et al., 1996); 6,6 (Pietroiusti et al., 1983), 6,7 (Vernia et al., 1989); 6,8
(Finegold et al., 1975); 6,9 (Weille, Gemischtkostler; Walker et al., 1986); 6,8-7,0
(Rajala et al., 1988); 7,3 (van Dokkum et al., 1983). Die Variationsbreite der Werte wird
durch unterschiedliche Erndhrungsweisen mitbedingt (Walker et al., 1986; Kashtan et
al., 1990); insbesondere ecine ballaststoffreiche Kost mit einem hohen Anteil leicht
fermentierbarer Ballaststoffe fiihrt zu saureren pH-Werten und héheren Konzentrationen
KKEFS im Dickdarm (Fleming et al., 1989).

Die Studienergebnisse zeigen, dass allein die Erhohung sdureproduzierender
Keimgruppen (bifidogenes Wachstum) im Stuhl noch nicht zu fikalen pH-Absenkungen
fiihrt.

Damit werden frithe Erfahrungsberichte von Maurer und seinen Zeitgenossen mit
fermentierten Milchprodukten und Bakteriensuspensionen bestétigt (Maurer, 1929).
Leider wurden hier keine Kontrollwerte angegeben. Die Aufnahme von 1,5 I Yugurt-
Lactis-Joghurt (,,Yoghurtmilch*) oder Kefir iiber 8 d z.B. fiihrte zu pH-Werten von 6,7-
7,1 bzw. 6,7-7,6 bei 4 Probanden. Rettger & Cheplin (1921) sowie Robinson (1922)
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(beide zit. nach Maurer, 1929) ,,fanden ... keine Zunahme in der Sidure der Faeces, wenn
auch die Flora vollkommen durch Genuss von Milchzucker oder Acidophilusmilch
umgestellt wurde®.

Auch nach Verzehr von 480 ml/d Joghurt iiber 12 Tage wurden weder bei gesunden
alten Menschen noch bei Patienten mit atrophischer Gastritis unterschiedliche pH-Werte
im Stuhl gefunden (Pedrosa et al., 1995).

Auch die Aufnahme von tiglich 375 g/d Joghurt bzw. Bifidobacterium animalis-
Joghurt iiber 10 Tage fiihrte bei gesunden Frauen nicht zu einer fikalen pH-Absenkung
(Marteau et al., 2002).

Auch Rajala et al. (1988) fanden in einer Humanstudie nach 4-wochiger Verabreichung
von 300 ml/d fermentierter Acidophilus-Milch (,Joghurt) (Laktose zu 90%
hydrolysiert) ohne, aber auch mit Ballaststoffzusatz (6,5% Laktitol + 1,25% Ballast-
stoff-Mix aus 60% Guargummi und 30% Weizenkleie) keine verinderten pH-Werte.
Stuhlproben von dyspeptischen, mit Antibiotika behandelten Séduglingen, zeigten jedoch
ein erhohtes Sdauerungsvermdgen in Milch nach Behandlung der Sduglinge iiber 15 Tage
mit je 3 Teeloffeln Joghurt/d, das der Zunahme der Milchsédure produzierenden
Bakterien im Stuhl zugeschrieben wurde. In zwei Fillen mit vorher alkalischen Stuhl-
pH-Werten fand in vivo eine Ansiduerung auf pH 5,5-5,8 statt (Bianchi-Salvadori &
Camaschella, 1986). Zwei frithere Untersuchungen an 9 bzw. 12 gesunden Siuglingen
im Alter von 3-20 Monaten, die iiber 15 Tage tdglich log 7 Joghurtbakterien in
physiologischer Kochsalzlosung (=125 g Joghurt, L. bulgaricus und S. thermo-
philus=1:1) bzw. iiber 4 Wochen 100-125 ml Joghurt erhalten hatten, ergab trotz
signifikanter Zunahmen von autochthonen Laktobazillen, Joghurtstartern und
Bifidobakterien im Stuhl wéahrend der Behandlung einen pH-Riickgang nur bei etwa der
Hilfte der Sduglinge bzw. keine zuverldssigen pH-Absenkungen (Bianchi-Salvadori et
al., 1978; Bianchi-Salvadori et al., 1967). Auch Guerin-Danan et al. (1998) fanden
unverdnderte pH-Werte bei 13 Siduglingen, die iiber einen Monat tiglich 125 g
nichtthermisierten Joghurt erhalten hatten, obwohl Dbakterielle Metabolite
proteolytischer Aktivitit signifikant erniedrigt waren.

Bei Ferkeln bewirkte die Verfiitterung von Joghurt, die signifikante Zunahmen von
Laktobazillen im Kolon verursachte, keine pH-Absenkung des Kolon-pH (Ratcliffe et
al., 1986). Ebenfalls unverinderte pH-Werte wurden bei keimfreien Méusen festgestellt,
die mit menschlicher Stuhlflora inokuliert worden waren und iiber 2 Monate bzw. 4
Wochen keimfreies Futter plus Joghurtzusatz erhalten hatten (Maisonneuve et al., 2002;
Djouzi et al., 1997).

Maurer (1929) beobachtete nach Verzehr von Milchprodukten wiederholt sogar
alkalische Verdnderungen der Stuhl-pH-Werte und spekulierte, die Sekretion alkalischer
Darmsifte hitte als kompensatorische Antwort auf die hohere luminale Sdurekonzen-
tration zugenommen.

Nach Miiting & Ordnung (1976) nahm der Stuhl-pH bei chronisch Leberkranken nach 5-
wochigem Verzehr von um 100g/d einer mit 14% Laktulose versetzten Bifidummilch
um etwa 1 pH-Einheit ab. Zur Bifidozahl im Prédparat und zur Kontrolle der Erndhrung
wurden keine Angaben gemacht.

Die von Benno & Mitsuoka (1992) an gesunden Minnern beobachtete, signifikante
fikale pH-Senkung ab der 5. Woche der Aufnahme eines Bifidopraparates mit log 9,8-
10,2 Bif. longum/d muss mit Vorbehalt bewertet werden, da ebenfalls keine Kontrolle
der Erndhrung erfolgte, konnte jedoch darauf hindeuten, dass die Testphasen in der
vorliegenden Studie moglicherweise zu kurz waren. Bei Verfiitterung von
Bifidobakterium-haltigem Joghurt-Kdse an Ratten wurde erst ab der 8. Woche der
Aufnahme eine signifikante pH-Absenkung im Kolon festgestellt (Ariga et al., 1989).

Signifikante Zunahmen der Bifidoflora beim Menschen um etwa 0,5 log durch Verzehr
bifidogener Oligosaccharide (10 g/d) u/o in Kombination mit 6x 10° Bif. longum/d
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iiber 3 Wochen fiihrten ebenfalls nicht zu Verinderungen der fikalen pH-Werte
(Hayakawa et al., 1990).

Auch Bouhnik et al. (1999) stellten nach Verabreichung von tidglich bis zu 20 g
kurzkettiger FOS iiber 8 Tage trotz signifikanter, dosis-abhingiger Zunahme der fikalen
Bifidobakterienzahlen keinen signifikanten Unterschied im pH-Wert fest.

Biasco et al. (1991) verabreichten Kolonadenompatienten mindestens je log 12 Keime/d
L. acidophilus und Bif. bifidum in Kapselform iiber 3 Monate und erreichten eine
signifikante pH-Absenkung in endoskopisch gewonnenen Stuhlproben von knapp 0,5
pH-Einheiten.

Nach Pochart et al. (1992) fiihrten die in Hohe von log 9 nach Aufnahme fermentierter
Bifidusmilch iiberlebenden Bifidobakterien im terminalen Ileum Gesunder nicht zu
signifikanten pH-Anderungen des Ileuminhaltes.

Auf Grund der spezifischen Eigenschaften der eingesetzten Kulturen ist es nahezu
unmoglich, allgemeingiiltige Aussagen aus oben genannten Studien abzuleiten. Sicher
ist, dass die Versuchsergebnisse mitbestimmt werden durch Faktoren wie die Herkunft
der verwendeten Milchsdurebakterien (indigen/allochthon), ihre Dosis und Uberlebens-
fahigkeit im Produkt und im Gastrointestinaltrakt, ihre Wirkung auf endogene Quellen
des Wirts, Art und Dosis fermentierbarer Zusitze, Anwesenheit/Sekretion basischer
Verbindungen im Dickdarm, die Substrataffinitit im Konkurrenzkampf mit anderen
Bakterien, wahrscheinlich auch die Dauer der Verabreichung sowie der Gewinnungsort
von Probenmaterial.

Nach Bown et al. (1974) konnen Anderungen des fikalen pH-Wertes nur schwache
Hinweise auf fermentative Prozesse im Kolon geben, insbesondere, wenn das
Stuhlvolumen nur geringfiigig erhoht ist.

Der Stuhl-pH-Wert stimmt nicht, entgegen fritherer Annahmen einiger Autoren (van
Dokkum et al., 1983), mit dem pH-Wert im proximalen Kolon iiberein (IARCIMG,
1977). Messungen an gesunden Probanden ergaben Unterschiede von 1-2 pH-Einheiten
zwischen zikalen und Stuhl-pH-Werten (Lebek & Luginbiihl, 1988; Bown et al., 1974).
Dies konnte auch der Grund dafiir sein, dass mit erhohtem Kolonkarzinomrisiko nicht
regelmifBig hohere Stuhl-pH-Werte gemessen wurden (IARCIMG, 1977; van der Werf,
1983; Yeung et al., 1991). Nach Untersuchungen von Patil et al. (1985) bzw. Lebek &
Luginbiihl (1988) und Riggio et al. (1990) bzw. Bown et al. (1974) fiihrten
Laktulosemengen, die 2-4 halbgeformte Stiihle/d produzierten bzw. 2 weiche Stiihle/d
(60; 80 g Laktulose/d) bzw. von 30-40 g/d zur pH-Absenkung um etwa 0,9-2 Einheiten,
ausschlieBlich im rechten (6,4=>5,1), nicht aber im linken Kolon oder im Rektum (Patil
et al., 1985; vgl. Bown et al., 1974) bzw. sowohl zékal (5,5-5,1=4,5-4,6) als auch fikal
(7,4-71,5=6,4-6,9) (Lebek & Luginbiihl, 1988). Im Stuhl gesunder Probanden wurden
unter extrem hoher Laktulosedosierung von bis zu 1,5 g/lkg KG pH- Werte von 4-5
gemessen (Mayerhofer & Petuely 1959).

20 g Laktulose/d senkten den fikalen pH-Wert signifikant um 0,4 Einheiten (6,9=6,5)
(Kashtan et al., 1990). In einer frithen Untersuchung von Conn & Floch (1970) wurde
mit dieser Dosis eine vergleichbare (0,5 Einheiten), aber statistisch nicht signifikante
pH-Differenz gemessen.

Es ist nach diesen Untersuchungen eher unwahrscheinlich, dass die Menge von 2,5 g
Laktulose/d den pH-Wert im Kolon in nennenswerter Weise senken konnte. Terada et
al. (1992) verabreichten jedoch nur 3 g Laktulose/d an 8 gesunde Versuchspersonen
iiber 2 Wochen und stellten signifikante fikale pH-Absenkungen von initial 7,0 auf 6,4
fest.

Der Verzehr von Laktulose fiihrte erwiesenermal3en zur Erhohung der Fermentations-

aktivitit im Kolon, gemessen als Wasserstoffkonzentration in der Ausatemluft (Jenkins
et al., 1991; Scheppach et al., 1991) und ist verantwortlich fiir den signifikanten
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Unterschied in der H,-Abatmung in A3/B3. Die H,-Abatmung stellt deshalb eine
sensiblere Messgrofe fiir die Fermentationsaktivitit im Kolon dar als pH-Messungen im
Stuhl.

Der pH-Wert im Kolon ergibt sich einerseits aus der bakteriellen Produktion von
Fermentationsprodukten und NH; sowie ihrer Entfernung aus dem Lumen (Macdonald
et al., 1978) durch Resorptionsprozesse oder Uberfiihrung in andere Verbindungen u/o
Einbau in Bakterienmasse und andererseits aus der Dickdarmsekretion. Der pH-Wert der
Stuhlmasse steigt nach Verlassen des rechten Kolons im Verlauf des Dickdarmtransits
um etwa 1 pH-Einheit an (Cummings et al., 1987). Als Hauptursache gilt die Resorption
der im rechten Kolon gebildeten KKFS (Cummings et al., 1987), die teilweise mit einer
luminalen Bikarbonatakkumulation einhergeht (Ruppin et al., 1980). Dariiberhinaus ist
eine Zunahme der Fermentation in aller Regel mit einer Zunahme von Bakterienmasse
und damit mit vermehrtem Einbau von NH; in bakterielles Protein verbunden (Fabian,
1989). AuBlerdem produzieren die Krypten der Kolonmukosa ein plasmaisotones,
Muzin-, HCO;- und K+-reiches alkalisches Sekret in geringen Mengen (Schmidt &
Thews, 1995). Dihydroxy-Gallenséduren, insbesondere die primidre Gallensdure CDCA,
aber auch die sekundire Gallensdure DCA, stimulieren die Dickdarmsekretion
(Borriello, 1984), so dass die bakterielle Umsetzung einerseits einer Alkalisierung im
rechten Kolon entgegenwirkt (Abbau von CDCA), andererseits durch Bildung von DCA
die Alkalisierung in den anschlieBenden Kolonabschnitten fordert.

Ein neutraler Stuhl-pH-Wert trotz Zunahme von Milchsdurebakterien im Stuhl (und
Fermentationsaktivitit im Kolon) lieBe sich damit durch nachtrigliche Alkalisierung des
Milieus wihrend des Dickdarmtransits erkléren.

Die probiotischen Wachstumswirkungen der Joghurtstarter sowie die Bifido- und die
Laktulosedosis waren in vorliegender Studie offensichtlich nicht ausgeprigt genug, um
(Stuhl-)pH-senkend zu wirken; es ist jedoch damit zu rechnen, dass der Kolon-pH-Wert
nicht mit dem Stuhl-pH-Wert identisch war. Die signifikante Veridnderung des
bakteriellen Cholesterinabbaus in A3 konnte darauf hindeuten, dass der Kolon-pH-Wert
niedriger lag. Da andere pH-abhingige Reaktionen nicht beeintrichtigt waren (z.B.
unverdnderter Gallensduremetabolismus) ist eine spezifisch enzymhemmende Wirkung
ebenfalls nicht auszuschlieBen.

Vergleichbar ist hier die Studie von Pedrosa et al. (1995). Obwohl die Joghurtstarter in
480 ml Joghurt/d die Magen-Darm-Passage nicht erkennbar iiberlebt hatten und hier
allerdings keine signifikanten Keimzahldnderungen bei Anaeroben und Laktobazillen
festgestellt worden waren, war bei Patienten mit atrophischer Gastritis eine signifikante
Abnahme der fidkalen Enzymaktivititen von Nitro- und Azoreduktase trotz
unverdnderter Stuhl-pH-Werte gemessen worden. Dies 146t einerseits auf mangelhafte
spezifische Nachweise fiir Joghurtstarter und eine gewisse Uberlebensrate schlieBen und
u/o andererseits entweder auf niedrigere Kolon-pH-Werte oder spezifische metabolische
Hemmeffekte.

Kurzkettige Fettsduren

Die ermittelten Gesamtkonzentrationen kurzkettiger Fettsaduren (KKFS) im Stuhl (79-
93 mmol/kg Stuhlfeuchtmasse) liegen, gemessen an europdischen Studien, im oberen
Normalbereich fiir gesunde Erwachsene, der um 70 bzw. 84 mmol/kg Stuhlfeucht-
gewicht liegt (Hgverstad, 1989 bzw. Prohdszka & Baron, 1982; Cummings et al., 1987).
Normalwerte einer japanischen Studie liegen bei 170-190 mmol/kg Stuhlfeuchtgewicht.
Es ist anzunehmen, dass die Unterschiede, abgesehen von unterschiedlichen
Analyseverfahren, v. a. auf unterschiedliche Ballaststoffgehalte der Nahrung zuriick-
zufithren sind (Spiller et al., 1980; Kontula et al., 1998; Johansson et al., 1998). Nicht
nur die Anwesenheit von Stuhlmasse und insbesondere von Ballaststoffen, sondern auch
die Besiedlung des distalen Darms an sich stellt bereits einen trophischen Faktor fiir die

140



Darmmukosa dar und es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Wirkung durch KKFS
vermittelt wird (Sakata, 1987).

Untersuchungen zur Wirkung von fermentierten Milchprodukten bzw. Probiotika auf die
Ausscheidung KKFS des Menschen in vivo sind rar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit konventionellem Joghurt werden von
Guerin-Danan et al. (1998) im Wesentlichen bestitigt. Bei 13 Sduglingen, die iiber einen
Monat téglich 125 g nichtthermisierten Joghurt bekommen hatten, zeigten sich weder in
der Konzentration noch in der prozentualen Verteilung der bakteriellen Hauptmetabolite
Azetat, Butyrat oder Propionat signifikante Verdnderungen. Unter Joghurtgabe wurde
jedoch eine relative Abnahme der verzweigtkettigen sowie der langkettigen Fettsduren
(Valerat und Kaproat) beobachtet. Dieses Ergebnis wurde als gesundheitsfordernd
interpretiert, da diese Fettsduren durch bakterielle proteolytische Aktivitit entstehen und
den Darm toxischen Metaboliten aussetzen.

Unverédnderte Konzentrationen an Azetat, Propionat, Butyrat, i-Butyrat und i-Valerat,
Gesamt-KKFS bzw. zehn verschiedener kurzkettiger Fettsduren wurden in Kotproben
keimfreier Miuse festgestellt, die mit menschlicher Stuhlflora inokuliert worden waren
und tiber 2 Monate bzw. 4 Wochen keimfreies Futter plus Joghurtzusatz erhalten hatten
(Maisonneuve et al., 2002; Djouzi et al., 1997).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen teilweise Ubereinstimmung mit denen
von Fujiwara et al. (2001). Der Verzehr von Bif. longum in Milch iiber 7 Tage hatte bei
Gesunden zu signifikant veridnderten Keimzahlen und Enzymaktivititen gefiihrt (J3-
Glukuronidase, B-Glukosidase), der pH-Wert im Stuhl, die fikale Konzentration
organischer Sduren (darunter Butyrat, Azetat und Propionat) und die Konzentration von
Féaulnisprodukten waren jedoch unverindert.

Der Verzehr eines Bif. longum-haltigen, synbiotischen Joghurts (300 g/d) mit Oligo-
Jfruktosezusatz (3g/d) iiber 7 Wochen fiihrte in einer Humanstudie an 29 Frauen
ebenfalls nicht zu verdnderter Ausscheidung oder Verteilung KKFS im Stuhl, obwohl
der pH-Wert signifikant erniedrigt war. Die Keimdosis der Bifidobakterien war hier sehr
niedrig (mind. 10°-10° KBE/g Joghurt) (KieBling et al., 2002).

Leicht fermentierbare, als bifidogene Prébiotika bekannte Kohlenhydrate fithren zu
Verschiebungen von Fermentationsprozessen im proximalen Dickdarm (Koo & Rao,
1991, Florent et al., 1985, Terada et al., 1992; Ito et al., 1993). Es ist nicht bekannt, ob
die Wirkung KKFS auf die Darmmukosa mit der Konzentration oder der tdglich absolut
produzierten Menge korreliert (Sakata, 1987).

Der Verzehr des BJ+L fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der Azetatkonzentration
im Stuhl, die Wirkung war jedoch, vermutlich aufgrund der zu geringen Laktulosedosis
(s.0., KieBling et al., 2002) nicht ausgeprdgt genug, um mit Beriicksichtigung der
statistisch nicht signifikant verdnderten Stuhlgewichte in einer signifikant erhohten
Tagesausscheidung zu resultieren oder andere Fraktionen KKFS zu beeinflussen.

Eine signifikante Zunahme der Konzentration KKFS beim Menschen ohne gleichzeitige
Zunahme der Stuhlmasse kann ebenfalls bei anderen, gering dosierten, schnell und
vollstindig fermentierbaren Ballaststoffen, wie z.B. 6 g Pektin/d beobachtet werden
(Spiller et al., 1980).

Auch in hoher Dosierung fiihrten steigende Laktulosezufuhrmengen (0, 20, 40, 80 g)
beim Menschen nicht zu einer Erhohung der Gesamtkonzentration KKFS im Stuhl,
sondern zu einer prozentualen Erh6hung des Azetatanteils auf Kosten von Propionat und
Butyrat und, je nach individueller Vertriglichkeit, zu erhohten Stuhlvolumina (Holtug et
al., 1992). Auch die Aufnahme von 15 g bifidogenen, transgalaktosylierten Disaccha-
riden iiber 6 Tage bei Gesunden fiihrte neben erhdhten Bifido- und Laktobazillenzahlen
im Stuhl zu einem hoheren relativen Azetatanteil an den Gesamt-KKFS im Stuhl und zu
signifikant geringeren Konzentrationen an Propionat, Valerat, i-Butyrat und i-Valerat
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(Ito et al., 1993).

Bei 33 Patienten mit chronischer idiopathischer Konstipation wurden jedoch unter etwa
10-fach hoherer Dosierung als in der vorliegenden Studie (20 g Laktulose/d in der
ersten, 10-30 g/d in weiteren zwei Wochen) trotz signifikanter Zunahme der
Bifidobakterien und der B-Galaktosidaseaktivitit keine signifikanten Veridnderungen in
der Ausscheidung KKFS oder im pH-Wert festgestellt (Bouhnik et al., 2004).

Positiv ist, dass in der vorliegenden Studie keine Senkung der Butyratkonzentration/-
exkretion verzeichnet wurde.

Die Erhohung der Azetatkonzentration ist hochstwahrscheinlich auf die Laktu-
losenutzung durch Bacteroides, Bifidobakterien und eventuell andere anaerobe
Milchsiurebakterien (anG+S) zuriickzufithren (Kap. 1.2.5.3.1). Bifidobakterien gelten
zwar als Hauptproduzenten von Azetat in vivo (Jenkins et al., 1991), aber in der
vorliegenden Studie iibertraf das Bacteroideswachstum das der Bifidobakterien unter
BJ+L.

Da Konzentration und Exkretion der Bacteroides in beiden Studienphasen ebenfalls
signifikant erhoht waren, das Laktulosenutzungsvermogen dieser Keimgruppe dhnlich
hoch sein kann wie bei Bifidobakterien und Laktulose von Bacteroides hauptsiachlich zu
Azetat und Sukzinat metabolisiert wird (Sahota et al., 1982), ist es wahrscheinlich, dass
die Erhohung der Azetatkonzentration zumindest teilweise durch die Bacteroides-
fraktion verursacht wurde. Da die Bacteroidesgruppe ebenfalls nach KJ ohne
Laktulosezusatz zugenommen hatte, ohne dass die Azetatkonzentration tangiert wurde,
muf3 sie aber nicht notwendigerweise in die Laktuloseverstoffwechslung involviert
gewesen sein. Denkbar ist ebenfalls eine Wachstumsfoérderung dieser Keimgruppe durch
lokale pH-Senkung bei der Laktulosefermentation durch Bifido- und Milchsdure-
bakterien. Dass die in Studienphase A ebenfalls signifikant vermehrten Strepto- bzw.
Enterokokken am Laktuloseabbau teilhatten, ist durchaus moglich (Hoffmann et al.,
1964; Kap. 1.2.5.3.1) zumal eine Zunahme nach KJ ohne Laktulose nicht beobachtet
wurde. Hoffmann et al. (1964) betrachteten einen Wachstumseffekt fiir azidophile/-
tolerante Bakterien, vor allem von Gram-positven Stibchen (Hoffmann & Bircher,
1969) und Enterokokken (Hoffmann et al., 1964; Kiyosawa et al., 1986) aber vorrangig
als sekundére Begleiterscheinung der bifidobedingten Sdurebildung aus Laktulose.
Ergebnisse von in-vitro-Fermentationsversuchen mit menschlicher Dickdamflora zeigten
eine anhaltende Zunahme der Enterokokkenfraktion unter Inokulation mit
Milchsaurebakterien, darunter auch  Bifidobakterien, auch nachdem die
Milchsédurebakterienzahlen und die Konzentrationen KKFS wieder zuriickgegangen
waren (Alander et al., 1999).

Das Phinomen der ,nichtwachstums-assoziierten” Sdurebildung (Desjardins et al.,
1990b) weist jedoch darauf hin, dass nicht notwendigerweise ausschlieBlich solche
Keimgruppen, deren Keimzahl zugenommen hat, an der Sdurebildung teilhaben.

Zwischen der Ansduerung der Stuhlmasse im proximalen Dickdarm und der
Konzentration an KKFS besteht eine direkte Beziehung (Cummings et al., 1987;
Fleming et al., 1989; Tomlin, 1987). In Ermangelung eines direkten Zugangs zu Material
aus dem Kolonlumen erfolgt die Bestimmung KKFS bei Humanversuchen meist in
Stuhlproben und unterliegt daher, dhnlich wie die pH-Messung, gewissen
Validitdtsgrenzen. Die Konzentration von KKFS im proximalen Kolon ist hoher als im
Stuhl (Cummings et al., 1987), da die KKFS im Verlauf der Dickdarmpassage nach
Schiitzungen in GroBenordnungen um 220-720 mmol/24 h resorbiert werden (Ubersicht
Hgverstad, 1989). Damit verbunden ist neben der Resorption von Elektrolyten und
Wasser ebenfalls die Sekretion von Bikarbonat ins Lumen sowie ein Anstieg des pH-
Wertes (U: Hgverstad, 1989). Auch nach Florent et al. (1985) war ein metabo-lischer
Adaptationsprozess der Darmflora, der nach mehrtigiger Laktuloseaufnahme bei
Gesunden zu signifikant erhohten Azetatkonzentrationen in der zdkalen Fliissigkeit
gefiihrt hatte, im Stuhl nicht zu messen. Die langfristige orale Aufnahme indigener
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Bifidobakterien, kombiniert mit einem bifidogenen FOS-Gemisch (Neosugar), fiihrte
neben einer trendméBigen Erhohung der Azetatkonzentration im Z#kum auch zu
signifikant hoheren luminalen Zikumgewichten von Miusen, so dass angenommen
wurde, dass unter dieser Behandlung die absoluten Mengen KKFS betrdchtlich hoher
seien als in der Kontrollgruppe (Koo & Rao, 1991). Es ist deshalb davon auszugehen,
dass die Wirkung von Prébiotika hinsichtlich der Anwesenheit von KKFS im Kolon
ausgepragter ist, als im Stuhl gemessen werden kann.

Nach Untersuchungen von Terada et al. (1992) an Schiferhunden fiihrte die
Supplementierung einer kontrollierten Basiskost mit 1,5 g Laktosukrose/d (Trisaccharid
aus Galaktose, Glukose und Fruktose) iiber 14 Tage zu einer signifikanten Zunahme von
Bifidobakterien, ohne eine Verdnderung der Azetatkonzentration im Stuhl zu
verursachen. Dagegen wurde ein signifikanter Riickgang der Butyratkonzentration
verzeichnet, der nach Ansicht der Autoren mdglicherweise mit der signifikanten
Abnahme der Konzentration von C. perfringens zusammenhing. Weder Studienphase A
noch B bestitigen diese mikrobiologischen und metabolischen Ergebnisse.

Clostridium z&hlt zusammen mit Butyrivibrio, Eubacterium und Fusobacterium zu den 4
Gattungen obligat anerober Keime, die Butyrat bilden konnen (Gottschalk et al., 1986;
Sahota et al., 1982). Jacobasch et al. (1997b) zidhlen allerdings auch Bifidobakterien zu
den Butyratbildnern, erwéhnen aber, dass nicht genau bekannt ist, welche Keimgruppen
der humanen Darmflora in vivo tatsdchlich zur Butyratbildung féhig sind. Durch
Auswahl spezifischer Substratsupplemente, wie z.B. Inulin, wurden in frischen
Stuhlproben im Vergleich zu anderen Ballaststoffen hohe Butyratanteile erzielt (vgl.
Feldheim, 1997). Nicht auszuschlieBen ist jedoch, dass Stuhlproben mit anders
verteilten Keimspektren moglicherweise andere Ergebnisse liefern wiirden (vgl. Sanz et
al., 2005).

In der vorliegenden Studie waren nach KJ im Vergleich zur Kontrollphase keinerlei
Verdnderungen der KKFS festzustellen, obwohl auch hier, wie nach BJ+L, eine
signifikante Zunahme der Bifidoexkretion stattgefunden hatte. Der zweifaktorielle
Versuchsansatz in Studienphase A erlaubt keine eindimensionale Ursache-Wirkungs-
Aussage. Es kann jedoch festgestellt werden, dass sich die Menge der im Darmlumen
gebildeten KKFS zuverldssig schon mit gering dosierten Laktulosegaben (ab 2,5g/d) u/o
oralen Bifidosupplementen, aber nicht iiber eine bifidogene Wirkung durch Aufnahme
groBerer Mengen Joghurt (500 ml/d) manipulieren 148t. Es ist deshalb fraglich, ob fiir
die Erhohung der Azetatkonzentration in A die Aufnahme von Bif. longum (=5x10°
Keime) tatsdchlich relevant war.

L. acidophilus- und Bif. bifidum-Reinkulturen zeigen auBerdem in Anwesenheit
spezifischer Kohlenhydrate charakteristische Fermentationsmuster, die verschwinden,
sobald die Keime (in sogar unphysiologisch hohen Dosen) fikalen Homogenaten
zugesetzt werden (16,7% Homogenat+5x10'" Keime=50-90% Keimanteil). Das resul-
tierende KKFS-Profil zeigte nicht mehr die urspriingliche Keimspezifitit der Rein-
kulturen, sondern wurde hauptséichlich durch die Substratabhingigkeit bestimmt (Hove
et al., 1994). Die Autoren deuten das Ergebnis nicht in der Weise, dass Bif. bifidum
nicht zur Bildung KKFS beigetragen hitte, sondern dass in den fiakalen Homogenaten
bereits vor Zugabe der Bifidobakterien ein viel breiteres fermentatives Potential
verfiigbar war.

Die vorliegenden metabolischen Ergebnisse kdnnen keine Anhaltspunkte liefern fiir eine
moglicherweise verdnderte Mukussekretion bzw. verinderte endogene Quote (und damit
verdanderte Substratverfiigbarkeit) als Wirtsantwort auf die Verabreichung probiotischer
Keime.

Wie ist nun eine Verdnderung der Fermentationsprodukte im Kolon/Stuhl unter dem
Gesichtspunkt der Gesundheitsforderung zu beurteilen?
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Die Erhohung der Fermentationsaktivitit im Kolon wird im allgemeinen als
gesundheitsforderlich betrachtet, da die positiven Auswirkungen potentiell negative
Effekte weit iiberwiegen (Kap. 1.2.1.3).

Unter den KKFS scheint Butyrat hinsichtlich der Entartung der Kryptzellen die grofite
protektive und chemotherapeutische Wirkung zu besitzen (Kap. 1.2.1.3).

Azetat fordert in physiologischen Konzentrationen ebenfalls die energetische
Versorgung der Mukosazellen, die normale Zellproliferation und die Zell-
differenzierung, allerdings in deutlich geringerem MaBe als Butyrat, obwohl die
Azetatkonzentration im Durchschnitt etwa das Drei- bis Sechsfache der Butyrat-
konzentration betrdgt (Cummings et al., 1987; Scheppach et al., 1995).

In der vorliegenden Studie betrugen die Azetatkonzentrationen (47-60%) etwa das
Doppelte (A0), das Dreieinhalbfache bzw. knapp das Dreifache (B0, B3) der
Butyratkonzentrationen, die in allen Studienphasen vergleichsweise hoch lagen (um
20%).

Da Azetat und Propionat die Butyratresorption durch die Kolonozyten kompetitiv und
konzentrationsabhédngig hemmen, fordern Jacobasch et al. (1997b), nicht nur durch
geeignete Substrate die luminale Butyratkonzentration zu erhdhen (z.B. durch resistente
Stédrke), sondern auch die des Azetats zu senken. Vor diesem Hintergrund konnte der
Nutzen einer Keimzahlerhohung von Bifidobakterien als Hauptazetatproduzenten in
Frage gestellt werden. Die Autoren empfehlen, den kombinierten Verzehr von Butyrat-
liefernden mit Azetat-liefernden Substraten (z.B. Pektin) zu vermeiden.

Andererseits konnen Butyratproduzenten im Darm des Menschen auch Nettoverwerter
von extra-zellulirem Azetat und Laktat sein - den Hauptmetaboliten des Bifidostoff-
wechsels. Uber dieses ,cross-feeding kann so indirekt die intraluminale Butyrat-
produktion erhoht werden, auch mit Substanzen, die in Reinkulturen kein oder wenig
Butyrat liefern (Duncan et al., 2004 a; 2004 b).

Laktulose, in vitro fermentiert, ergab ein Verhiltnis KKFS (Azetat: Propionat: Butyrat)
von 81:12:7 (Wang & Gibson, 1993); in vivo betrug der Azetatanteil an der
Gesamtmenge produzierter KKFS im Kolon des Menschen nach Aufnahme von 20 g
Laktulose 86% (Pouteau et al., 1998). Bei laktulosegefiitterten Ratten wurde in
Stuhlproben ein KKFS-Verhiltnis von 78:20:1 ermittelt (Bovee-Oudenhoven, 2003).
Laktulose erscheint deshalb als nicht optimales Préabiotikum.

Die Azetatproduktion im Kolon auf Kosten der Propionatkonzentration sollte nicht
unbegrenzt gefordert werden, da Azetat postresorptiv via Pfortader zur Leber gelangt
und dort wahrscheinlich als Substrat fiir die Cholesterinsynthese herangezogen wird
(Jenkins et al., 1991). Die in Studienphase A gebildeten Azetatmengen waren jedoch zu
gering, um sich negativ auf Serumcholesterin und Apolipoproteine auszuwirken (Kap.
4.6.4und 4.6.5).

Eine Beschleunigung des Kolontransits durch KKFS war nicht zu erwarten, da KKFS
nach neueren Erkenntnissen antidiarrhdisch wirken (Kap. 1.2.1.3).

In der vorliegenden Studie wurden trotz Wachstumsférderung fikaler Bifidobakterien
nach Verzehr beider Joghurts (A, B) und trotz erhohter Fermentationsaktivitdt im
proximalen Kolon (A) keine signifikanten Wachstumshemmungen bei einzelnen
Bakteriengruppen im Stuhl und damit auch keine antibakterielle Wirkung (Kap.
1.2.3.4.2 und 1.2.4.3.2) in vivo verzeichnet. Wahrscheinlich war die Laktulosedosis zu
gering.

Weitere Studien zur Wirkung von Joghurtpriparationen u/o Laktulose auf die fikalen
KKEFS sind nicht bekannt.
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4.5

Gallensauren und neutrale Sterine

Etwa 5% der Gallensduren (GS), pro Tag etwa 0,2-0,6 g (Normalbereich), entkommen
dem EHK und gelangen in das Kolon, wo sie von Bakterien verstoffwechselt werden
(McGarr et al., 2005; Schmidt & Thews, 1995). Die im vorliegenden Versuch
gemessenen mittleren tdglichen Gallensidureexkretionen liegen etwa in diesem Bereich
(0,14-0,41 g/d).

Der Verzehr von KJ und BJ+L wirkte sich nicht auf die Konzentration oder Exkretion
von Gallensduren aus. Da die Transformation von priméren in sekundire Gallensduren
pH-abhiéngig ist (Kap. 1.2.1.1 und 1.2.5.2.3.3), ist anzunehmen, dass die luminale
Ansduerung durch die eingesetzten Milchsdurebakterien nicht stark genug u/o die
Laktulosedosis zu gering war, um die mikrobielle Umsetzung von priméren in sekundire
Gallensduren zu vermindern.

In Anbetracht der z.T. hohen Schwankungsbreiten war die Anzahl der Versuchs-
teilnehmer moglicherweise zu gering.

Der Verzehr des BJ+L reduzierte die fidkale Konzentration und Exkretion von 4-
Cholesten-3-on, was als karzinompriventive Wirkung gewertet werden kann (Kap.
1.2.1.2)

Im Vergleich der Kontrollgruppen (A0/B0O) ist eine erhohte Konzentration von
Koprostanol in B0 auffillig, die aber nicht zu signifikant erhthten Exkretionen gefiihrt
hatte. Diese Substanz steht im Verdacht, in die Kolonkarzinogenese involviert zu sein
(Kap. 1.2.1.2). Die Verbesserung des Keimspektrums in B3 durch KJ fiihrte aber nicht
zu einer metabolischen Verbesserung im Sinne einer Senkung der Koprostanol-
konzentration.

Alle anderen neutralen Sterine sowie Gesamtkonzentration und -exkretion unter KJ und
BJ blieben unveridndert.

Studien zur Wirkung von fermentierten Milchprodukten, insbesondere Joghurt,
Joghurtstarterkulturen oder Bifidobakterien auf die Ausscheidung von Gallensduren und
neutralen Sterinen sind kaum verfiigbar.

Der Verzehr von tiglich 375 g Bif. animalis-Joghurt oder von konventionellem
Joghurt tber 10 Tage fiihrte bei gesunden Frauen ebenfalls nicht zu signifikant
verdnderten Ausscheidungen sekundirer Gallensduren. Wihrend der Bifidophase wurde
eine tendenzielle, aber nicht signifikante Erhohung der primédren Gallensduren
festgestellt, die mit der signifikant verkiirzten Kolontransitzeit in Verbindung gebracht
wurde (Marteau et al., 2002). Bei Ratten erhohte der Verzehr von Joghurt- bzw.
Bifidojoghurt-haltigem Futter iiber 3 Wochen ebenfalls nur trendméBig die Gallen-
sdurenausscheidung, trotz bifidospezifischer Hydrolasaktivitit und Lipidsenkung
(Gesamt-, LDL-Cholesterin, Triglyceride) (Xiao et al., 2003).

Bei Schweinen fiihrte die Supplementierung einer ,,westlichen Kost mit 2 x 1g 11,25 L.
reuteri/d nach einer Woche zu um 25% hoheren GS-Ausscheidung (de Smet et al.,
1998).

Bei Ratten fiihrte der Verzehr von Magermilch bzw. Magerjoghurt im Vergleich zum
Standardfutter zu signifikant erhohten Ausscheidungen von Koprostanol (+41% bzw.
+21%). Unter hyperlipdmischen Bedingungen (+0,5% Cholesterin) waren die absoluten
Ausscheidungen unter MM und MJ im Vergleich zum Standardfutter mit Cholesterin
weiter erhoht, wobei die Cholesterinausscheidung um 37 bzw. 41%, die Ausscheidung
von Neutralen Sterinen (NS) insgesamt um 28 bzw. 38% und die Ausscheidung von
Koprostanol unter Joghurt um 28% signifikant erhoht waren. Die Autoren sehen als
Ursache eine Akzeleration des Cholesterinkatabolismus iiber die Stuhlmasse, der genaue
Mechanismus blieb unklar (Navder et al., 1992). Gallensduren wurden nicht untersucht.
Usman & Hosono (2000) belegten unter cholesterinreichem Futter eine stamm-
spezifische Absenkung von Serumcholesterin, LDL-Cholesterin, Serum-GS und fékalen
GS durch Supplementation mit L. gasseri SBT0270, nicht aber mit einem anderen L.
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gasseri-Stamm. Neutrale Sterine im Kot waren unverdndert. Da beide Stimme in vitro
sdure- und gallensdureresistent waren und hohe Cholesterinbindung und hohes
Taurocholat-Dekonjugationsvermodgen gezeigt hatten, wurde nicht ausgeschlossen, dass
unterschiedliche Adhésionsfihigkeiten fiir die verschiedenen Resultate in vivo
verantwortlich waren. Ein Bakterienmix aus 12 Stimmen auf Reiskleiebasis (darunter 3
Bacillus-, 4 Lactobacillus-, 3 Streptococcus-Stimme, incl. S. thermophilus sowie
Saccharomyces cerevisiae und Candida utilis, je 10”* KBE/g), als Supplement zu einem
fett- und cholesterinreichen Futter bei Ratten, erhohte die tidgliche Exkretion von
Cholesterin (+ 178%) und seinem bakteriellen Abbauprodukt Koprostanol (+265%)
sowie der GS CDCA (+191%) und ihrem bakteriellen Abbauprodukt LCA (+191%) im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit fett- und cholesterinreichem Futter plus Reiskleie
(Fukushima & Nakano, 1995).

AuBler einer Hemmung der bakteriellen Transformation durch Ansduerung im Kolon
werden weitere mogliche modifizierende Mechanismen von Probiotika hinsichtlich der
Ausscheidung von GS u/o NS vorgeschlagen: Durch direkte Bindung an
Milchsdurebakterien wiirde die Resorption von Nahrungscholesterin im oberen
Darmtrakt gehemmt (Hosono & Tonoka, 1995). Fukushima & Nakano (1995) vermuten,
dass die in ihrem Versuch eingesetzten Bakterien zur Ausfillung u/o Bindung von
Gallensiuren u/o Cholesterin und Hemmung der Mizellenbildung in den oberen
Darmabschnitten gefiihrt hatten. Durch CA-Assimilation (Kurdi et al., 2003,
Kap.1.3.4.4) von Bifidobakterien wiirden Gallensduren dem EHK entzogen und
bakteriell nicht weiter umgesetzt ausgeschieden werden. So wiirde die Ausscheidung
sekunddrer GS im Stuhl sinken. Durch die reduzierte Riickkopplung durch im EHK
befindlichen GS (Aufhebung der Hemmung der HMG-CoA-Reduktase in der Leber)
wiirde die Neubildung von GS aus Serumcholesterin anregt, was zur Senkung der
Serumcholesterinspiegel fithren wiirde (Kurdi et al., 2003). Durch bakterielle
Dekonjugierung von Gallensduren (de Smet, 1998; Usman & Hosono, 2000; Xiao et
al., 2003) wiirden vermehrt freie GS gebildet werden, die ebenfalls der Reabsorption
entzogen wiirden, da sie auf Grund der geringeren Wasserloslichkeit leichter an
Ballaststoffe und Bakterien binden und auch leichter mit dem Stuhl ausgeschieden
werden konnten.

Eine physiologische Relevanz dieser Mechanismen kann aus der vorliegenden Studie
mit den hier verwendeten Joghurtstartern und Bifidobakterien nicht abgeleitet werden.
Unverinderte Ausscheidungen von Gesamtcholesterin und Gallensduren passen in der
vorliegenden Studie zu dem Befund unveridnderter Serumcholesterinspiegel und
unverinderter Ballaststoffaufnahmen.

Signifikante Auswirkungen auf die Ausscheidung NS und GS durch Laktuloseverzehr
wurden erst mit einem Vielfachen der in der vorliegenden Studie verwendeten
Dosierung gemessen:

Bei Ratten unter einer cholesterinhaltigen Kost zeigte sich mit Zulagen von 5%
Laktulose nach 3 Wochen keine signifikant verinderte Gallensidurekonzentration
(Beynen et al., 1988). Auch bei Verzehr von 10 g Laktulose/d iiber 6 Wochen bzw. 19
(10-30) g Laktulose/d iiber 4 Wochen wurden in Humanversuchen unveréinderte fikale
Konzentrationen an GS und NS insgesamt und prozentualen bzw. absoluten Anteilen
primérer (endogener) und sekundirer (mikrobiell umgesetzter) GS gemessen (Bouhnik
et al., 2004 a; Bouhnik et al., 2004). Unter vergleichbaren Studienbedingungen war auch
die Genotoxizitdt des Fikalwassers unveridndert (Tuohy et al., 2002). Der Verzehr von
19 (10-30) g Laktulose/d iiber 4 Wochen fiihrte bei Patienten mit idiopathischer
Konstipation nicht zu verdnderten fékalen Konzentrationen an neutralen Sterinen
insgesamt bzw. absoluten Konzentrationen primérer und sekundérer Sterine (Bouhnik et
al., 2004).

Nach Ergebnissen von Nagengast et al. (1988) bewirkten erst Laktulosedosen von 24-48
g/d iiber 6-12 Wochen eine Abnahme der fdkalen Konzentration und Exkretion der
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4.6

4.6.1

4.6.1.1

sekundidren Gallensduren (iLCA, iDCA, DCA), wihrend die primidren Gallensdure-
fraktionen (CA, CDCA) von rund 5 auf um 20% zunahmen. Mit 60 g Laktulose/d sank
die Konzentration des DCA-Pools signifikant zugunsten eines Anstiegs der priméren
Gallensduren (van Berge Henegouwen, 1987); bei iibergewichtigen Frauen sank der
Anteil der sekunddren GS DCA und erhohte sich der Anteil der primédren GS CDCA in
der Gallenfliissigkeit (Thornton & Heaton, 1981).

Unterschiedliche Cholesterinaufnahmen wirkten sich im Tierversuch auf die Hohe der
Ausscheidung von Cholesterin bzw. seinen bakteriellen Abbauprodukten im Stuhl aus
(Navder et al., 1992; Bartram et al., 1998). Sie waren in der vorliegenden Untersuchung
nicht signifikant unterschiedlich in allen Versuchsphasen.

Die Verabreichung von Kalzium oder Milchprodukten sind assoziiert mit geringeren
Konzentrationen von Gallensduren im Fikalwasser, da Kalzium mit 10slichen GS
unlosliche Komplexe bildet und so zur Ausféllung der GS fiihrt (Alberts et al., 1996;
Holt, 1999). Im vorliegenden Versuch waren die Kalziumaufnahmen in allen
Versuchsphasen nicht signifikant unterschiedlich.

Blutlipide

Eine mogliche Modifikation der Blutlipidspiegel durch konventionellen Joghurt oder ein
Synbiotikum interessiert nicht nur im Zusammenhang mit der Kolonkarzinogenese,
sondern auch im Hinblick auf den bekannten Zusammenhang mit dem koronaren Risiko
(KieBling et al., 2002; Gordon et al., 1981; Simons, 1986; Avogaro et al., 1979; Cremer
et al., 1988; Stampfer et al., 1991) bzw. mit der moglichen Vorbeugung, Verzégerung
oder auch der Regression arterieller Verschlusskrankheiten (Manninen et al., 1988;
Brown et al.,, 1990; LRCP, 1984). Neben anderen risikomodifizierenden Faktoren
(Stampfer et al., 1991; NHLBI & NHI, 1986) gilt die Atherogenitit hoher
Gesamtcholesterin- und LDL-Konzentrationen im Serum als gesichert; Triglyzeride
werden hiufig als schwach assoziiert beurteilt. HDL hat antiatherogene Eigenschaften.
Apolipoproteine sind als Strukturproteine in Lipoproteinkomplexen enthalten: ApoAl
ist Hauptapoprotein der HDL (62-65%) und Kofaktor der Lecithin-Acyl-Transferase;
ApoB macht 95% der Apoproteine der LDL aus (Assmann, 1989; Thomas, 1988) und ist
ein guter Indikator fiir die Konzentration im Blut zirkulierender LDL-Partikel
(Bhatnagar & Durrington, 1991). Nutzen und Notwendigkeit der Messung von
Apolipoproteinen fiir die Vorhersage eines atherogenen Risikos werden kontrovers
diskutiert (Bhatnagar & Durrington, 1991; Avogaro et al., 1979; Maciejko et al., 1983;
Cremer et al., 1988; Stampfer et al., 1991; Miller et al., 1981; Reinhart et al, 1990).

Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin sowie Triglyzeride

Nach den neuesten Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft zu Bekdmpfung von
Fettstoffwechselstorungen und ihren Folgeerkrankungen (Lipid-Liga e. V., 2005)
bewegten sich die Blutlipidkonzentrationen der Versuchsteilnehmer durchschnittlich im
Normbereich (Tab. A18, Anhang). In den Einzelmessungen (Tab. A16) festgestellte
Abweichungen vom Normbereich waren nicht konstant.

Einfluss von konventionellem Joghurt

Obwohl seit der initiierenden Untersuchung von Mann & Spoerry an Massai-Kriegern
Mitte der 1970er Jahre (Cholesterinsenkung trotz Korpergewichtszunahme unter
Verzehr von durchschnittlich 8,3 1 Lactobacillus-Joghurt pro Tag) zahlreiche Tier- ,
Human- und in vitro-Studien zur hypocholesteroldmischen Wirkung von Joghurt (bzw.
fermentierter Milch) und seinen (ihren) Bestandteilen durchgefiihrt wurden, gilt diese
nicht als bewiesen (vgl. Gurr, 1989; IDF, 1991). Wie aus Tab. 28 ersichtlich, 146t im
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Gegenteil die Mehrzahl der Veroffentlichungen (Pedrosa et al., 1995; Tomoda et al.,
1991; McNamara et al., 1989; Massey, 1984; Thompson et al., 1982; von Payens et al.,
1976; Howard & Marks, 1982; Rossouw et al., 1981; Camaschella et al., 1990) in
Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie nicht auf das Vorhandensein eines
antiatherogenen Potentials in Joghurt oder Bifidojogurt schlieen.

Trotzdem wurden auch immer wieder - z.T. zwar nur voriibergehend (Jaspers et al.,
1984) - hypocholesterolamische Wirkungen festgestellt (Bazarre et al., 1983; Hepner et
al., 1979; Mann, 1977; Kaup, 1988; Thakur & Jha, 1981).

Fiir die widerspriichlichen Versuchsergebnisse kommen folgende Ursachen in Frage
(vgl. auch IDF, 1991; Gurr, 1989;1993):

a) Auswahl der Versuchsteilnehmer

- Alter:

Eine Wirkung auf den Cholesterinspiegel ist wahrscheinlicher bei hohen
Ausgangswerten, die hdufiger bei dlteren Personen vorkommen. Cholesterinsenkungen
wurden in 2 von 6 Humanstudien (30%) mit Teilnehmern unter 30 Jahren und in 5 von 7
(Teil-)Studien (70%) mit Teilnehmern bis zu 60 Jahren gemessen (Tab. 28). In einer
Langzeitstudie stellten van de Water et al. (1999) fest, dass die Gesamt- und die LDL-
Cholesterinwerte bei Senioren im Alter von 50-70 Jahren konstant blieben und die HDL-
Werte nicht signifikant verdndert waren bei tdglicher Zufuhr von 200 g nicht-
thermisiertem oder pasteurisiertem Joghurt, im Gegensatz zur Kontrollgruppe ohne
Joghurtverzehr. Hier wurden signifikante ErhShungen der Gesamt- und der LDL-
Cholesterinwerte registriert, wihrend die HDL-Konzentration um 9,2% absank. Diese
Ergebnisse wurden bei einem jiingeren Probandenkollektiv (20-40 Jahre) nicht
festgestellt.

Bei Versuchstieren bestimmt auch das Alter die Menge des aufgenommenen Futters. Bei
Aufnahme einer geringen Menge cholesterinreichen Futters wird ein moglicher choleste-
rinsenkender Effekt einer Joghurtgabe nicht mehr messbar (Nourse et al., 1992).

- Lipidstatus:

Geringere Blutcholesterinspiegel sind schwerer zu senken als hohe Cholesterinspiegel
(Lin et al., 1989); insbesondere bei kleiner Probandenzahl und relativ hoher Varianz
(Xiao et al., 2003). Die Variabilitit der Wirksamkeit lipidsenkender Substanzen ist
bekannt (Xiao et al., 2003). Wie Tab. 28 zeigt, wurden bei durchschnittlichen
Cholesterinspiegeln von initial <200 mg/dl in 3 von 9 Humanstudien mit KJ (30%)
Absenkungen festgestellt; bei durchschnittlichen Cholesterinspiegeln von initial >200
mg/dl in 5 von 8 (Teil-) Studien (>60%).

- Geschlecht:

Bazarre et al. (1983) stellten eine geschlechtsspezifische Cholesterinsenkung bei Frauen
nach dem Verzehr von 681 g Joghurt/d {iber eine Woche fest. Massey (1984) konnte
dieses Ergebnis bei einem Versuch mit 30 weiblichen Probanden, die tiglich 480 g
Joghurt tiber 2 Wochen verzehrten, aber nicht bestitigen. Howard & Marks (1982)
sehen das Hauptproblem in Untersuchungen dieser Art mit Milchprodukten in den
relativ geringen Cholesterinspiegelverdnderungen, die sie bei meist maximal 10%
ansiedeln. Eine Beschrinkung auf reine Ménner- oder Frauenkollektive - v.a. bei groBer
Probandenzahl - konnte méglicherweise einen Faktor zur Begrenzung biologischer
Variabilitét darstellen.
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b)

d)

- Anzahl:

KollektivgroBBen von 4-6 Probanden (Mann, 1977; von Payens et al., 1976) sind wahr-
scheinlich zu gering, um giiltige Schluflfolgerungen ziehen zu kénnen (vgl. Howard &
Marks, 1982).

- Spezies:

Der Cholesterinmetabolismus von Mensch und Tier unterscheidet sich wesentlich (Ren-
ner et al., 1989; Gurr, 1989; Nourse et al., 1992). Die Relevanz von Tierexperimenten
(Kaup, 1988; Thakur & Jha, 1981; Camaschella et al., 1990) fiir den Menschen ist
fraglich (Gurr, 1993).

Die Nichtberiicksichtigung der Laktoseintoleranz bei Ratten fiihrt zu verfélschten
Ergebnissen, da es einerseits zu Diarrhon und andererseits zur Senkung der
Nahrungsaufnahme kommt. Diarrhéen (z.B. durch Magermilch in der Kontrollgruppe)
konnen einen cholesterinsenkenden Effekt vortduschen bzw. einen echten
cholesterinsenkenden Effekt (z.B. von Joghurt aus Magermilch in der entsprechenden
Testgruppe) maskieren (Nourse et al., 1992; vgl. Kiyosawa et al., 1984, Navder et al.,
1991).

AuBlerdem ist die Bedeutung von Joghurtdosierungen im Tierversuch in ihrer Bedeutung
fiir den Menschen nicht abschitzbar.

Versuchsdauer

Voriibergehende Effekte konnen als solche nicht erkannt werden, wenn die
Versuchsdauer zu kurz bemessen ist (Bazarre et al., 1983; Mann, 1977). Eine
Versuchsdauer von mindestens 2, besser 3 Wochen (vgl. Mann, 1977) erscheint fiir die
Stabilisierung von eventuell veridnderten Serumcholesterinspiegeln beim Menschen
angeraten (von Payens et al., 1976). Auch bei einem Jahr Versuchsdauer wurde jedoch
keine cholesterinsenkende Wirkung durch Verzehr von 200 g Joghurt bei Senioren oder
jiingeren Personen gemessen (van de Water et al., 1999).

Dosis

Aus den Ergebnissen der aufgefiihrten Studien in Tab. 28 ist keine Dosis-Wirkungs-
Beziehung ableitbar. So wurden bis 500 ml/d keine, um 700 ml/d signifikante, um 1000-
1700 ml/d keine und ab 2000-4000 ml/d wieder signifikante Auswirkungen auf den
Serumcholesterinspiegel gemessen. Eine Dosiswirkung ist trotzdem bei Vergleich
identischer Joghurtpréiparationen nicht auszuschliefen.

In neueren Arbeiten ist sinnvoller Weise der Trend erkennbar, die Dosierung auf
praktikablere, realistischere Verzehrsmengen zu beschrinken (etwa bis 500 ml/d). Zur
Menge der mit Joghurt verabreichten Bakterienkulturen werden héufig keine Angaben
gemacht.

Fehlende oder mangelhafte Kontrolle der Néihrstoffzufuhr

Von verschiedenen Nahrungsinhaltsstoffen miissen Blutlipidspiegel-modifizierende
Eigenschaften vermutet werden oder sind bereits bekannt (Kasper, 2004). Neben der
Zufuhr an Hauptndihrstoffen und Energie (von Payens et al., 1976) spielen z.B.
gesdittigte und ungesiittigte Fettsduren bzw. der P/S-Quotient eine Rolle (Newcomb et
al., 1991; Hegsted et al., 1965; Jackson et al., 1984; Kasper, 1996; Welsch, 1986);
weiterhin werden die Einfliisse verschiedener Ballaststoffe (Lampe et al., 1991; Jenkins
et al.,, 1975; Hillman et al., 1985), von exogenem Cholesterin (Hegsted et al., 1965;
Kasper, 1996; Welsch, 1986), Kalzium (Bazarre et al., 1983; Thakur & Jha, 1981; Kaup,
1988) und - speziesbedingt - tierischem Protein (Camaschella et al., 1990; Meinertz et
al., 1989) z.T. kontrovers diskutiert; auch Zucker wirkt sich bekanntlich auf den
Serumcholesterinspiegel aus (Kasper, 1996). Eine Kontrolle der Versuchskost ist

153



deshalb ratsam. Trotzdem wurde teilweise darauf verzichtet (Tomoda et al., 1991;
Howard & Marks, 1982; Mann, 1977). Der Vergleich zweier methodisch unterschiedlich
ermittelter Zufuhrmengen (von Payens et al., 1976) ist abzulehnen. Die Kontrolle der
Nihrstoffzufuhr mittels mehrtigiger Erndhrungsprotokolle (meist 2-9 Tage) ist, wie
Tab. 28 zeigt, iiblich und wurde auch in der eigenen Untersuchung angewandt. Die
Protokolle verschiedener Studien wurden allerdings nicht immer nach deckungsgleichen
Kriterien ausgewertet (meist finden Nahrungsenergie, Hauptnihrstoffe und héufig
Cholesterin Beriicksichtigung, seltener Kalzium, Ballaststoffe, P/S-Quotient, tierisches
Protein); u.U. werden so dhnliche Versuchsergebnisse unterschiedlich bewertet.

Die Erndhrungsprotokollmethode ist fiir klinische Studien, deren zu untersuchender
Faktor eine Modifikation der Néhrstoffaufnahme beinhaltet, im strengen Sinne kein
optimales Verfahren: Eine Kontrolle der Ndihrstoffzufuhr kann nur nachtrdglich
erfolgen. Es ergibt sich die paradoxe Situation, dass sich die Probanden einerseits ,,wie
immer* ernihren, andererseits aber eine mehr oder weniger grole Menge (hier:) Joghurt
in ihre tdgliche Ernidhrung integrieren sollen. Ob dieser Testjoghurt als Supplement
(zusitzlich) oder als Substitut (einen Teil der gewohnten Nahrung ersetzend) verzehrt
wird und ob dabei im Vergleich zur Kontrollphase ohne Joghurt die Né&hrstoff-
zufuhrmengen entscheidend verindert werden (also die ceteris-paribus-Regel verletzt
wird), entzieht sich letztlich dem Einfluss der Versuchsleitung. Wie die
unterschiedlichen Nihrstoffaufnahmen schon in den interventionsfreien Kontrollphasen
A0 und BO zeigen, lieBe sich dies Problem aber auch nicht zuverldssig durch Einsatz
einer Milch-Kontrollphase unter Beibehalt einer individuellen Basisernihrung umgehen.
Auf die Gabe einer einheitlichen Basiskost fiir alle Probanden, die eine
Modifikation/Adaptation der Darmfloren bedingt/notwendig macht, organisatorisch
aufwendiger und weniger kostenglinstig sowie weniger probandenfreundlich ist, wurde
verzichtet. Auch diese Losung garantiert keine identischen Nahrstoffaufnahmen mit und
ohne Joghurt (KieBling et al., 2002).

Vereinfachte Wiegemethoden sind genau genug, um verldssliche Aussagen bzgl. der
Zufuhr an Hauptnihrstoffen und Nahrungsenergie zu liefern (Sichert et al., 1984, S. 34).
Die Aussagefihigkeit fiir Zufuhrdaten im mg-Bereich wird aber moglicherweise
iiberstrapaziert (Sichert et al., 1984, Kap. 3.1.2); insbesondere, wenn Schitzungen
angegeben werden. P/S-Quotient, Kalzium- und Cholesterinzufuhr werden in dieser
Studie der Vollstindigkeit halber mit angegeben, sind aber aus diesem Grunde mit
Vorbehalt zu betrachten. Aus den Veroffentlichungen anderer Autoren geht groB3tenteils
nicht hervor, ob die Protokolle mittels Schitz- oder Wiegemethode erstellt wurden.

Es gibt andererseits auch Hinweise darauf, dass sich als signifikant bezeichnete,
unterschiedliche Nihrstoffaufnahmen nicht in erkennbarer Weise auf die Serumlipid-
spiegel auswirkten. So stellten Hepner et al. (1979) in einer 4-wdchigen Joghurtperiode
erhohte Aufnahmen an Kohlenhydraten, Protein und Nahrungsenergie fest. Der
Cholesterinspiegel war aber, wie in einer nachfolgenden 12-wo6chigen Joghurtperiode, in
der keine unterschiedlichen Energie- und Néhrstoffaufnahmen festgestellt wurden,
signifikant erniedrigt.

In der vorliegenden Studie haben sich die Auswirkungen der signifikant erhohten
Aufnahme gesittigter Fettsduren (BO/B3: +8,4 g/d) und signifikant erniedrigter P/S-
Quotienten (A0/A3: -0,08; BO/B3: -0,12) moglicherweise mit denen signifikant erhShter
Kalziumaufnahmen (B0/B3: +438 mg/d) aufgehoben, denn das Kalziumphosphat der
Milch konnte iiber eine FErhohung des Efflux von Gallensduren aus dem
enterohepatischen Kreislauf ebenfalls hypocholesteroldmisch wirken (van der Meer,
1990).

Wabhrscheinlicher ist jedoch, dass die Unterschiede zu gering waren, um sich auf die
Serumlipidspiegel auszuwirken. Um 0,11 unterschiedliche P/S-Quotienten verursachten
in einer Studie von McNamara et al. (1989) keine signifikanten Anderungen der
Serumlipide; ebenso Unterschiede in der Aufnahme gesittigter Fettsduren um etwa 5 g/d
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4.6.1.2

(Jaspers et al., 1984). Dagegen bewirkte die Umstellung von einer Testdidt mit P/S=0,4
auf eine isoenergetische Testdidt mit P/S=1,0 eine 6%ige Cholesterinsenkung, eine
Triglyzeridabnahme um 5% und eine Abnahme von LDL um 7-8%, wihrend HDL
unverindert blieb (Jackson et al., 1984). Rossouw et al. (1981) berichten von einer
Zunahme der Kalziumaufnahme von 1794 mg durch 2 1 Joghurt pro Tag; die
Serumcholesterinkonzentration war aber, bedingt durch erhohte Fett- und Cholesterin-
aufnahmen, voriibergehend erhoht. Nach Bazarre et al. (1983) waren 750 mg
Kalziumzulage in Form von Kalziumkarbonat nicht in der Lage, den
Serumcholesterinspiegel signifikant zu senken, erhohten aber den HDL-Spiegel bei
Frauen.

Einfluss von Bifidojoghurt/Bifidobakterien

Wie Tab. 28 zeigt, bestitigt eine weitere Humanstudie zum Einfluss von Bifidojoghurt
auf die Blutlipide (Tomoda et al., 1991), ebenfalls mit einem normolipimischen
Probandenkollektiv, die vorliegenden negativen Ergebnisse.

In einer Studie an 16 gesunden Minnern, die iiber 4 Wochen tédglich 3 x 100 ml
Bifidojoghurt (Bif. longum BLI, mind log 8/ml) verzehrten, zeigte sich nur ein Trend zur
Abnahme aller Lipidfraktionen; die Analyse einer Subgruppe mit moderater
Hyperlipiddmie (n=9, >240 mg/dl Serumcholesterin) ergab eine signifikante Reduktion
des Gesamtcholesterins um >5% (Xiao et al., 2003).

Ishida & Kubo (1985; 1987) bzw. Xiao et al. (2003) fiitterten Ratten {iber 4 bzw. 3
Wochen mit einer Testdidt mit Zusatz von 15% (KBE/g?) bzw. 20% (mind. 3x10°
KBE/g) Bifidojoghurt und stellten signifikant erniedrigte Gesamtcholesterin-, LDL-
(Xijao et al.,, 2003), HDL- und Triglyzeridkonzentrationen fest (Tab. 28). Die
Phospholipidkonzentrationen waren reduziert bzw. unverdndert.

KieBling et al. (2002) fanden bei Zugabe von L. acidophilus, Bif. longum und 3g
Oligofruktose/d zu KJ unabhingig vom Lipidstatus der Probanden keine Wirkung auf
LDL- und Gesamtcholesterin, aber erhohte HDL-Spiegel. Es ist unwahrscheinlich, dass
Bifidobakterien diesen Effekt verursachten, da der verwendete Bif. longum-Stamm sehr
niedrig dosiert war (mind. 10°-10° KBE/g Joghurt) und auch nicht, im Gegensatz zum
eingesetzten L. acidophilus-Stamm, auf gastrointestinale Uberlebensfihigkeit getestet
war.

In einer Humanstudie von Devecerski et al. (1981) zeigte sich nach Aufnahme von
umgerechnet 1,8x10° Bif. bifidum in Form von ,Liobif*-Tabletten iiber 6 Wochen nur
bei einer hypercholesterolimischen Probandengruppe (300-450 mg%) eine signifikante
Absenkung des Blutcholesterinspiegels, nicht jedoch bei der normo-lipamischen
Kontrollgruppe. Damit wird erneut die Bedeutung der Auswahl des Probandenkollektivs
unterstrichen.

Fiir die Interpretation widerspriichlicher Ergebnisse von Studien mit Bifidojoghurt bzw.
-bakterien muss die unter Kap. 4.6.1 aufgefiihrte Auflistung moglicher Studiendesign-
bedingter Ursachen herangezogen werden. Zusitzlich muss die unterschiedliche
Ausstattung  verschiedener Bifidostimme mit relevanten FEigenschaften, z.B.
Uberlebensfihigkeit im oberen Darmtrakt, Hydrolaseaktivitit und Cholesterinassimila-
tionsvermogen (Kap. 1.2.3.3; 1.2.3.4.4) beriicksichtigt werden.

Die positiven Ergebnisse zweier Tierversuche konnten auf einen Assimilations-
mechanismus durch Bifidobakterien im oberen Darmtrakt hinweisen, denn eine
cholesterinsenkende =~ Wirkung scheint hier an die gleichzeitige Aufnahme
cholesterinhaltiger Kost gekoppelt zu sein: Bei 2/3 Kaninchen, die iiber 13 Wochen mit
10'° Bif. longum pro Tag und einer 0,25 %igen Cholesterindiit gefiittert wurden, war im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe der Cholesterinanstieg im Serum unterdriickt
(Mitsuoka, 1990). Auch Homma (1988) berichtete von einer Absenkung des
Cholesterinspiegels und der LDL-Fraktion bei Ratten, die mit einer cholesterinreichen
Kost und Bifidobakterien gefiittert wurden, im Vergleich zu einer cholesterinreich
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4.6.1.3

4.6.2

erndhrten Kontrollgruppe.

In der o.g. Studie von Xiao et al. (2003) an Ratten und Menschen war ein
Bifidobakterienstamm mit starker Hydrolaseaktivitit eingesetzt worden. Im Tierversuch
wurde eine trendmiBig erhohte Ausscheidung von Gallensduren gemessen; so dass die
leichte Cholesterinsenkung in der Humanstudie, da keine weiteren Lipidfraktionen
verdndert worden waren, eher dieser bifidospezifischen Stoffwechselaktivitit als der
Beeinflussung der hepatischen Cholesterinsynthese zugeschrieben wurde.

In einer Humanstudie waren erhohte HDL- und niedrigere LDL-Cholesterinspiegel unter
Gabe von resistenter Stdrke korreliert mit verminderter Ausscheidung von Fusobakterien
und Bacteroides (Jenkins et al., 1999). Insbesondere die Ergebnisse unter KJ zeigen,
dass weder die Proliferation indigener Bifidobakterien (Kap. 1.2.3.4.4), noch die
Verschiebung im fikalen Keimspektrum mit Veridnderungen der Serumlipidspiegel
einhergingen.

Einfluss von Laktulose

In der Bifidophase, in der auch 2,5 g Laktulose pro Tag verabreicht wurden, war keine
Anderung der Serumlipidspiegel zu beobachten. Dieses Ergebnis passt zu den
unverdnderten Konzentrationen und Exkretionen der quantitativ bedeutsamsten GS und
NS und spricht dafiir, dass der EHK von Gallensduren durch die Joghurtpriparationen
nicht tangiert wurde.

Auch Tomoda et al. (1991), die nur 0,65 g Laktulose/d als Zusatz zu KJ oder BJ an 10
Probanden testeten, stellten im Vergleich zu entsprechenden Kontrollgruppen keine
Anderungen fest. Beynen (1988) verfiitterte an eine Testgruppe von 6 Ratten eine 1%ige
Cholesterin-Basiskost mit 5% Laktulose. Die Serumcholesterinspiegel waren im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe ebenfalls unverdndert. Erst mit sehr hohen Dosen von
13,6% (= 120 ml/d bei Menschen; = je nach Préparat 60-90 g/d) konnten bei Hamstern
Absenkungen der Serumcholesterinwerte beobachtet werden; gleichzeitig war die
Ausscheidung von neutralen Sterinen erhoht, nicht jedoch von Gallensiduren oder
mikrobiellen Abbauprodukten der GS und NS (Rotstein et al., 1981). Der Mechanismus
blieb unklar.

Uberraschend war eine geringe, aber signifikante Erhohung des Serumcholesterins und
des LDL (8,9+1,5% und 10,912,2%) bei 8 gesunden Probanden unter Aufnahme von 1g
Laktulose/100 kcal einer metabolisch-identischen Kost iiber 2 Wochen (=18-25 g
Laktulose/d); Triglyzeride und HDL waren statistisch nicht signifikant verédndert
(Jenkins et al., 1991). Der Mechanismus wurde vermutlich iiber ein verdndertes
Fermentationsprofil im Darm vermittelt (Kap. 1.2.5.2.4). Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die Dosierung in der vorliegenden Studie niedrig genug war, um sich
nicht negativ auf die Hohe des Serumcholesterins auszuwirken (KieBling et al. (2002)
mit 3 g Oligofruktose/d).

Drei Studien zur Wirkung von FOS und Inulin am Menschen belegen eine Abnahme
von Gesamt-und LDL-Cholesterin bzw. Triglyzeriden bei Verzehrsmengen zwischen 8-
10 g/d (Wisker, 2002). Sieben Studien mit Verzehrsmengen zwischen 14-20 g/d zeigten
jedoch keine Wirkung auf die Plasmalipide (Wisker, 2002).

Apolipoproteine

Die Apolipoproteine bewegten sich in allen Studienphasen im Normbereich
(Referenzintervalle: Tab. A19).

In den Kontrollphasen lagen die Apo-Al-Konzentrationen im oberen (A0, BO: Frauen),
an der Grenze des oberen (AQ: Minner, Gesamt) bzw. im mittleren Referenzbereich
(AO: Minner, Gesamt) nach Assmann (1982; 1989). Im Vergleich zur biologischen
Variabilitdit von Normolipdmikern (2,5.-97,5. Perzentile) nach Metzmann (1985)
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4.7

gruppierten sie sich mit einer maximalen Abweichung von 12% (B0, Minner) eng um
den Median.

Die Apo-B-Konzentrationen lagen bei den weiblichen Teilnehmern eng (maximal 8%
Abweichung) am Median nach Metzmann (1985) und eher am oberen Referenzbereich
nach Assmann (1982); die der ménnlichen Teilnehmer etwa im unteren Drittel der
Vergleichsbereiche (Tab. A19).

Durch die signifikante Erhohung der Apo-Al-Konzentrationen nach Joghurtverzehr
lagen die Gesamtwerte um 11,9% (B3) oberhalb des Referenzbereiches nach Assmann
(1989) bzw. 13,4% (B3) iiber dem Median nach Metzmann (1985), jedoch deutlich im
mittleren Referenzintervall. Die Konzentrationen von Apo B blieben unverdndert im
Normbereich. Durch die signifikante Erhohung der Apo-Al-Konzentrationen nach
Verzehr des Bifidojoghurts lagen die Gesamtwerte um 15,7% (A3) oberhalb des
Referenzbereiches nach Assmann (1989) bzw. 17,2% (A3) iiber dem Median nach
Metzmann (1985), aber ebenfalls deutlich im mittleren Normbereich. Die
Konzentrationen von Apo B blieben auch nach konventionellem Joghurt unverdndert im
Normbereich.

Da hinsichtlich der Apo-Al-Konzentrationen der Unterschied zwischen den Testphasen
statistisch nicht signifikant war, konnen Bifidobakterien und Laktulose nicht ursédchlich
involviert gewesen sein. Weitere Studien zur Wirkung von konventionellem Joghurt,
Bifidojoghurt oder Bifidobakterien auf die Hohe der Apolipoproteinspiegel sind der
Autorin nicht bekannt.

Jenkins et al. (1991) berichten von unverinderten Apo-Al-Konzentrationen, aber um
19% erhohten Apo-B-Werten nach Aufnahme von 18-25 g Laktulose/d bei 8 gesunden
Probanden. Der Laktulosezusatz von 2,5 g/d (A3) wirkte sich, offensichtlich aufgrund
der niedrigen Dosierung, in der vorliegenden Studie nicht negativ auf die Apo-B-
Konzentration aus.

Immunsystem

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob der Einsatz indigener Bakterien, wie
Bif. longum plus Wachstumsfaktor Laktulose bzw. exogener Bakterien, wie L.
bulgaricus oder S. thermophilus (bzw. Joghurt), direkt oder eventuell in Verbindung mit
einer Anderung der Darmflorazusammensetzung zu nennenswerten Auswirkungen auf
die systemische Immunantwort fithren kann.

Zum Vergleich mit Normalwerten wurde ein durchschnittlicher Mittelwert aus den
Mittelwerten der Kontrollgruppen gebildet und zur gemessenen Gesamtimmunglobulin-
konzentration (G,A,M) ins Verhiltnis gesetzt. IgD und IgE machen nur etwa 1% des
Gesamtimmunglobulinpools aus (Roitt et al., 1991) und wurden hier vernachléssigt.

IgG ist mit 70-75% (hier: 75,5%) des Gesamtimmunglobulinpools das Hauptimmun-
globulin im menschlichen Serum. Die IgG-Klasse enthélt die wichtigsten Antikorper der
sekundédren Immunantwort und alle Antitoxine.

Die signifikante Abnahme von IgG nach BJ+L verringerte den IgG-Anteil des
Gesamtglobulinpools nur marginal im Normbereich (AO: 75,3%, A3: 74,7%).

IgA stellt 15-20% des Gesamtimmunglobulinpools (hier geringer: 12,7%) und ist als
sIgA das vorherrschende Immunglobulin in seromukosen Sekreten.

IgM reprisentiert etwa 10% des Gesamtimmunglobulinpools (hier 11,9%) und ist der
vorherrschende ,.frithe” Antikorper gegen infektiose Mikroorganismen (Roitt et al.,
1991).

Die Dateninterpretation hinsichtlich einer gesundheitsforderlichen Auswirkung ist

schwierig, da nicht eindeutig bekannt ist, in welchem Ausmal} eine Erhohung peripherer
Immunglobulinkonzentrationen bei Gesunden als eine positive Stirkung des
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Immunsystems oder als eine negativ zu beurteilende vermehrte Antigenbelastung
aufgefasst werden kann oder muss. Andererseits ist nicht klar, ob und in welchem
Ausmafl eine Abnahme zirkulierender Antikorper als ungiinstiges Zeichen einer
Schwichung des Immunsystems oder als positives Zeichen einer geringeren
Antigenbelastung bzw. als positives Zeichen einer funktionierenden oralen Toleranz
(Stimulation von T-Suppressorzellen) interpretiert werden soll.

Diskutiert werden folgende maogliche Wege einer Immunmodulation durch die
eingesetzten Milchsédurebakterien:

¢ Die direkte Auslosung einer lokalen Immunantwort im Diinndarm mit nachfolgender
Ausbreitung auf die systemische Ebene
(Sind Bif. longum humanen Ursprungs und S. thermophilus bzw. L. bulgaricus, die
seit Jahrhunderten von Menschen verzehrt werden, in der Lage, eine systemische
Immunantwort auszuldsen?)

e Die Auslosung einer systemischen Immunantwort durch Translokation von
Milchséurebakterien iiber die Mukosa in andere Gewebe
(Konnen die eingesetzten Milchsdurebakterien translozieren und ist Translokation
bei Gesunden ein relevanter Mechanismus?)

e Eine Immunmodulation durch Anderung der Keimzusammensetzung der
Intestinalflora und damit Modulation der lokalen Antigenprisentation durch
ansissige Keime u/o Modulation der Translokationsraten u/o der wirtseigenen
Translokationsbedingungen
(Ist die Antigenwirkung der normalen Mikroflora so stark, dass Anderungen der
Keimflora auf systemischer Immunebene messbar sind? Koénnen die eingesetzten
Milchsédurebakterien die Translokation indigener Keime u/o die wirtseigenen
Translokationsbedingungen verindern?)

¢ Die Auslosung oraler Toleranz
(Driickt sich orale Toleranz in unverinderten oder nur in verminderten
Immunglobulinkonzentrationen aus?)

Es ist bekannt, dass Substanzen und Mikroorganismen mit Antigenwirkung, die auf
oralem Weg in den Korper gelangen, eine lokale Produktion von humoralen Antikdrpern
(sIgA) und andere Immunreaktionen in der Darmmukosa provozieren (Meydani & Ha,
2000; Solis-Pereyra et al., 1997; Berg, 1985). Welche zelluliren und molekularen
Mechanismen involviert sind, ist weitgehend unbekannt (Erickson & Hubbard, 2000).
Sekretorische und Serum-Antikdrper gegen Gram-negative, fakultativ anaerobe Keime,
wie E. coli, und andere indigene Bakterien sind im Serum, Speichel und in intestinalen
Sekreten Gesunder nachweisbar (Lodinova-Zadnikova et al., 1991; Mitsuoka, 1990;
Ubersicht: Berg, 1985). Die geringen Titer dieser ,,natiirlichen Antikorper® konnen
jedoch nicht nur durch spezifische Antigene der Intestinalflora sondern auch durch
subklinische Infektionen oder (kreuzreagierende) Nahrungsantigene (Ubersicht: Solis-
Pereyra et al., 1997) entstanden sein (Berg, 1985). Bei 8 Wochen alten, keimfrei
aufgezogenen Maiusen konnte nachgewiesen werden, dass die Aufnahme nicht
thermisierten Joghurts tiber 4 Wochen durch signifikante Erhohung von IgG und IgM im
Blutserum zur Reifung des Immunsystems beitrug (Wade et al., 1984).

Obwohl die Antigenitit indigener Bakterien gering ist (Berg, 1985; Tannock, 1983),
scheinen intestinale Epithelzellen auch nichtpathogene Kommensalen unterscheiden und
selektiv immunologisch darauf reagieren zu kdnnen (Madsen et al., 2001; Solis-Pereyra
et al., 1997).

Die Hauptaufgabe von sIgA ist die immunologisch vermittelte Abwehr fremder
Antigene, so dass eine Bindung an der Mukosa und ein méglicher Ubertritt lebender
Keime aus dem Gastrointestinaltrakt in andere Gewebe, die sog. ,,Translokation‘,
verhindert wird (Erickson & Hubbard, 2000). Die Translokation gilt als ein friihes
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Stadium in der Pathogenese opportunistischer Infektionen durch intestinale Bakterien
(Lescut et al., 1990; Berg, 1983). Sie wird durch folgende Faktoren begiinstigt: eine
groBere Permeabilitit des Mukosaepithels, eine Verschiebung des okologischen
Gleichgewichts im Darm, die eine Uberwucherung bzw. ein erhohtes Vorkommen
bestimmter intestinaler Keimgruppen zur Folge hat (z.B. E. coli unter Antibiotika) bzw.
die Translokation von Fremdkeimen durch die jetzt geschwichte Kolonisationsresistenz
fordert (Berg, 1990), sowie eine systemische Immunsuppression (Berg, 1983; de Simone
et al., 1989a), die eine gewisse Toleranz gegeniiber Fremdkeimen bedingt (Deitch et al.,
1991).

Art und Menge der im Darmlumen befindlichen Spezies modifizieren die intestinale
Mukosapermeabilitit: Madsen et al. (2001) zeigten, dass ein probiotischer Bakterien-
mix, der auch Bif. longum, L. bulgaricus und S. thermophilus enthielt, mindestens
einen proteinartigen Faktor produzierte, der die Permeabilitit der Kolonmukosa bei
Mausen reduzierte und so eine Schutzwirkung gegen eine pathogene Invasion durch
Salmonellen entfaltete.

Im Unterschied zu Bifidobakterien zeigen L. bulgaricus und S. thermophilus keine
Translokation (Camaschella et al., 1991; de Simone et al., 1992), spezielle Antikdrper
konnten im Serum von Maiusen, die iiber 15 Wochen mit joghurthaltigem Futter
gefiittert worden waren, nicht nachgewiesen werden (Conge et al., 1980). Andere
Autoren fanden ebenfalls keine Antikorperbildung bei Miausen gegen l6sliche L.
bulgaricus-Extrakte (Link-Amster et al., 1989). L. bulgaricus und S. thermophilus waren
aber in der Lage, die Translokation von nicht enteropathogenen E. coli bei keimfreien
Miéusen um 72% (L. bulgaricus) bzw. 57% (S. thermophilus) zu senken. Da L.
bulgaricus und S. thermophilus in dieser Studie keine E. coli-AntikOrper in vitro
produzierten und die Anzahl von E. coli in E. coli-monoassoziierten und mit
Joghurtstartern biassoziierten Méusen identisch war, wurde auf einen immunologischen
Mechanismus geschlossen (Bianchi-Salvadori et al., 1989; de Simone et al., 1992). Bei
keimfreien Méusen, die mit L. bulgaricus oder S. thermophilus und E. coli biassoziiert
wurden, war die Reduktion der Translokation von E. coli durch L. bulgaricus oder S.
thermophilus im Vergleich zur Monoassoziierung mit E. coli verbunden mit einer
Reduktion von IgA und IgG-enthaltenden B-Zellen, aber auch von Suppressor-T-Zellen
in den Lymphfollikeln der Milz. IgM-produzierende B-Zellen waren bei Biassoziierung
mit L. bulgaricus erhoht (Camaschella et al., 1991).

Bei Biassoziierung von Bif. bifidum und E. coli im Zdkum von Miusen war die
Absenkung der Translokation von E. coli nicht statistisch signifikant, obwohl die
Keimdosis um 3 Zehnerpotenzen hoher war als in dem oben genannten Versuchsansatz
mit Joghurtstartern; in Anwesenheit von E. coli wurde sogar eine erhohte Translokation
von Bif. bifidum festgestellt (Bianchi-Salvadori et al., 1989). Die Autoren warnten, dass
der therapeutische Finsatz von allochthonen (indigenen) Bifidobakterien sogar eine
systemische Erkrankung begiinstigen konnte. Uber den klinischen Fall einer Bif.
longum-Sepsis wurde bereits berichtet (Ha et al., 1999).

Neigung zur Translokation zeigen, unabhingig von der im Darmlumen befindlichen
Keimmenge, vor allem aerobe und fakultativ anaerobe Keime, selten Anaerobe; daher
riihrte die Vorstellung von der Kolonisationsresistenz durch die Anaerobenflora (Wells,
1990). Je umfangreichere epitheliale/mukosale Schiden jedoch vorhanden sind, umso
héufiger werden auch translozierende Anaeroben gefunden (Wells, 1990). Es wird
einerseits davon ausgegangen, dass bei immunkompetenten Individuen mit ,,intakter
Darmflora“ keine Translokation zu erwarten ist (Berg, 1985; Berg, 1983); andererseits
sind bei den meisten Gesunden auch AntikOrper gegen obligate Anaerobe wie
Bacteroides (Berg, 1985) nachzuweisen (Camaschella et al., 1991). Tierexperimente
zeigten, dass fakultative Bakterien, wie E. coli und Enterokokken, auch bei histologisch
intaktem intestinalen Epithel translozieren konnen (Wells, 1990). Auch bei jlingeren
darmgesunden Erwachsenen wurden intraoperativ in 30% der Fille translozierte
Bakterien in Lymphknoten (C. perfringens, Bif. bifidum), Serosa (C. perfringens,
Bacteroides fragilis) und Leber (C. perfringens) gefunden (Lescut et al., 1990).
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Wabhrscheinlich translozieren indigene Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt
immunkompetenter Gesunder in sehr kleiner Anzahl kontinuierlich die Mukosa, werden
aber schon bei der Passage oder in den Lymphknoten durch das Immunsystem des Wirts
getdtet (Berg, 1990). Das Translokationsphdnomen ist abhidngig vom Immunstatus und
Alter des Wirtsorganismus sowie von der Zusammensetzung des luminalen
Keimspektrums, der lokalen Enterotoxinproduktion, die Schleimhautverinderungen
begiinstigen kann, und wird unter anderem auch erleichtert durch Erndhrungs-
umstellungen, Proteinmangelerndhrung und Stresssituationen (z.B. Verletzungen,
bakteriell-6kologischen und emotionalen Stress mit metabolischen Auswirkungen)
(Camaschella et al., 1991).

Die Translokation in andere Organe ist nicht Voraussetzung fiir eine systemische
immunmodulatorische Wirkung. Es wird vermutet, dass Milchsdurebakterien bzw.
fermentierte Milchprodukte iiber die M-Zellen in Kontakt mit der Darmmukosa
kommen, so dass darunterliegende intestinale Rezeptoren (Peyer’sche Plaques)
stimuliert werden (Madsen et al., 2001), Zytokine zu produzieren (Interferone,
Interleukine, Tumornekrosefaktoren), die wiederum Makrophagen, B- und T-
Lymphozyten stimulieren und so erhohte Immunglobulinausschiittungen bewirken
(Moineau & Goulet, 1991; de Simone, 1989¢; Madsen et al., 2001).

Nach Fiitterung von nativem und hitzebehandeltem Joghurt tiber 7 und 14 Tage hatte
sich die Anzahl von B-Lymphozyten in den Peyer“schen Plaques bei Miusen signifikant
erhoht (Morrison & Ulevitch, 1978) und zeigten in Anwesenheit von Phytohim-
agglutininantigen eine signifikant hohere Proliferation.

Durch Migration sensibilisierter Lymphozyten iiber Lymphbahnen in die Peripherie
(Milz, Blutbahn) kann die systemische Ebene erreicht werden. Milzzellen von Miusen,
die mit nativem Joghurt gefiittert worden waren, zeigten in Anwesenheit verschiedener
Antigene eine erhohte Proliferation gegeniiber Miusen, die Magermilchpulver oder
hitzebehandelten Joghurt erhalten hatten (de Simone etal., 1988). Mit Vorbehalt positiv,
da in vitro ermittelt, wird hier die adjuvante Wirkung von L. bulgaricus und S.
thermophilus auf die IFN-y-Freisetzung aus peripheren Blutlymphozyten in
Anwesenheit von Concanavalin A-Antigen beurteilt, die die Aktivitdt natiirlicher
Killerzellen verstirkt (de Simone et al., 1988). Ebenfalls in vitro wurden in Anwesenheit
von L. bulgaricus und S. thermophilus signifikant erhohte Zytokin-produktionen (IFN-y,
TFN-a, IL-1P) in mononuklearen humanen Blutzellen gemessen (Solis-Pereyra et al.,
1997). In Anwesenheit von S. thermophilus wurden in mit T-Lymphozyten (wichtigster
IFN-y-Produzent) angereicherten Zellsuspensionen mononuklearer Blutzellen des
Menschen signifikant mehr Zytokine produziert als ohne Anreicherung (Solis-Pereyra et
al., 1997). Lebende Joghurtbakterien mit intakter Zellwand induzierten die Produktion
von IFN-a und -B bei Méusen (Solis-Pereyra et al., 1997). Halpern et al. (1991) fanden
fiinffach erhohte y-Interferonwerte bei Erwachsenen, die tdglich 450 g Joghurt iiber 4
Monate mit lebenden Kulturen verzehrten, im Vergleich zu Kontrollgruppen ohne oder
mit hitzebehandeltem Joghurt. Die einmalige Aufnahme von 10'' Joghurtbakterien in
Form von Joghurt verursachte bei Gesunden einen signifikanten Anstieg der 2°-57-a-
Synthetaseaktivitit in mononuklearen Blutzellen nach 24 Stunden; dieses Enzym wird
durch IFN induziert. Eine erhohte Enzymaktivitiat wurde auch nach Verzehr von téglich
250 g Joghurt (10° Joghurtbakterien) pro Tag iiber 15 Tage bei Gesunden festgestellt
und kann als IFN-Induktion interpretiert werden, obwohl Interferon selbst auf Grund
seiner Instabilitdt im Serum nicht messbar war. Es konnte deshalb geschlussfolgert
werden, dass die Aufnahme von 250 g Joghurt (10® Joghurtbakterien) pro Tag iiber 15
Tage die Zytokinproduktion bei gesunden Studienteilnehmer in vivo stimuliert und dass
verschiedene immunkompetente Zelltypen involviert sind (Solis-Pereyra, 1997).

Eine immunologische Unempfindlichkeit, die sog. ,,orale Toleranz*, besteht sinnvoller

Weise gegeniiber einem breiten Spektrum von Nahrungsantigenen und im Darm
ansissigen Mikroorganismen, so dass iiberschieBende Immunreaktionen bei Gesunden
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verhindert werden. Der Mechanismus dieser gedrosselten Immunantwort, der zwischen
,.selbst™ und ,.fremd unterscheidet, ist noch nicht bekannt. Diskutiert wird z.B. die
Induktion antigenspezifischer Suppressor-T-Zellen in den Peyer schen Plaques oder eine
antigenspezifisch induzierte klonale Hemmung mukosaler Lymphozyten (Erickson &
Hubbard, 2000).

Eine Abnahme der oralen Toleranz kann zu einer Uberempfindlichkeit gegeniiber oralen
Antigenen fithren (Erickson & Hubbard, 2000), wie z.B. bei einer Kuhmilchallergie, in
die auch signifikant erhohte Serum-IgG- und IgM-Spiegel involviert sind (Pelto et al.,
1998; Kasper, 2004; Coombs & Gell, 1975).

Nach Ionescu et al. (1990) ist die Hohe der ¥Gobulinkonzentrationen im Serum als
Reaktion auf das Vorhandensein von Nahrungs- u/o mikrobiellen Antigenen zu
verstehen, die einen erhohten Immunglobulinturnover u/o einen Verbrauch
zirkulierender Immunkomplexe bedingen. Ein defizitdrer Immunstatus (Hypoimmuno-
globulindimie bzw. Tendenz zur Abnahme von IgG, IgM, IgA) ist wahrscheinlich liiert
mit erhohter kutaner u/o intestinaler Keimkontamination (Kuvaeva et al., 1987). Die
meisten der Patienten, die unter atopischem FEkzem litten und erniedrigte -
Globulinkonzentrationen im Serum aufwiesen, gehorten zu der Gruppe mit den
deutlichsten Krankheitsausprigungen und zeigten ebenfalls ,,dysbiotische* Keim-
spektren (gekennzeichnet durch den Riickgang Gram-positver milchsaureproduzierender
Bakterien und die Zunahme von Clostridien, Funghi u/o pathogenen Gram-negativen
Keimen) sowie erhohte Stuhl-pH-Werte (Ionescu et al., 1990).

Auch psychologischer Stress wirkt in vielfiltiger Weise immunosuppressiv und erhoht
damit die Anfilligkeit fiir infektiose Erkrankungen (Yang & Glaser, 2002; Biondi &
Zannino, 1997; Marcos et al.,, 2004). Auch die humorale Immunitit kann dabei
beeintrichtigt sein: sechswochiger Priifungsstress fiihrte bei Medizinstudenten auch zur
(sign.?) Abnahme von IgG und IgA (Marcos et al., 2004). Der Verzehr von 2 x 100 ml/d
Joghurt plus L. casei DN-114001 iiber 6 Wochen bewirkte hier eine signifikante
Zunahme von Lymphozyten, darunter insbesondere NK, und verhinderte damit eine
stressbedingte Absenkung der NK-Zellzahl. Die stressbedingte Reduktion der IgG wurde
durch den Verzehr des Testjoghurts nur trendméBig vermindert; keine protektive
Wirkung war bei IgA und IgM feststellbar (Marcos et al., 2004).

In der vorliegenden Studie wurden nach BJ+L (A3) signifikante Abnahmen der
Immunglobuline G, A und M festgestellt, die nicht durch Priifungsstress bedingt waren.
Die Abnahme von IgA und IgM in A3 kann aber nicht mit Sicherheit dem FEinsatz des
BJ+L zugeschrieben werden, da sich auch im Vergleich der Kontrollgruppen ohne
gelenkte Intervention (A0/BO) signifikante Abnahmen bei IgA und IgM ergaben. Das
Ergebnis sollte deshalb nicht {iberinterpretiert werden. Es ist nicht ausgeschlossen, dass
Priifungsstress in BO bereits eine Rolle spielte, obwohl nach den Ergebnissen von
Marcos et al. (2004) dann am ehesten IgG-Abnahmen zu erwarten gewesen wiren.
Ebenfalls nicht auszuschlieBen ist, dass die Verabreichung des KJ in B3 (priifungsnahe
Versuchsperiode) ein (weiteres) Absinken der Immunglobuline verhindert hat und
deshalb kein signifikanter Unterschied bei Immunglobulinen in BO/B3 messbar war.

Humorale Immunantworten auf mukosaler Ebene sind hauptsidchlich vom IgA-Typ,
daher wiren nach Saucier et al. (1992) signifikante Auswirkungen veridnderter
Keimspektren im Darmlumen am ehesten in dieser Immunglobulinklasse zu erwarten
gewesen. So erhohte ein synbiotisches Supplement mit Lb. rhamnosus, Bif. lactis und
einem prebiotischen Gemisch aus Inulin und Oligofruktose die sIgA-Produktion im
Ileum von Ratten signifikant; das prebiotische Supplement fiihrte, vermutlich iiber eine
Modifikation der endogenen Flora, zu signifikant erhohten sIgA-Konzentrationen im
Caecum. Der Mechanismus ist unbekannt (Roller et al., 2004).

Zwar sind auch IgG-, IgM- und IgE- sezernierende Zellen vorhanden - IgM kann bei
Menschen mit IgA-Mangel dessen Funktion auf mukosaler Ebene iibernehmen - aber
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ihre Anzahl und Aktivititen sind weitaus geringer. Daher sind auch die sezernierten
Mengen an IgM und IgG lokal gering oder nicht messbar (IgG) (Erickson & Hubbard,
2000). Im Unterschied zum dimeren sIgA, das hauptsdchlich im mukosaassoziierten
Lymphgewebe gebildet wird und nur geringfiigig ins Serum {ibertritt (Saucier et al.,
1992; Conge et al., 1980), stammt das monomere IgA im Serum jedoch hauptséchlich
aus dem Knochenmark und spiegelt daher wahrscheinlich nicht die intestinale
Immunantwort wider (Erickson & Hubbard, 2000).

Erhohte sekretorische oder Serum-IgA- und IgM-Spiegel in Anwesenheit von L.
bulgaricus, S. thermophilus oder Bifidobakterien, mit diesen Kulturen hergestellte
Jermentierte Produkte (Moineau & Goulet, 1991) u/o Joghurt sind, wie in der eigenen
Studie, auch nicht von anderen Autoren beobachtet worden (Wade et al., 1984; Tomoda
et al., 1991; de Simone et al., 1989c; Moineau & Goulet, 1991; Conge et al., 1980), es
gibt aber auch Gegenbeispiele (Takahashi et al., 1993; de Simone et al., 1988b; Perdigon
et al., 1995; Link-Amster et al., 1989): Zellen der Peyer’schen Plaques von Miusen, die
iiber 4 Wochen mit 30%igem Joghurtfutter gefiittert worden waren, zeigten signifikante
antibakterielle Wirkung gegeniiber S. thyphimurium. Da die Wirkung signifikant groBer
war als nach Verfiitterung von hitzebehandeltem Joghurt und die Wirkung nach
Prédintubation mit Serum-IgA der Maus gehemmt wurde, konnte geschlussfolgert
werden, dass die Wirkung IgA-vermittelt war (de Simone et al., 1988b). Nach Link-
Amster et al. (1989) erhohte die Aufnahme von L. bulgaricus-Extrakt zusammen mit E.
coli die Serum-IgG- und die intestinale IgA-Konzentration bei Miusen.

Die Verfiitterung von Joghurt iiber 7 Tage an Miuse verursachte eine signifikante
Erhohung der lokalen Gesamt-Immunglobulinkonzentration in der intestinalen
Fliissigkeit nur, wenn der Joghurt nicht ilter als 5-10 Tage war. Als Begriindung wurde
angefiihrt, dass mit steigender Lagerungsdauer der Siuregrad des Joghurts zu-, die
Anzahl lebender Keime abnimmt und eine fortschreitende Proteinzersetzung zu einer
Veridnderung des Peptidprofils fiihrt. Die systemische spezifische Immunantwort
gegeniiber roten Blutkorperchen von Schafen war erst nach 20 Tagen Lagerungsdauer
signifikant erhoht, was auf die Antigenwirkung der entstandenen Peptide zuriickgefiihrt
wurde (Perdigon et al., 1995a). Frisch zubereiteter Joghurt enthielt in dieser Studie
3,5x10° Lebendkeime/ml, und lag damit iiber der in der vorliegenden Studie
eingesetzten Keimkonzentration (mind. 10°10® KBE/ml), die moglicherweise zu niedrig
war. Entscheidend ist jedoch die Anzahl lebender Keime vor Ort an der Darmmukosa,
die von der aufgenommenen Dosis und der Uberlebensfihigkeit der Bakterien abhiingt
und hier nicht verglichen werden kann.

In vitro vermochte die Anwesenheit lebender Starterkulturen nicht die antibakterielle
Aktivitét peripherer Blutlymphozyten der Maus mit IgA und IgG-Oberflichenantigenen
gegeniiber S. fyphimurium TY-2 zu erhdhen (de Simone et al., 1988).

Moineau & Goulet (1991) beobachteten keine Verdnderung von Serum-IgG bei
Fiitterung von mit Bif. longum, L. bulgaricus oder S. thermophilus monobakteriell
fermentierten Milchprodukten iiber 8 Tage an Miuse. Hier konnte die Versuchsdauer zu
kurz gewesen sein (Roitt et al., 1991, Kap. 8), aber auch Tomoda et al. (1991), die 10
gesunden Erwachsenen jeweils 130 g verschiedener Joghurtprdparationen iiber 3-6
Wochen mit jeweils 3-monatigen Auswaschphasen zwischen den Testphasen
verabreichten, stellten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie
keine verdanderten IgG-Werte nach konventionellem Joghurt fest; im Unterschied zu den
eigenen Ergebnissen wurden jedoch auch keine Verdnderungen nach Bifidojoghurt
(mind. 1,3x10" Bif. longum) plus 0,65 g Laktulose gemessen; auch Joghurt plus
Bifidobakterien und Joghurt plus Laktulose ergaben keine verdnderten IgG-Werte. Fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnen, je nach Uberlebensraten im Produkt, eventuell
eine differierende Keimdosis oder unterschiedliche intestinale Uberlebensraten der
Bifidobakterien verantwortlich sein (etwa vierfache Menge Bifidojoghurt im eigenen
Versuch, mindestens 5x10° bis 5x10" Bif. longum/d; Tomoda et al., 1991: mindestens
1,3x10" Bif. longum/d).
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Saucier et al. (1992) stellten sogar erhohte IgG-Serumspiegel bei Méusen fest, die mit
einem fermentierten Milchprodukt, das einen Bakterienmix aus 8 Milchsdurebakterien
enthielt (darunter auch L. bulgaricus, S. thermophilus und Bif. longum) gefiittert
wurden. Bei Verabreichung von Milch, erhitzten und unerhitzten Bakteriensuspensionen
und hitzebehandeltem fermentiertem Produkt wurden keine erhdhten Werte gemessen,
so dass geschlussfolgert wurde, die immunmodulatorische Wirkung sei an den
Fermentationsprozess durch lebende Milchsidurekulturen gebunden. Auch bei 4 Wochen
alten Maiusen, die iiber 15 Wochen joghurthaltiges Futter bekommen hatten, wurde
Serum-IgG um mehr als das Doppelte erhoht, wihrend hitzebehandelter Joghurt keine
signifikanten Auswirkungen hatte (Conge et al., 1980). In 2 anderen Studien fiihrte die
Aufnahme von joghurthaltigem Futter (mit nativem oder hitzebehandeltem Joghurt) bei
Miusen iiber 30 Tage zu einer nur voriibergehenden signifikanten Erhohung von IgM-
und IgG-Serumkonzentrationen am 15. Tag, die am 30. Tag nicht mehr messbar war,
IgA blieb unveridndert (Vesely et al., 1985). Auch die Anzahl von B-Lymphozyten in
Zellsuspensionen der Peyer’schen Plaques war nur voriibergehend bis zum 14. Tag
erhoht, die Zahl der T-Lymphozyten blieb unveridndert (de Simone et al., 1987).
Untersuchungen von Takahashi et al. (1993) belegen, dass einer (spezifischen)
systemischen Immunantwort auf Milchsidurebakterien-Antigene eine stammspezifische
mukosale Stimulation durch diese Antigene vorausgeht. Eine Bif. longum-
Zytoplasmafraktion stimulierte signifikant die Proliferation in Zellsuspensionen
Peyer’scher Plaques, aber nicht in Milzzellen von Maiusen, die iiber 2 Wochen mit
lyophilisierten Bif. longum-Zellkulturen humanen Ursprungs gefiittert worden waren.
Nach 8-10-wochiger Fiitterung wurden in vivo signifikant erhohte Antikérperwerte im
Serum gemessen. Eine erhohte Produktion spezifischer Antikorper (IgG, IgA) wurde
gegen das Bif. longum-Zytoplasma, nicht aber gegen die Zellwandfraktion gemessen.
IgM reagierten nicht signifikant.

Auch nach Untersuchungen von de Simone et al. (1989c) kam es bei 17 gesunden
Versuchspersonen, die tiglich ein lyophilisiertes Produkt aus 3x10'* Joghurtstarter-
keimen in 200 g Joghurt tiber 28 Tage aufnahmen, zu erhohten (+19,2%) Serum-IgG-
Spiegeln. Gleichzeitig wurden signifikant erhohte Vorkommen von B-Lymphozyten und
natiirlichen Killerzellen sowie erhohte Gamma-Interferonwerte ermittelt.

Folgende Feststellungen konnen anhand der ermittelten Daten getroffen werden:

1. Eine Erhohung der Bifido- und der Anaerobenexkretion fiihrte nicht zu erhdhten
Serum-Immunglobulinspiegeln  (IgA, IgM, IgG) (Kein Hinweis auf erhohte
Antigenbelastung)

2. Die Aufnahme von BJ+L verursachte eine signifikante Abnahme von IgG (-14,2%)
(Hinweis auf erhohte Antigenbelastung u/o Stimulation oraler Toleranz?)

3. Die Aufnahme von KJ hatte keine Auswirkung auf die Hohe der Serum-
Immunglobulinspiegel (IgA, IgM, IgG). (Formal kein Hinweis auf erhdhte
Antigenbelastung; eventuell maskiert durch erhohte Stressbelastung?).

4. Es besteht keine direkte Korrelation zwischen bifidogener Wirkung und der Hohe der
Immunglobulinkonzentrationen.

5. Vorausgesetzt, die Einschitzung des Keimspektrums in BO als leicht dysbiotisch war
zutreffend, 14Bt sich nicht schlussfolgern, dass eine subklinisch dysbiotische Verin-
derung den Immunglobulinverbrauch steigert und damit niedrigere Serumspiegel
verursacht (A0/B0), denn in B3 (vorausgesetzt die Einschidtzung ,,Restabilisierung* war
zutreffend) wurden keine hoheren Immunglobulinwerte gemessen.

6. Die Absenkung der Immunglobulinwerte A, M, G in A3 korreliert nicht mit der
erhohten Anaerobenkeimzahl (Exkretion) oder der Gesamtkeimzahl (Konzentration und
Exkretion) im Stuhl, da es auch nach Verzehr des KJ zu einer signifikanten Zunahme
der Anaerobenzahl gekommen ist (Konzentration und Exkretion), die sogar signifikant
groBer war als in A3 (Konzentration), ohne dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die
Immunglobulinwerte erniedrigt waren.
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7. Die Absenkung von IgG nach BJ+Laktulose konnte durch Induktion oraler Toleranz
gegeniiber den verabreichten Bifidobakterien entstanden sein. Es kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden, dass die erhohte Exkretion von Strepto- bzw. Enterokokken die
Absenkung der IgG in A3 bedingt hat. Die eingesetzte Methodik zur Keimbestimmung
erlaubt keine Aussage dariiber, ob exogene Joghurtstarter (S. thermophilus) oder eine
Zunahme endogener Enterokokken zu dieser erhohten Exkretion gefiihrt haben.

Die vorliegende Studie ist die einzige der Autorin bekannte Untersuchung, die neben
den Immunglobulinen auch das fikale Keimspektrum erfasst hat.
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SCHLUSSFOLGERUNG

Welcher Joghurt ist nun ,,probiotisch* oder ,,gesundheitsférdernd* und lédsst sich dieses
Kriterium in einer Weise quantifizieren, die den Vergleich der beiden Testjoghurts
konkretisieren kann?

Die Frage lasst zurzeit mehrere Antworten zu, je nachdem welches Verstindnis von
,probiotisch* zu Grunde gelegt wird:

a) Nachweis von Veridnderungen metabolischer u./o. systemischer Risikomodulatoren

Nach dem Verstidndnis von Schrezenmeir et al. (2004) ,.stellt die Beeinflussung der
Darmflora oder einzelner immunologischer Parameter fiir sich genommen noch keinen
gesundheitlichen Nutzen dar®. Weiter heifit es: ,,... aus diesen Effekten resultierende
positive Gesundheitswirkungen miissen in kontrollierten und ... doppelblinden Studien
an Menschen nachgewiesen werden®.

Es ist zurzeit aber weder definiert, welche Dimensionen die Biomarker annehmen
miissen, um die Bezeichnung ,,probiotische Wirkung® zu rechtfertigen, noch wie viele
Kriterien in eine solche Bewertung eingehen miissen, damit ein Produkt ,,probiotisch*
genannt werden darf.

Mit dieser Einschrinkung kann in der vorliegenden Studie nach dem Kriterium
,Nachweis gesundheitsrelevanter metabolischer u/o systemischer Risikomodulatoren*
ausschlieBlich der BJ+L als probiotisch bezeichnet werden (Tab. 29).

b) Bifidogene Wirkung

Da fiir Bifidobakterien selbst wiederholt giinstige Wirkungen nachgewiesen worden sind
(z.B. pH-Wert-Senkung durch Séureproduktion, etc. ...) wird die Auffassung vertreten,
dass ,,... theoretisch ... gesundheitsfordernde Wirkungen ... durch ... die Vermehrung der
Bifidobakterien selbst vermittelt werden [konnten].” (Wisker, 2002). Bouhnik et al.
(2004) gehen davon aus, dass eine bifidogene = probiotische Wirkung gegeben ist, wenn
ein signifikanter Unterschied der fikalen Bifidobakterienpopulation nach Aufnahme
eines Probiotikums u/o Priibiotikums als Anderung der Keimkonzentration [KBE/g
Stuhl] messbar ist, riumten aber bereits in einer fritheren Arbeit ein, dass, selbst wenn
Keimzahlinderungen statistisch abgesichert sind, deshalb {iber physiologische
Konsequenzen noch keine Aussage getroffen werden konnen (Bouhnik et al., 1999).

Es existieren bislang keine Angaben dazu, wie ausgeprigt eine bifidogene Wirkung sein
muss, um als gesundheitsrelevant fiir den gesunden Erwachsenen zu gelten.

Beide Testjoghurts fiihrten zwar zu einer statistisch signifikant erhohten mittleren
Tagesausscheidung von Bifidobakterien, aber nur KJ fiihrte auch zu einer signifikanten
Erhohung der Keimkonzentration.

Danach diirfte nur der KJ als bifidogen und damit probiotisch gelten. Die bakteriolo-
gischen Ausgangssituationen finden hier keine Beriicksichtigung.

Gemessen am bifidogenen Wachstumsgrad (quantitative Wachstumsspanne) war KJ
,probiotischer als BJ+L, obwohl das nominelle FErgebnis nach beiden
Joghurtbehandlungen nicht signifikant verschieden war. Dafiir sind jedoch nicht
spezielle Joghurteigenschaften, sondern die unterschiedlichen bakteriologischen
Ausgangssituationen vor Finsatz der Testjoghurts verantwortlich. Daher kann nach
diesem Kriterium in der vorliegenden Studie nicht abgeleitet werden, dass KIJ
grundsitzlich einen héheren probiotischen Wirkungsgrad hat als BJ+L.

Ebenso kann aus nicht signifikant unterschiedlichen absoluten und prozentualen
Keimzahlverschiebungen nach KJ und BJ geschlossen werden, dass ein Joghurt
prinzipiell nicht probiotisch wirksam sein kann (BJ+L).
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Mogliche positive Effekte einer vermehrten Bifidoflora konnten durch das parallele
Anwachsen anderer Keimgruppen mit zweifelhaftem gesundheitsférderlichen Potential
relativiert oder iiberlagert werden. Manche Autoren fordern deshalb eine nicht nidher
quantifizierte selektive Wachstumswirkung (Wisker, 2002; Roberfroid, 2001).
Aussagen zur relativen Selektivitit des Bifidowachstums konnen anhand der
Proportionalitit von Wachstumsspannen einzelner Bakteriengruppen getroffen werden
(Verhiltnis der Keimzahlidnderung einer Bakteriengruppe nach und vor Behandlung, in
Relation zum Verhiltnis der Gesamtkeimzahl nach und vor Behandlung).

In der vorliegenden Studie war die relative Selektivitit des Bakterienwachstums fiir
Bacteroides nach beiden Joghurts groBer als die fiir Bifidobakterien. Die
gesundheitsrelevante Einschitzung dieses Befundes bleibt zwar unklar; danach diirfte
aber keiner der beiden Joghurts als ,,probiotisch® im Sinne einer gezielten selektiven
bifidogenen Wachstumsforderung bezeichnet werden.

Mit Tab. 29 ist der Versuch unternommen worden, die gemessenen bakteriologischen,
metabolischen und systemischen Parameter hinsichtlich ihrer gesundheitlichen
Relevanz einzuschitzen, um zu einem abschlieBenden Urteil zum gesundheitsférdernden
Potential der eingesetzten Joghurtprdparationen zu gelangen. Die Bewertungen
resultieren aus vorangegangenen Kapiteln (s. Funote zur Tabelle).

Bifidojoghurt + Laktulose zeigte im Vergleich zum KJ eine signifikant verkiirzte Diinn-
darmtransitzeit. Unter BJ+L waren Konzentration und Exkretion/d von Bacteroides,
Exkretion/d von Anaeroben, Bifidobakterien bzw. anaeroben Gram-positiven Stidbchen
und Strepto-/Enterokokken, Fermentationsaktivitit im Darm und Konzentration an
Azetat im Stuhl signifikant erhoht, Konzentration und Exkretion/d von 4-Cholesten-3-on
und Serum-IgG signifikant erniedrigt. und Apolipoprotein A, signifikant erhoht.

BJ+L wirkte auf Grund erhohter Fermentationsaktivitit im Darm sowie der
Reduktion von 4-Cholesten-3-on im Stuhl probiotisch im Sinne der Bereitstellung
eines chemopriventiven Potentials, wobei bei 4-Cholesten-3-on kein Unterschied
zum KJ bestand. BJ+L fiihrte zwar zu einer vermehrten Ausscheidung von
Bifidobakterien, wirkte aber, bedingt durch einen signifikant giinstigeren
Ausgangszustand der Bifidoflora, nicht probiotisch im Sinne einer signifikanten
Erhohung der fikalen Bifidokonzentration. Da das Wachstum der
Bacteroidesfraktion stirker iiberproportional war als das der Bifidoflora, war der
bifidogene Effekt weder selektiv, noch prominent. Die gesundheitsbezogene
Relevanz dieses Ergebnisses ist nicht eindeutig bestimmbar. BJ+L wirkte
tolerogen; auch hier ist eine gesundheitshezogene Bewertung des Befundes zurzeit
nicht moglich. Laktulose erscheint nicht als optimales Pribiotikum, da in vivo
bevorzugt Azetat, nicht Butyrat generiert wurde.

Konventioneller Joghurt bewirkte signifikant erhohte Konzentrationen und Exkre-
tionen/d von Gesamtkeimzahl, Anaeroben, Bacteroides, Bifidobakterien, anaeroben,
Gram-positiven Stdbchen und Eubakterien. Ausgehend von signifikant niedrigeren
relativen Anteilen von Bifidobakterien bzw. anaeroben Gram-positiven Stibchen im
Vergleich zur Kontrollphase vor BJ+L nahm der prozentuale Anteil von Bacteroides
nach KIJ signifikant ab, wahrend der prozentuale Anteil von Bifidobakterien bzw. der
anaeroben Gram-positiven Stibchen zunahm, so dass das prozentuale Keimspektrum
nicht mehr unter-schiedlich zum BJ+L war. Ein selektives Bifidowachstum war auch
hier nicht gegeben. Unter KJ war die Exkretion von B-Sitosterin signifikant erniedrigt
und Apolipoprotein A; signifikant erhoht; IgG blieb unverédndert.
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Tab. 29: Vergleich der gesundheitlichen Relevanz der eingesetzten Joghurts

Parameter Ergebnis Bewertung: Ergebnis Bewertung:
BJ+L Gesundheitsforderung? KJ Gesundheitsforderung?
pos. | neg. | indiff. |fragl. pos. | neg. | indiff. | fragl.

Stuhlfrequenz - X - X
Stuhlbeschaffenheit, -
subjektiv (uw /1) X - X
Gastrointestinale
Beschwerden uw X uw X
Korpergewichte - x* - x*
Fermentationsaktivitit im
Darm ) X - X
Gastroint. Transitzeit:
oro-zikal $° X
oro-anal - x" - x"
Stuhlfrischmasse - XH* - XH*
Stuhltrockenmasse/
Wassergehalt - X - X
pH-Wert im Stuhl - X - X
Gesamtkeimzahl - X K.ET X
Aerobe, gesamt - X - X
Strepto-/Enterokokken ET x - X
Aerobe Laktobazillen - X - X
Enterobakt./ E. coli - X - X
Anaerobe, gesamt ET X K.ET X
Bacteroides K.ET X K.ET X

%l x*
Anerobe Gram+Stibchen ET x% K.ET X

%7 X x*
Bifidobakterien ET x¢ K,ET X

%7 X x*
Eubakterien - X K.ET X
Clostridien, C.perfr. - x* - x*
Candida - x* - x*
Relative Selektivitit des neg. X neg. X
Bifidowachstums
Neutrale Sterine, ges. - X - X
Cholesterin - X - X
Koprostanol - x - x
4-Cholesten-3-on K.El x% - x*®
Koprostanon - X - X
Triol - X - X
B-Sitosterin - X El x’
Stigmasterin - X - X
Campesterin - X - X
Gallensduren, ges. - x* - x*
CDCA - X - X
CA - X - X
LCA - x* - x*
DCA - x* - x*
7-KDCA - X - X
UDCA - X - X
7-KLCA - X - X
12-KLCA - X - X
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Fortsetzung Tab. 29 (1):

Vergleich der gesundheitlichen Relevanz der eingesetzten Joghurts

Parameter Ergebnis Bewertung: Ergebnis Bewertung:
BJ+L Gesundheitsforderung? KJ Gesundheitsforderung?
pos. | neg. | indiff. |fragl. pos. | neg. |indiff. | fragl.

KKEFS, ges. - X - X

Azetat K7 X - X

Propionat - X - X

n-Butyrat - XHF - XH*

i-Butyrat - X - X

n-Valerat - X - X

i-Valerat - X - X

Gesamtcholesterin - X - X

LDL-Cholesterin - x* - x

HDL-Cholesterin - XHF - XHE

Triglyceride - X - X

Apolipoprotein Al T X T X

Apolipoprotein B - X - X

IgG d X - X

IgA W) X - X

IgM W) X - X

uw = unwesentlich
* dass keine Erhohung eingetreten ist, ist positiv, aber nicht
spezifisch gesundheitsférderlich im Sinne eines
probiotischen Zusatznutzens
°im Vergleich zum KJ
** es wire positiv gewesen, wenn eine Erhohung
stattgefunden hitte
* es wiire positiv gewesen, wenn eine Verkiirzung
stattgefunden hitte
# es wiire positiv gewesen, wenn eine Absenkung
stattgefunden hitte
¥ da keine Unterschiede zum KJ
% da abhingig von der Aufnahme mit der Nahrung
& nicht signifikant unterschiedlich zum Kontrolljoghurt
() ebenfalls reduziert im Vergleich der Kontrollphasen

Zur Bewertung von:

a)

e)

g
h)

Fermentationsaktivitit im Darm: Kap.
1.2.1.3;1.2.14

Diinndarmtransitzeit: Kap. 1.2.5.2.2; 1.2.5.4
Keimzahldnderungen: Kap. 4.3.2; 4.3.3
Relative Selektivitit des Bifidowachstums:
Kap.2.9.5.1;3.4.6.4

4-Cholesten-3-on: Kap. 4.5; 1.2.1.2

Azetat: Kap. 4.4.3; 1.2.1.3

Apolipoprotein A;: Kap. 4.6.2

IgG: Kap. 4.7

KJ wirkte nicht probiotisch im Sinne einer messbaren und eindeutig positiven
Verianderung metabolischer u/o systemischer gesundheitsrelevanter Biomarker.

KJ war probiotisch

im Sinne

einer

signifikant erhohten fikalen

Bifidokonzentration bei verminderter initialer Bifidoflora; der Wachstumseffekt
war aber nicht selektiv, sondern wurde von Bacteroides iiberlagert. Die
gesundheitshezogene Relevanz dieses Ergebnisses ist nicht eindeutig.

Bei keinem der beiden Joghurts waren weitere Signifikanzen zu verzeichnen
hinsichtlich der Anderung von Korpergewicht, Stuhlfrequenz, oro-analer Stuhltransit-
zeit, Stuhlfrischmasse, Stuhltrockenmasse, pH-Wert im Stuhl, Aeroben, aeroben
Laktobazillen, Enterobakterien/E. coli, Clostridien/C. perfringens, Candida, Konzen-
tration/Exkretion von neutralen Sterinen, Gallensduren, kurzkettigen Fettsduren sowie
Blutlipiden, Apolipoprotein B und Serum-Immunglobulinen A und M.

Wie die Ergebnisse mit BJ+L zeigen, sind (selektive) mikrobiologisch-probiotische
Auswirkungen nicht unbedingt Voraussetzung fiir positive chemopriventive
Effekte. Sie fanden hier selbst bei iiberproportionalem Bacteroideswachstum statt.
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Ob ein fermentiertes Milchprodukt im mikrobiologischen Sinn probiotisch wirken
kann, ist nicht nur von einer stammspezifischen Probiotikaauswahl abhiingig,
sondern (auch) wesentlich vom Initialzustand der Darmflora. Wie die Ergebnisse
zeigen, kann selbst KJ unter bestimmten Umstinden mikrobiologisch-probiotisch
wirken, vorausgesetzt, es besteht eine relativ verminderte Bifidoflora. Die
Bedeutung eines bifidogenen Wachstumseffektes kann leicht iiberschéitzt werden,
wenn das Kriterium der relativen Selektivitit der Wachstumswirkung
unberiicksichtigt bleibt.
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AUSBLICK

Dass eine Verschiebung von Keimspektren an sich noch nicht gesundheitsforderlich sei,
erscheint nicht ausreichend belegt, denn z.B. Studien zur Korrelation von Keimspektren
und kolorektaler Karzinogenese haben in der Regel nicht bzw. selten und dann nur
punktuell auf der Ebene von Bakterienstimmen stattgefunden, sondern hauptsédchlich
auf dem Spezies- und Subspezieslevel. Moglicherweise wurden Kausalzusammenhinge
dadurch maskiert. Nach Suau et al. (1999) und van Loo (2000) bzw. Mueller et al.,
(2006), Lay et al. (2005) und Franks et al. (1998) sind etwa 75-90 bzw. 18-52% der
Bakterienarten im Dickdarm noch nicht charakterisiert.

Fikalfloraanalysen sollten die Subspezies- und vor allem die Stammebene beriick-
sichtigen (Mueller et al., 2006; Delgado et al., 2004), um konkretere Aussagen
hinsichtlich umstrittener Keimgruppen treffen zu konnen, die sowohl fiir giinstige, als
auch schidliche Auswirkungen bekannt sind (z.B. E. coli). Dazu stehen heute
verbesserte, molekularbiologische Methoden zur Verfiigung (McCartney, 2002; Franks
et al., 1998; Sghir et al., 2000; Suau et al., 1999), die auBerdem im Vergleich zu den
klassischen Kulturmethoden den Vorteil haben, quantitative Verdnderungen nicht nur im
logarithmischen, sondern im linearen Mafistab zeigen zu konnen (Franks et al., 1998).
Die These, eine bifidoreiche Flora sei als Schutzfaktor im Sinn einer salutogenetischen
Ressourcenstirkung auch bei Erwachsenen von Bedeutung, ist strittig, zumal die
Ergebnisse neuerer Arbeiten unter Anwendung molekularer Bestimmungsmethoden
zeigen, dass einerseits die Bifidoflora im Keimspektrum gesunder Erwachsener eher
eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint und andererseits zunehmend weitere, z.T.
quantitativ bedeutsamere Bakteriengruppen/-cluster identifiziert werden (Mueller et al.,
2006).

Bakteriologische Daten sollten als Mittelwerte aus Mehrfachbestimmungen von
Stuhlproben (z.B. iiber den Zeitraum einer Woche) angegeben werden, um intra-
individuelle Schwankungen gering zu halten.

Ein weiterfilhrender Ansatz zur Erforschung mikrobieller Zustinde konnte darin
bestehen, die fikalen (=luminalen) Keimspektren (Ouwehand et al., 2004; Zoetendal et
al., 2002) von Personen zu beschreiben, deren Konzentrationen durch nachgewiesen
wirksame Pro- oder Pribiotika nicht mehr weiter ,,positiv* verdnderbar ist und zu kliren,
ob die Limitierung in der identischen Zusammensetzung der wandstindigen Flora
begriindet ist. Einige metabolische Gesundheitswirkungen sind moglicherweise erst
messbar, wenn die Zusammensetzung der wandstindigen Flora modifizierbar wird.

Eine sorgfiltige Kontrolle der probiotischen Keimzahlen zum Zeitpunkt des Verzehrs
ist unerldsslich (mind. log 8-10/d). In vivo-Studien sollten nur mit Probiotika
durchgefiihrt werden, deren Uberlebensfihigkeit im Gastrointestinaltrakt in ausreichen-
der Menge gewihrleistet ist.

Da viele Eigenschaften von Probiotika stammspezifisch sind, ist es unerlésslich, dass in
Studien die Identitit der eingesetzten Stimme mit wissenschaftlich exakter
Bezeichnung bekannt ist (http://www.bacterio.cict.fr/; zit. in Reid et al., 2003) und
genannt wird. Leider war die Fa. Stidmilch in der vorliegenden Studie nicht bereit, diese
Information bereitzustellen.

Genomsequenzen von Probiotika, die das Verstindnis fiir Wirkungsweisen, den
Einfluss von Pribiotika und den zielgerichteten Einsatz entscheidend voranbringen
konnen, sind seit 2003 teilweise bereits verfiigbar (Reid et al., 2003).

Ebenfalls wichtig ist die Frage, welche Keimgruppen in vivo hauptsdchlich zur
Butyratbildung beitragen und ob eine gezielte prd- oder synbiotische Manipulation
moglich ist, ohne das Keimspektrum ,,ungiinstig” zu beeinflussen. Die Suche nach
geeigneten Pribiotika, die in vivo bei gesunden Probanden giinstige Butyrat/Azetat-
Verhiltnisse produzieren, sollte fortgesetzt werden (Sanz et al., 2005; Reid et al., 2003).
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,wStructure-to-function“-Studien (Reid et al., 2003) konnen kldren, warum selektives
Wachstum in einem komplexen mikrobiellen Okosystem stattfinden kann, warum
bestimmte chemische Bindungen selektives Wachstum begiinstigen und welche die
optimale pribiotische MolekiilgroBe ist.

Da die Darmbesiedlung altersabhingig ist, die natiirliche intraindividuelle Schwan-
kungsbreite innerhalb der Floraanteile zwei Zehnerpotenzen und mehr betragen kann
und damit zu rechnen ist, dass die Wirkung von Probiotika in der GroéBenordnung der
natiirlichen Schwankungsbreite stattfindet, sollten Studien mit einer geniigend grofien
Anzahl altershomogener Studienteilnehmer durchgefiihrt werden (n=mind. 20-30).
Besonders wichtig erscheinen die Hinweise, dass Stress und Alterungsprozesse mit einer
quantitativ und qualitativ verdnderten Darmflora einhergehen; unter den (klinisch)
Gesunden profitieren gestresste und dltere Personen in bakteriologischer Sicht
moglicherweise am meisten von Pro- und Pribiotika und konnten bevorzugt als
Probanden in Studien eingesetzt werden. Eine Kontrolle der Erndhrung, die ebenfalls
die Zufuhr bekannter bifidogener Nahrungsinhaltsstoffe und fermentierter Lebens-
mittel einschlieft, ist anzuraten.

Im Hinblick auf die Beeinflussung der Kolonkarzinogenese durch Pro- und Pribiotika
werden zukiinftig als gesundheitsrelevante Biomarker fortgesetzt vorrangig molekulare
Verinderungen an Zellmodellen dienen, die die Entwicklung verschiedener Stadien der
Entartung gesunden Gewebes vorantreiben bzw. verhindern, z.B. die Expression von
Onkogenen, Detoxifikationsreaktionen, etc. (Pool-Zobel, 2005; Pool-Zobel et al., 2005;
Scheppach & Weiler, 2004).

Reid et al. (2003) nennen 4 Hauptgruppen relevanter Biomarker fiir zukiinftige
Forschungsaktivitéten:

1.) Krebs-Endpunkte (z.B. Auftreten von Adenomen)

2.) Gewebemarker (z.B. mukosale Zellproliferation, Apoptose, DNA-Addukte,
DNA-Schiden, DNA-Reparaturen, Genmutationen an Onko- bzw. Suppressor-
genen (Cox-2-Genexpression, GST-Aktivitdt/-expression, Cytochrom-450-
Aktivitit)

3.) [metabolische] Fékalmarker (z.B. Enzyme (z.B. Glukuronidase, ...), Ammo-
niak, N-Nitroso-verbindungen, sekundire Gallensiuren, ...)

4.) Fdkalmarker [Wirkung auf subzelluldrer Ebene] (z.B. Zyto- und Genotoxizitit,
Apoptose, AP-1 Gentranskription, Cox-2-Induktion, ...)

Schliisselfragen im Hinblick auf die immunologische Relevanz von Pro- und Prébiotika
betreffen (Reid et al., 2003):

1.) Die Identifizierung der fiir immunologische Manipulationen sensibelsten Ent-
wicklungsspanne beim Saugling (,,Programmierung* einer Allergieprivention
mittels selektiver Kolonisierung)

2.) Die Selektion immunogener versus tolerogener Probiotika

3.) Die Identifizierung geeigneter immunologischer Standard-Biomarker

4.) Die Bedeutung der Dauer der Aufnahme von Probiotika hinsichtlich Immunitét
und Toleranz

5.) Die Bedeutung von Adhdsion und Translokation

Von Interesse erscheinen ebenfalls Fall-Kontroll-Studien zur Anwendung immunogener
Probiotika bei immungeschwiéchten Probanden (z.B. bei altersbedingtem Abfall der
Immunfunktionen) sowie tolerogener Probiotika bei Personen mit allergischen
Erscheinungen, atopischer Dermatitis oder entziindlichen Darmerkrankungen (U: Klein
& Jahreis, 2004).
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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Probiotische und synbiotische Milchprodukte zdhlen zu den
»funktionellen Lebensmitteln®, denen im Vergleich zu herkdmmlichen Produkten ein
gesundheitsfordernder Zusatznutzen zugeschrieben wird. Dabei wird diskutiert, ob die
Gesundheit bereits gesunder Personen noch optimierbar ist, ob und in welcher Weise die
Darmflora gezielt ,,glinstig* modifiziert werden kann und/oder ob diese Manipulation zu
messbaren gesundheitsfordernden Verdnderungen metabolischer und systemischer
Biomarker fiihren kann. Es fehlt an gut kontrollierten Humanstudien, die Unterschiede
zu konventionellen Milchprodukten herausstellen.

Ziel: Es war Ziel der Untersuchung, festzustellen, ob durch Verabreichung eines
Bifidojoghurts mit Laktulose (BJ+L) im Vergleich zu einem konventionellen Joghurt
(KJ) der Anteil der Bifidobakterien im Stuhl selektiv erhoht werden kann und/oder ob
mit dieser Modifikation metabolische und systemische Parameter giinstig beeinflusst
werden konnen, die im Zusammenhang mit der Kolonkarzinogenese und der Gesund-
erhaltung im weiteren Sinne von Bedeutung sind.

Methodik: In einer kontrollierten Doppelblindstudie erhielten 12 gesunde Probanden (7
Frauen, 5 Minner, 19-26 Jahre, BMI 19-<27) in 2 durch 6 Wochen voneinander
getrennten Versuchsphasen (A, B) nach je 1-wochigen Kontrollphasen (A0, BO) iiber 3
Wochen je 500 ml/d BJ+L (A) (10°-10® Bif. longum/ml + 0,5 g Laktulose/100 ml) bzw.
KJ (B) zur normalen Kost (Kontrolle mittels 3-d-Erndhrungsprotokoll). Probeentnahmen
und Messungen erfolgten in den Kontrollwochen vor (A0, BO) und in der jeweils 3.
Woche des Verzehrs der Testjoghurts (A3, B3).

Ergebnis: Unter BJ+L waren die Diinndarmtransitzeit verkiirzt, die Fermentationsakti-
vitit im proximalen Kolon und die Azetatkonzentration im Stuhl erhtht, Konzentration
und Exkretion von 4-Cholesten-3-on im Stuhl sowie IgG im Blut signifikant reduziert.
Beide Testjoghurts bewirkten signifikante Zunahmen der mittleren tdglichen Exkretion
und Konzentration von Bacteroides, der Exkretion von anaeroben Gram-positiven Stéb-
chen, darunter auch Bifidobakterien sowie der anaeroben Gesamtkeime. BJ+L fiihrte
auBlerdem zu signifikant erhdhter Exkretion von Strepto-/Enterokokken, wihrend KJ die
Konzentration und Exkretion der Gesamtkeime und der Eubakterien signifikant
steigerte, ebenso die Konzentration der Anaeroben, der anaeroben Gram-positiven
Keime sowie der Bifidobakterien. Unter KJ kam es zu einer signifikanten relativen Zu-
nahme von anaeroben Gram-positiven Stibchen und Bifidobakterien und einer Abnahme
von Bacteroides in B3; die Werte waren aber nicht signifikant unterschiedlich von BJ+L
(A3). Unter beiden Joghurts iiberlagerte das proportionale Bacteroideswachstum in
Relation zur Verinderung der Gesamtkeimzahl das der Bifidobakterien. Unverindert
blieben Konzentration und Exkretion der Gesamtkeimzahl (A3), von Eubakterien (A3),
Strepto-/Enterokokken (B3), Aeroben, aeroben Laktobazillen, Enterobakterien, E. coli,
Clostridien, C. perfringens sowie Candida. Beide Joghurts verursachten signifikant
erhohte Apolipoprotein A;-Werte. Unverédndert blieben Korpergewicht, Stuhlfrequenz,
Fermentationsaktivitit im proximalen Dickdarm (B3), oro-anale Transitzeit, Stuhlfrisch-
und —trockenmasse sowie pH-Wert, neutrale Sterine (darunter 4-Cholesten-3-on in B3),
Gallensduren und kurzkettige Fettsduren (darunter Azetat in B3) im Stuhl, auBerdem
Blutlipide, Apolipoprotein B und Immunglobuline A, M, G (B3).

Schlussfolgerung: Trotz Zunahme auch ,ungiinstiger Keime wirkte BJ+L bei
,westlicher Kost* probiotisch im Sinne einer Chemoprévention (erhéhte Fermentations-
aktividt, Abnahme von 4-Cholesten-3-on) und erhdhte die immunologische Toleranz
(Abnahme von IgG). Der initiale Symbiosestatus der Darmflora ist wesentlich fiir den
mikrobiellen Wirkungsgrad. KJ kann bei relativ verminderter Bifidokeimzahl bifidogene
Wirkung haben. Die Bifidoflora wurde unter BJ+L nur leicht und unter beiden Joghurts
nicht selektiv gefordert. Das Bifidowachstum kann {iiberschitzt werden, wenn keine
weiteren Fikalkeime bestimmt werden und ist nicht notwendigerweise mit probiotisch-
metabolischen Effekten verbunden. Laktulose erschien nicht als optimales Prébiotikum.

172



SUMMARY

Background. Probiotic and synbiotic milk products are called ,functional food*,
because they are supposed to provide special health benefits to the consumer. However,
neither is known if health can be promoted in healthy individuals nor if and how the
enteric flora can be modified in a “favourable” way, nor if this modification is able to
promote health measurably, e.g. by modification of metabolic and/or systemic
biomarkers. There is a lack of well designed studies comparing “probiotic” effects with
effects of conventional milk products in healthy humans.

The aim of the study was to determine whether the ingestion of a synbiotic yogurt with
bifidobacteria and lactulose (BY+L) in comparison to a conventional yogurt (Y) would
be able to selectively enhance the growth of fecal bifidobacteria and/or to modify
metabolic and/or systemic biomarkers which are known to be involved in colonic
carcinogenesis or as indicators of general health.

Methods. In a controlled, double-blind, 2-phase-(A, B) study protocol 12 healthy
individuals (7 women, 5 men; 19-26 years, BMI 19-<27) ingested 500 ml/d Bifidoyogurt
with lactulose (BY+L = conventional yoghurt + 10°10° cfu/ml Bif. longum + 0,5 g
lactulose/100 ml) in study phase A and conventional yogurt (Y) in study phase B, each
for 3 weeks, while keeping their normal eating habits (controlled by 3-d-food records).
Samples were taken in the weeks before (A0, BO) and in the 3rd week (A3, B3) of
yogurt ingestion; there was a 6 week break separating phases A and B.

Results. BY+L significantly shortened small bowel transit time, increased the
fermentation in the proximal colon and the concentration of fecal acetate and reduced
the concentration and mean daily excretion of fecal 4-cholesten-3-one and IgG in the
blood. Both yoghurts increased significantly the mean daily excretion and concentration
of Bacteroides, the excretion of anaerobic gram-positive bacteria, including
Bifidobacteria, as well as anaerobic bacterial counts. In addition, BY+L increased
significantly the excretion of Strepto-/Enterococcus. Furthermore, Y enhanced
significantly the fecal concentration and excretion of overall bacterial counts and
Eubacteria, the concentration of anaerobic bacteria, anaerobic gram-positive counts and
Bifidobacteria. The percentage of Bacteroides was diminished in favour of the
percentage of the bifidoflora in B3, resulting in no statistical difference between A3 and
B3. Under both yogurts the proportional growth of Bifidobacteria in relation to overall
bacterial growth was outnumbered by Bacteroides. Total bacteria (A3), Eubacteria
(A3), Strepto-/Enterococcus (B3), aerobic bacteria, aerobic Lactobacilli, Entero-
bacteria, E. coli, Clostridia, C. perfringens and Candida were unchanged. Both
yoghurts increased significantly apolipoprotein Al and had no effect on apolipoprotein
B in the blood. Otherwise, body weight, stool frequency, fermentation in the proximal
colon (B3), mean transit times, oro-cecal transit time (B3), stool wet weight and stool
dry matter, fecal pH, fecal neutral sterols (including 4-cholesten-3-one in B3), fecal bile
acids and fecal short chain fatty acids (including acetate in B3), blood lipids and
immunoglobulines A, M and G (B3) were unchanged.

Conclusions. Despite of significantly promoting the growth of potentially “harmful”
fecal bacteria, too, BY+L but not Y showed a metabolic probiotic effect in healthy
subjects on a “western” diet, i.e. a significant chemopreventive potential comprising
increased fermentation in the proximal colon and a decrease of fecal 4-cholesten-3-one;
furthermore, immunological tolerance was increased (decrease of IgG in the blood).
Bifidobacterial growth promotion was neither selective nor prominent under both
yogurts. The initial status quo of the enteric microbiota seems to be a major contributing
factor to the bacterial outcome of fermented milks. In case of a relative deprivation of
the bifidoflora in healthy subjects, Y, too is able to promote the enteric bifidobacteria. A
significant bifidobacterial growth effect might be overestimated, if no other genera are
monitored and is not necessarily correlated with a positive fecal metabolic outcome.
Lactulose did not prove as an ideal prebiotic.
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10 ANHANG

Tab. A1: Durchschnittliche tigliche Energiezufuhr sowie Aufnahme von Hauptnéhr- und Ballaststoffen
von 12 Probanden vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt
plus 2,5 g Laktulose (A3;* incl. Laktulose) bzw. konventionellem Joghurt (B3) pro Tag

Studienphase Proband Energie Eiweil} Fett Kohlenhydr.  Ballaststoffe
[kcal/d] [g/d] [g/d] [g/d] [g/d]
CA 1045 36,9 47,3 111,7 16,5
SH 2265 61,9 85,7 297,0 18,3
HK 2678 93,6 110,7 229,7 8,1
AP 1755 62,9 58,7 2313 17,1
KP 1609 42,7 66,0 199,0 11,1
A0 FR 3083 142,8 154,7 228,3 20,1
(SN 2745 270,1 92,3 173,7 17,0
MW 2185 90,6 90,0 232,0 20,3
AW 1648 66,3 68,0 180,0 13,9
™W 2584 112,2 124,7 207,0 243
JZ 3137 190,7 102,3 324,0 23,7
MZ 2811 111,4 130,3 221,0 21,9
CA 1876 77,1 87,7 163,0 19,5%
SH 1851 77,6 74,0 204,3 15,1°%
HK 2122 80,6 85,3 182,3 7,6*
AP 2261 71,0 98,0 260,3 31,7*
KP 2177 80,5 86,0 254,3 23,0*
A3 FR 2129 83,3 100,0 206,7 19,7+
UsS 1670 72,0 80,3 1477 15,5%
MW 2333 86,7 106,0 216,0 18,0%*
AW 1781 105,4 60,0 188,0 20,5*
™W 1657 51,5 85,0 1477 12,9%
1Z 1834 109,1 72,3 130,3 19,8*
MZ 2655 89,8 103,0 228,3 20,8*
CA 1173 35,7 51,0 134,7 17,3
SH 1598 47,5 47,0 216,3 242
HK 2273 78,1 89,7 245,7 10,5
AP 1490 42,2 60,0 186,3 18,5
KP 1562 53,1 46,3 2220 18,7
B0 FR 2024 60,2 109,3 184,3 17,9
(SN 1433 54,4 70,3 130,7 8.4
MW 2765 125,8 145,3 207,0 18,2
AW 1513 47,1 67,0 171,7 13,1
™W 2241 80,3 112,3 174,0 10,4
JZ 2554 98,8 93,7 274,7 18,3
MZ 2285 92,7 77,0 205,3 20,0
CA 1223 45,8 51,7 136,3 20,6
SH 1852 66,0 73,7 217,7 22,5
HK 2311 68,1 85,0 240,3 21,9
AP 1684 51,5 64,7 2143 17,0
KP 1749 65,7 89,3 155,3 17,5
B3 FR 1831 68,5 87,0 159,3 13,5
(SN 1697 84,9 68,7 169,3 12,9
MW 1959 75,5 90,0 197,0 14,7
AW 2017 58,8 95,3 217,7 11,6
W 3083 127,3 140,3 290,0 25,7
JZ 2332 89,1 68,7 280,3 18,8
MZ 2189 92,5 77,7 251,0 18,2
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Tab. A2: Durchschnittliche tagliche Cholesterinzufuhr, Aufnahme von mehrfach ungesittigten (MUFS)
und gesittigten Fettsiuren (GFS) sowie P/S-Quotient von 12 Probanden vor (A0, BO) und
wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose (A3) bzw.
konventionellem Joghurt (B3) pro Tag

Studienphase Proband Cholesterin MUFS GFS P/S-Quotient
[mg/d] [g/d] [g/d]

CA 173 3,7 17,4 0,21

SH 179 6,9 35,2 0,20

HK 494 15,0 41,8 0,36

AP 220 8,6 23,8 0,36

KP 248 4,8 19,8 0,24

A0 FR 285 28,0 37,9 0,74
us 158 6,7 18,0 0,37

MW 642 7,8 46,0 0,17

AW 268 52 25,5 0,20

™ 307 10,8 44.5 0,24

JZ 247 12,2 21,1 0,58

MZ 807 21,0 38,3 0,55

CA 316 20,0 30,8 0,65

SH 269 4,2 35,6 0,12

HK 474 4,2 33,5 0,13

AP 158 8,7 30,8 0,28

KP 171 7,8 30,2 0,26

A3 FR 271 21,3 33,7 0,63
us 208 5,5 35,0 0,16

MW 607 9,4 51,0 0,18

AW 434 34 25,7 0,13

™ 231 5,6 28,6 0,20

JZ 237 35 43,7 0,08

MZ 705 20,3 38,6 0,53

CA 150 5.7 22,3 0,26

SH 568 4,0 21,6 0,19

HK 588 9.4 38,6 0,24

AP 120 7,6 22,1 0,34

KP 261 2,9 16,9 0,17

B0 FR 300 20,3 40,1 0,51
us 318 11,9 22,7 0,52

MW 328 5.3 46,3 0,11

AW 431 8,2 28,8 0,28

™ 355 8,9 51,6 0,17

1Z 437 15,4 26,2 0,59

MZ 586 9,0 25,7 0,35

CA 150 5,3 23,6 0,22

SH 504 5,3 39.3 0,13

HK 186 4,9 39,6 0,12

AP 181 3,0 27,8 0,11

KP 404 4,9 46,2 0,11

B3 FR 466 14,5 36,0 0,40
us 292 7,6 31,5 0,24

MW 565 5,1 48,9 0,10

AW 480 11,6 36,3 0,32

™W 426 6,9 74,7 0,09

1z 209 6.4 32,6 0,20

MZ 260 6,9 26,9 0,26
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Tab. A3:

Anzahl der Darmentleerungen (DE) und subjektive Nennungen zur Stuhlbeschaffenheit (SB)*
bei 12 gesunden Probanden, jeweils in der Woche vor (A0O, BO) und wihrend der 3. Woche des
Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose (A3) bzw. konventionellem Joghurt (B3) pro

Tag
A0 A3 B0 B3
Proband DE SB DE SB DE SB DE SB
] D@ @ M HDAOR@®: M OB @in] BHEROG @
CA 7 I 51 9 1 8 8 17 9 1 8
SH 6 51 7 1 4 2 8 51 2:6 4 2
HK 7 1 6 7 7 8 7 1 14 14
AP 12 1 11 16 16 11 6 5 14 2 12
KP 5 2 3 6 33 6 2 4 5 3 2
FR 8 7 1 9 5 4 7 7 6 6
US 4 4 6 6 5 4 1 6 51
MW 18 3 15 15 3 12 14 14 16 1 15
AW 7 3 4 10 1 45 6 1 4 1 6 1 5
™W 10 1 8 1 5 1 3 1 6 6 7 7
1Z 12 12 13 12 1 12 11 1 11 11
MZ 7 7 7 7 7 7 7 7
Summe 103 12 87 4 0:110 23 71 16 0 :98 10 81 5 2:107 896 3 0

* (1)=hart, (2)=weich/geformt, (3)=breiig, (4)=wissr. Diarrhoe

Tab. A4: Gastrointestinale und sonstige Beschwerden, jeweils in der Woche vor (A0, BO) und wihrend der

3. Woche des Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose (A3) bzw. konventionellem
Joghurt (B3) pro Tag

Studien- Vollegefiihl Bldhungen Ubelkeit Erbrechen Sonstiges™
phase
D 2@ HOHBH OB DG
A0 6 2 15 2 1 4
A3 5 6 1 15 2 1 1 2
B0 3 2 1 1
B3 6 4 4 6 5 1

* AO: ,,Angina und Fieber* (1x), ,,Angina“ (2x), ,,Menstruationsbeschwerden* (1x)

A3: ,gripp. Infekt* (2x)
BO: ,,Kopfschmerzen* (1x)
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Tab. A5: Korpergewicht von 12 Probanden vor Joghurtverzehr (A0, BO) und am Ende der 3. Woche des
Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose (A3) bzw. konventionellem Joghurt (B3) pro

Tag
Proband A0 A3 B0 B3

13.3. 19.3. 9.4. 29.5. 4.6. 25.6.

CA 65,0 65,5 65,0 65,0 64,5 64,0
SH 63,0 63,5 63,0 63,5 64,0 63,5
HK 60,0 60,0 60,5 61,0 61,5 60,5
AP 56,5 57,0 58,0 57,0 57,0 57,0
KP 56,0 56,0 55,5 57,0 57,0 58,0
FR 70,0 70,0 68,5 68,0 68,0 68,0
US 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0
MW 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0 59,0
AW 59,0 59,0 59,0 59,0 59,0 59,0
™ 83,0 82,0 79,0 81,0 81,0 80,0
JZ 80,0 80,0 81,0 81,0 81,0 80,0
MZ 77,0 77,0 77,0 78,0 77,0 78,0

Tab. A6a: Endexspiratorische Wasserstoffkonzentration [ppm] von 12 gesunden Probanden nach
Niichterung iiber Nacht in Studienphase A0 (Einzelwerte)

t CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZz Mz m sem
0 18 2 7 8 3 3 8 12 6 2 7 8 7,0 1,3
15 17 2 6 11 3 5 8 15 7 4 8 5 7,6 1,3
.30 20 2 6 10 4 8 6 17 8 4 7 5 8,1 1,5
45 19 2 5 10 3 10 7 17 9 4 7 5 8,2 1,5
1 14 3 3 9 4 1 8 13 8 5 7 4 6,6 1,1
15 14 3 3 8 3 12 8 11 8 4 7 4 7,1 1,1
.30 17 4 3 7 3 12 6 11 8 6 7 3 7,3 1,2
45 16 5 3 7 3 9 6 11 8 5 7 4 7,0 1.0
2 11 4 3 6 3 8 6 10 5 5 7 3 59 07
15 11 3 3 6 3 6 5 9 6 5 7 3 56 07
.30 10 3 3 7 3 6 5 8 4 5 7 3 5,3 0,6
45 10 4 3 6 3 6 5 9 7 4 7 3 56 07
3 10 3 3 7 2 5 5 7 5 5 6 3 5.1 0,6
15 9 3 3 8 3 5 5 6 5 4 7 3 5.1 0,6
.30 9 3 3 8 3 3 4 6 5 4 6 3 4.8 0,6
45 9 4 3 8 3 3 4 6 5 4 4 3 4,7 0,6
4 8 3 3 8 3 3 3 6 4 4 5 3 44 05
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Tab. A6b: Endexspiratorische Wasserstoffkonzentration [ppm] von 12 gesunden Probanden nach
niichternem Verzehr von 500 ml Bifidojoghurt plus Laktulose in Studienphase A3 (Einzelwerte)

t CA SH HK AP KP FR US MW AW ™ JZ MZ m sem
0 3 3 8 15 7 32 3 4 6 2 13 26 10,2 2,7
15 3 6 22 20 10 35 3 6 8 4 15 29 134 3,0
.30 4 9 22 18 7 30 6 10 10 4 17 27 13,7 2,5
45 4 8 20 18 6 27 5 7 12 4 24 19 12,8 2,3
1 4 7 16 19 5 45 5 6 10 5 24 19 13,8 3,3
15 4 6 12 17 7 26 4 4 9 4 27 15 11,3 2,3
.30 4 6 10 15 7 24 5 4 9 6 22 9 10,1 1,9
45 4 6 11 15 7 24 4 4 9 5 16 13 9.8 1,7
2 3 5 10 13 7 19 5 3 9 5 16 16 9,3 1,5
15 3 5 10 10 4 14 5 2 10 5 8 24 8,3 1,7
.30 3 4 12 8 6 13 5 2 9 5 14 39 10,0 2,8
45 2 4 16 9 8 11 4 1 9 4 12 66 12,2 48
3 2 4 16 7 5 12 6 1 10 5 10 66 12,0 49
15 3 4 16 5 5 12 9 1 10 4 7 60 11,3 44
.30 3 4 23 7 8 13 12 1 10 4 10 55 12,5 4,0
45 5 4 32 6 12 13 9 2 12 6 9 43 12,8 34
4 9 5 41 6 9 14 12 2 10 7 10 39 13,7 3,5
15 12 7 45 5 9 16 17 2 10 7 13 29 143 3,3
.30 17 8 44 5 9 23 21 2 18 8 16 23 16,2 3,1
45 16 10 47 5 10 20 21 3 26 9 21 28 18,0 34
5 16 14 38 8 9 18 19 4 35 14 15 36 18,8 3,2
15 12 26 34 9 9 23 21 6 41 13 15 24 194 3,0
.30 12 25 38 9 6 25 15 6 43 18 10 20 18,9 3,3
45 15 40 32 11 9 27 15 13 55 17 12 12 21,5 39
6 21 44 29 11 10 32 19 18 48 20 13 11 23,0 3,5
15 30 45 23 13 14 26 17 23 46 21 15 12 238 3.2
.30 28 27 20 10 16 31 13 16 45 31 15 12 22,0 29
45 30 27 19 9 23 34 8 17 39 25 10 7 20,7 3,0
7 35 26 17 9 19 37 8 17 42 31 11 7 21,6 34
15 31 23 17 8 25 30 9 13 30 33 9 5 194 29
.30 26 19 17 7 20 30 6 8 25 30 13 5 17,2 2,6
45 32 13 12 7 17 16 5 15 19 35 6 5 152 2,7
8 29 7 12 5 16 25 3 11 13 29 6 5 134 2,6
15 23
.30 21
45 30
9 7 11 24 18 19 158 3,0
15 22
.30 23
45 21
10 4 3 21 11 8 9.4 3,2
15 18
.30 12
45
11
15
.30

Extr. Extr.

Extr.=Extrapolation
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Tab. A6c: Endexspiratorische Wasserstoffkonzentration [ppm] von 12 gesunden Probanden nach
Niichterung iiber Nacht in Studienphase B0 (Einzelwerte)

t CA SH HK AP KP FR US MW AW TW Iz MZ m sem
0 1 25 15 17 24 25 7 6 14 9 17 1 134 24
15 2 25 20 23 15 42 8 9 17 9 14 2 155 3.1
.30 2 19 23 20 18 19 5 9 11 8 15 2 12,6 20
45 3 20 21 19 15 19 4 8 15 8 16 2 12,5 20
1 3 17 22 24 18 21 5 8 17 8 14 2 133 21
15 4 11 23 18 17 13 4 6 12 7 12 2 10,8 1,8
.30 4 13 23 23 15 13 5 6 14 6 11 2 11,3 1.9
45 4 16 17 22 17 13 5 7 12 5 15 2 11,3 1,8
2 4 12 21 30 18 11 4 6 11 4 15 2 11,5 23
15 4 10 19 26 12 10 5 5 10 4 12 3 100 19
.30 3 11 15 35 12 13 4 5 9 3 12 2 103 25
45 4 10 8 31 11 14 4 4 8 2 15 2 94 22
3 4 11 8 29 11 13 4 4 7 2 15 2 92 21
15 3 12 7 16 7 12 4 4 8 2 11 2 73 1,3
.30 4 10 6 15 7 13 4 4 10 2 12 2 74 1,2
45 4 9 6 16 7 13 3 3 8 1 10 2 6.8 1,3
4 4 7 6 18 7 11 4 3 8 1 11 2 6.8 1,3
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Tab. A6d:  Endexspiratorische Wasserstoffkonzentration [ppm] von 12 gesunden Probanden nach
niichternem Verzehr von 500 ml konventionellem Joghurt in Studienphase B3 (Einzelwerte)

t CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ m sem
0 1 3 3 4 24 5 5 11 18 4 5 8 7,6 1.9
15 2 7 5 9 30 7 5 13 24 6 8 6 10,2 2,3
.30 2 6 4 9 29 6 8 14 30 6 6 6 10,5 2,6
45 3 6 5 9 24 5 5 11 29 7 5 8 9,8 2,3
1 3 9 4 7 23 6 7 9 28 5 5 6 9,3 2,2
15 3 11 4 8 23 7 6 8 23 5 4 3 8.8 2,0
.30 4 10 4 6 29 6 5 6 23 3 4 4 8,7 2,3
45 4 10 4 6 22 6 5 8 18 3 4 4 7,8 1,7
2 5 11 5 5 21 5 5 6 18 3 5 4 7,8 1,6
15 5 14 5 5 18 6 5 6 17 3 5 4 7,8 1,5
.30 4 12 5 4 15 6 3 6 15 3 4 3 6,7 1,3
45 3 11 5 4 15 5 3 6 16 3 5 3 6,6 1,3
3 3 10 5 4 17 4 4 6 14 4 5 3 6,6 1,3
15 3 9 6 4 11 3 3 6 11 5 4 4 5,8 0,8
.30 3 8 10 4 15 4 3 5 13 5 6 4 6,7 1,1
45 3 9 14 3 14 3 4 6 11 4 5 5 6,8 1,2
4 3 8 16 3 11 3 4 6 8 5 6 5 6,5 1,1
15 3 8 19 3 12 3 5 5 10 4 8 4 7,0 1,3
.30 5 7 18 3 13 3 4 5 9 5 6 4 6,8 1,3
45 5 8 21 4 13 3 4 5 8 6 6 5 7,3 1.4
5 4 8 19 4 11 4 7 6 11 6 5 6 7,6 1,2
15 4 7 19 4 14 4 7 5 18 5 8 9 8,7 1,5
.30 4 8 17 8 12 3 10 7 17 4 7 9 8.8 1,3
45 4 7 16 10 13 4 9 10 22 4 7 9 9,6 1,5
6 4 7 12 12 10 4 11 13 26 4 7 9 9.9 1,7
15 3 7 12 10 7 4 9 14 24 5 5 7 8,9 1,6
.30 3 7 9 11 9 4 14 11 20 7 7 7 9,1 1,3
45 3 7 8 11 7 3 18 8 12 5 5 8 7.9 1,2
7 3 7 6 11 10 3 16 9 13 10 6 9 8,6 1,1
15 3 7 6 8 10 3 16 8 13 9 6 11 8,3 1,1
.30 3 7 5 8 8 3 13 8 11 11 8 8 7,8 0,8
45 3 5 5 10 8 4 19 8 9 11 5 8 7.9 1,2
8 3 5 4 8 7 6 14 6 7 15 5 9 7.4 1,0
15 10 4 14 11 9,8 2,1
.30 7 9 14 10,0 2,1
45 7 9 8,0 1,0
9 6 13 9,5 35
15 8 8,0
.30 12 12,0
45
10
15
.30
45
11
15
.30
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Tab. A7: Wasserstoffexhalation in den Joghurtphasen (A3, B3), berechnet als Fliche unter der Kurve
(AUC) nach Abzug der Basiswerte (A0, BO)* von 12 Probanden

Proband A0 A3 B0 B3
H2 [ppm - min] H2 [ppm - min]

CA 0 5655 0 0
SH 0 4185 0 1080
HK 0 5520 0 2115
AP 0 825 0 1230
KP 0 2933 0 0
FR 0 4740 0 360
US 0 2730 0 1995
MW 0 3698 0 540
AW 0 5580 0 1500
™ 0 5853 0 1433
1Z 0 735 0 0
MZ 0 6720 0 960
m 0 4098 0 934
+sem +567 +218

* Werte der Kontrollphasen wurden linear extrapoliert und gleich Null gesetzt
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Tab. A8: Quantitativ iiber 4 Tage gesammelte Stuhlfeuchtmasse (FM), relativer Trockenmassegehalt
(TM %), arithmetisch gemittelte tigliche Stuhlfeucht- und Trockenmasseausscheidung sowie
pH-Wert der Stuhlproben von 12 gesunden Probanden, jeweils in den Wochen vor (A0, B0) und
wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose (A3)
bzw. konventionellem Joghurt (B3)

Studienphase Proband FM ™ FM ™ pH-Wert
[g/4d] [% d. FM] [g/d] [g/d]

CA 633 25,0 158,3 39,6 6,15

SH 705 18,4 176,3 32,4 6,57

HK 714 25,8 178,5 46,1 6,16

AP 515 28,6 128,8 36,8 6,62

KP 264 35,1 66,0 23,2 6,83

A0 FR 753 19,4 188,3 36,5 5,99
UsS 589 23,0 147,3 33,9 6,52

MW 940 19,0 235,0 44,7 7,12

AW 207 34,8 51,8 18,0 6,24

™W 577 23,4 144,3 33,8 6,38

I1Z 1273 223 318,3 71,0 5,70

MZ 736 24,8 184.,0 45,6 6,43

CA 350 29,1 87,5 25,5 6,10

SH 845 19,5 211,3 41,2 6,80

HK 693 26,0 173,3 45,1 5,91

AP 437 30,6 109,3 33,4 6,38

KP 522 272 130,5 35,5 6,62

A3 FR 759 21,4 189,8 40,6 6,16
(SN 506 28,6 126,5 36,2 6,52

MW 1034 20,3 258,5 52,5 7,29

AW 519 31,2 129,8 40,5 6,52

™W 276 22,3 69,0 15,4 6,55

1Z 1020 21,3 255,0 54,3 6,06

MZ 608 24,5 152,0 37,2 6,30

CA 276 23,6 69,0 16,3 6,29

SH 668 22,9 167,0 38,2 6,24

HK 655 23,7 163,8 38,8 5,84

AP 350 32,7 87,5 28,6 6,58

KP 381 31,8 95,3 30,3 7,20

B0 FR 765 23,5 191,3 45,0 5,97
(SN 319 25,9 79,8 20,7 6,56

MW 776 20,9 194,0 40,5 7,09

AW 543 29,7 135,8 40,3 6,57

T™W 552 21,6 138,0 29,8 5,90

JZ 1069 20,1 267,3 53,7 5,76

MZ 361 27,6 90,3 24.9 6,20

CA 347 30,4 86,8 26,4 6,71

SH 734 20,8 183,5 38,2 6,63

HK 728 24,0 182,0 43,7 5,51

AP 272 35,4 68,0 24,1 6,89

KP 182 33,6 45,5 15,3 6,87

B3 FR 557 23,0 139,3 32,0 5,72
(SN 443 23,5 110,8 26,0 6,94

MW 740 20,7 185,0 38,3 6,94

AW 485 33,9 121,3 41,1 6,41

W 479 23,5 119,8 28,2 6,08

1Z 811 18,6 202,8 37,7 5,90

MZ 531 26,0 132,8 34,5 6,89
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Tab. A9a:

Oro-anale Transitzeit (MTT), Studienphase A:

Einnahme verschieden geformter Markerteilchen (1, 2, 3) an den Tagen (1)-(3) und erste Defikation
nach Beendigung der Markereinnahme an den Tagen (4) oder (5) zu den Zeitpunkten (t), Anzahl
wiedergefundener Teilchen (n) im ersten Stuhl und mittlere Transitzeit (MTT) in Stunden [h] bei 12
Probanden, in der Woche vor (A0) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml

Bifidojoghurt + 2,5 g Laktulose (A3)

Studienpha Proband Markereinnahme 1. Stuhl MTT
se ey @) 3 “) ) (h]

CA t 845 6.45 10.00 13.15 50,9
n 1 13 2

SH t 930 6.45 9.45 5.45 21,6
n 0 1 16

HK t 11.30 11.00 7.30 12.15 28,8
n 0 0 19

AP t 845 9.00 7.30 13.30 63,2
n 11 14 6

KP t 530 5.30 6.30 11.00 70,6
n 5 2 0

A0 FR t 645 7.55 10.00 7.20 243
n 0 2 16

(0N t 945 7.15 9.10 15.25 373
n 1 6 16

MW t 8.00 8.00 8.00 7.30 23,5
n 0 0 19

AW t 8.00 8.00 8.00 12.00 29,3
n 0 1 17

™ t  9.00 8.20 10.30 7.15 26,0
n 0 2 8

Iz t 8.05 11.25 8.05 9.30 32,0
n 0 8 17

MZ t 715 9.50 7.45 8.30 33,6
n 0 13 19

CA t  9.00 8.30 8.30 5.30 52,1
n 0 5 12

SH t 945 6.45 10.00 14.05 44,4
n 2 18 12

HK t 10.00 10.15 7.15 9.45 34,6
n 0 5 8

AP t 730 8.30 7.30 8.00 49,2
n 1 14 0

KP t  9.00 9.00 7.00 7.00 46,0
n 0 3 0

A3 FR t 645 8.30 9.50 7.15 28,7
n 0 6 15

(SN t 10.00 6.45 12.00 17.45 41,2
n 0 9 14

MW t 8.00 8.30 8.00 11.15 31,4
n 0 3 14

AW t 8.00 8.00 8.00 12.45 32,2
n 0 1 6

™W t 1230 8.15 10.20 7.00 20,7
n 0 0 3

Iz t 10.30 8.05 8.00 5.00 44,9
n 0 11 0

MZ t 6.00 9.50 8.00 7.15 35,0
n 0 17 15
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Tab. A9b: Oro-anale Transitzeit (MTT), Studienphase B:

Einnahme verschieden geformter Markerteilchen (1, 2, 3) an den Tagen (1)-(3) und erste Defikation
nach Beendigung der Markereinnahme an den Tagen (4) oder (5) zu den Zeitpunkten (t), Anzahl
wiedergefundener Teilchen (n) im ersten Stuhl und mittlere Transitzeit (MTT) in Stunden [h] bei 12
Probanden, in der Woche vor (B0) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml

konventionellem Joghurt (B3)

Studienphase ~ Proband Markereinnahme 1. Stuhl MTT
€9) @) 3) “) &) (h]
CA t 8.00 6.45 10.00 7.00 38.8
n 2 17 9
SH t 945 7.00 9.30 6.30 25,2
n 0 3 16
HK t 1230 10.00 7.25 12.30 34,6
n 0 7 20
AP t  9.00 11.00 9.00 8.00 *
n
KP t 8.00 8.00 7.30 18.00 106,0
n 3 0 0
BO FR t 7.05 7.35 8.45 7.25 29,0
n 0 6 18
UsS t 915 7.15 10.15 18.50 37,1
n 0 3 15
MW t 630 7.30 9.00 17.00 42,2
n 0 2 3
AW t 8.00 8.00 8.00 8.00 28,8
n 0 3 12
™W t 845 7.30 7.30 14.00 30,5
n 0 0 1
I1Z t 750 10.15 8.05 8.10 32,3
n 0 3 5
MZ t 7.10 8.05 7.45 7.30 23,8
n 0 0 5
CA t 8.00 7.00 10.00 20.00 52,9
n 1 7 3
SH t 915 7.00 8.40 6.15 28,9
n 0 2 5
HK t 10.30 12.00 8.00 8.30 24.5
n 0 0 20
AP t 1045 10.45 10.45 13.15 50,5
n 0 6 0
KP t 830 9.00 7.30 18.00 81,5
n 9 0 0
B3 FR t 7.20 7.20 9.15 7.10 23,2
n 0 1 19
UsS t 845 7.15 9.45 19.45 41,1
n 0 4 11
MW t 630 7.50 10.30 16.15 29,8
n 0 0 6
AW t 8.00 8.00 8.00 23.45 49,6
n 0 7 10
™W t  9.00 9.00 8.00 9.35 25,6
n 0 0 7
J1Z t 915 10.05 8.00 7.40 38,3
n 0 4 2
MZ t 7.20 9.45 7.50 7.20 35,9
n 0 9 7

* nicht abgegebene Probe

238




Tab. Al10a:

in frischen Stuhlproben von 12 gesunden Probanden

Fikale Keimkonzentrationen (A0) [Kolonie bildende Einheiten pro Gramm Feuchtmasse, log;]

Studienphase AO
Keimgruppen CA SH HK AP KP FRZ US MW AW TW JZ Mz
[log KBE/g FM]
Staphylokokken 0 0 0 - 0 0 0 0 - 0 0 4,28
Streptokokken 5,76 5,26 6,36 - 6,30 5,73 532 8,97 - 6,43 7,08 5,70
Enterokokken 5,76 5,26 6,36 - 6,30 5,73 532 8,97 - 6,43 7,08 5,70
aer. Lactobazillen 3,60 4,49 5,23 - 4,96 5,68 0 4,87 - 6,76 6,69 4,78
Bacillus spp. 0 0 0 - 0 0 0 0 - 4,11 0 4,40
Enterobakterien 7,81 7,23 578 - 7,56 7,02 720 8,97 - 523 746 3,78
E. coli 7,81 7,23 578 - 7,56 7,02 7,20 8,96 - 523 7,46 0
andere Enterob. 0 0 0 - 0 0 0 6,78 - 0 0 0
Pseudomonas - 0 0 - 0 0 0 0 - - 0 0
Bacteroides spp. - 9,60 9,40 - 940 9,48 8,30 8,90 8,30 - 0 10,6
3
Bact. fragilis - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0
0
anaer. gram+Kokk. - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0
0
anaer.gram+Stibch.! - 9,72 8,96 - 9,93 10,29 9,20 10,53 10,18 - 9,68
9,15
Bifidobakterien - 9,56 8,72 - 9,79 10,05 9,15 10,28 9,89 - 9,68
9,32
Eubakterien - 9,20 8,60 - 9,36 9,90 8,30 10,18 9,82 - 0
8,70
Clostridien - 3,34 3,67 - 448 2,774 430 5,58 290 - 5,00
3,41
C. perfringens - 3,34 3,67 - 4,48 2,774 430 558 2,90 - 5,00
3,41
C. difficile - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0
0
Candida 3,0 3,70 0 - 4,15 3,18 3,0 3,30 0 5,78 5,11
4,11
Gesamtkeimzahl 7,81 7,24 6,49 - 7,58 7,06 721 9,27 - 6,94 7,66 5,78
aerob
Gesamtkeimzahl - 9,97 9,53 - 10,04 10,35 9,25 10,54 10,19 - 9,68 10,6
anaerob 4
Gesamtkeimzahl 7,81 997 9,53 - 10,04 10,35 9,26 10,56 10,19 6,96 9,68
10,6
4

- Probenverlust bzw. keine Bestimmung moglich
kursive Daten: zur Mittelwertberechnung nicht beriicksichtigt

! Nichtsporenbildner

2 Ergebnis einer Doppelbestimmung
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Tab. A10b: Fikale Keimkonzentrationen (A3) [Kolonie bildende Einheiten pro Gramm Feuchtmasse, log;]
in frischen Stuhlproben von 12 gesunden Probanden wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500
ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose pro Tag

Studienphase A3
Keimgruppen CA? SH2 HK? AP? KP?2 FR® USZ MW?2 AW?2 Tw? J722 MZ?
[log KBE/g FM]
Staphylokokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 6,13 574 754 472 630 7,87 577 840 556 8,04 739 558
Enterokokken 6,13 574 754 472 630 7,87 577 840 556 8,04 739 558

aer. Lactobazillen 5,57 5,04 3,60 446 537 632 491 5,19 4,10 5,46 581 4,87

Bacillus spp. 0 0 4,04 0 3,66 3,00 390 0 0 0 3,55 3,18
Enterobakterien 741 644 6,774 7,71 542 746 639 880 647 843 6,10 3,40
E. coli 741 644 6,774 7,71 542 746 639 8,80 647 843 6,10 0
andere Enterob. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 4,18 0 0 0 0 0
Bacteroides spp. 8,55 10,02 10,80 10,70 10,14 10,86 10,11 9,74 1048 10,15 9,78 9,01
Bact. fragilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer. gram+Kokk. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

anaer.gram+Stdbch.! : 9,31 9,57 10,52 10,53 10,36 10,86 9,86 9,90 9,89 10,28 10,52 9,87
Bifidobakterien 9,06 948 1044 10,01 10,30 10,74 9,80 9,79 9,76 10,04 9,89 9,68
Eubakterien 897 8,84 970 10,38 9,44 1027 9,03 924 933 990 9,62 940

Clostridien 6,30 455 5,09 496 388 5,13 461 293 6,18 538 5,00 5,21

C. perfringens 6,30 455 509 496 388 513 372 293 6,18 538 5,00 5,21

C. difficile 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida 3,60 3,18 0 430 4,93 322 3,0 4,27 0 4,62 4,06 0
Gesamtkeimzahl 744 6,53 7,60 7,71 640 8,02 649 895 6,52 858 742 5,66
aerob
Gesamtkeimzahl 9,38 10,15 10,98 10,92 10,56 11,16 10,30 10,13 10,58 10,52 10,59 9,93
anaerob
Gesamtkeimzahl 9,38 10,15 1098 10,92 10,56 11,16 10,30 10,16 10,58 10,53 10,59 9,93

I Nichtsporenbildner
2 Ergebnis einer Doppelbestimmung
3 Ergebnis einer Dreifachbestimmung
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Tab. A10c: Fikale Keimkonzentrationen (B0) [Kolonie bildende Einheiten pro Gramm Feuchtmasse, log;]
in frischen Stuhlproben von 12 gesunden Probanden

Studienphase B0
Keimgruppen CA SH HK AP KP FR US MW2 AW TW JZ MZ
[log KBE/g FM]
Staphylokokken 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 6,40 5,66 642 6,11 - 6,95 574 8,10 551 7,15 6,61 743
Enterokokken 6,40 5,66 642 6,11 - 6,95 574 8,10 551 7,15 6,61 743
aer. Lactobazillen 4,43 3,00 0 4,40 - 5,67 445 5,14 4,26 553 5,61 3,85
Bacillus spp. 0 0 0 0 - 0 0 0 3,60 0 0 0
Enterobakterien 7,70 6,54 6,30 9,04 - 723 6,26 9,51 6,773 5,11 6,78 8,08
E. coli 7,70 6,45 6,28 9,04 - 723 6,26 9,50 6,773 5,11 6,78 785
andere Enterob. 0 6,23 5,83 0 - 0 0 7,55 0 0 0 7,70
Pseudomonas 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 0 0
Bacteroides spp. 9,95 10,34 9,90 9,70 - 9,90 - 7,42 10,04 10,43 0 9,78
Bact. fragilis 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
anaer. gram+Kokk. 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
anaer.gram+Stibch.! 949 9,38 9,11 9,30 - 9,70 - 9,46 9,86 9,30 - 8,28
Bifidobakterien 9,26 9,20 8,70 8,90 - 9,40 - 9,37 9,34 8,70 - 5,23
Eubakterien 9,11 890 890 09,18 - 9,42 - 8,69 9,70 9,18 - 8,28
Clostridien 4,00 2,778 540 5,62 - 4,60 - 5,70 4,00 3,26 - 3,95
C. perfringens 4,00 2,78 2,30 5,62 - 4,60 - 5,70 4,00 3,26 - 3,95
C. difficile 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
Candida 3,95 0 0 4,97 - 3,78 - 387 3,70 430 441 348
Gesamtkeimzahl 7,72 6,59 6,67 9,04 - 742 638 953 6,776 7,16 7,02 817
aerob
Gesamtkeimzahl 10,08 10,39 9,97 9,85 - 10,11 - 9,46 10,26 10,46 - 9,79
anaerob
Gesamtkeimzahl 10,08 10,39 9,97 991 - 10,11 6,38 9,80 10,26 10,46 7,02 9,80

»- : Probenverlust bzw. keine Bestimmung moglich

kursive Daten: zur Mittelwertberechnung nicht beriicksichtigt
! Nichtsporenbildner

2 Ergebnis einer Doppelbestimmung
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Tab. A10d: Fikale Keimkonzentrationen (B3) [Kolonie bildende Einheiten pro Gramm Feuchtmasse, log;]
in frischen Stuhlproben von 12 gesunden Probanden wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500

ml konventionellen Joghurts pro Tag

Studienphase B3
Keimgruppen CA? SH2 HK3® AP? KP FR?Z USZ MW?2 AW?2 Tw? JZ722 MZ?
[log KBE/g FM]
Staphylokokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 9,65 647 725 536 6,78 7,81 540 824 569 683 781 631
Enterokokken 9,65 647 725 536 6,78 7,81 540 824 569 683 781 631
aer. Lactobazillen 583 5,78 541 5,14 440 546 3,85 4,18 348 5,55 5,770 4,20
Bacillus spp. 0 0 3,64 0 0 0 3,00 3,00 0 0 0 0
Enterobakterien 818 722 729 853 8,68 744 690 8,12 713 6,78 6,61 7,53
E. coli 8,18 722 729 853 8,68 744 690 8,06 713 6,78 6,61 7,53
andere Enterob. 0 0 0 0 0 0 0 7,25 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 3,70 0 0 4,60 0 0
Bacteroides spp. 10,93 11,27 10,81 11,09 10,62 10,46 11,13 8,70 9,36 11,12 10,38 11,11
Bact. fragilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer. gram+Kokk. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer.gram+Stibch.! 11,00 10,25 10,69 10,94 10,30 10,70 11,03 10,53 9,50 9,73 9,95 10,65
Bifidobakterien 10,84 9,96 10,53 10,90 10,04 10,58 10,92 1042 933 9,53 9,78 10,39
Eubakterien 10,85 9,93 10,16 9,88 9,95 10,06 11,32 9,68 898 9,30 9,52 10,30
Clostridien 740 535 5,17 555 448 527 430 5,05 3,10 481 3,71 641
C. perfringens 740 535 5,17 555 448 527 430 5,05 3,10 481 3,71 641
C. difficile 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida 4,08 3,7 252 4,69 470 2770 0 471 2770 3,66 4,58 3,78
Gesamtkeimzahl 9,66 730 7,57 853 8,69 797 691 849 7,15 7,12 7,84 17,56
aerob
Gesamtkeimzahl 11,27 11,31 11,06 11,32 10,79 10,90 11,38 10,54 9,74 11,14 10,52 11,24
anaerob
Gesamtkeimzahl 11,28 11,31 11,06 11,32 10,79 10,90 11,38 10,54 9,74 11,14 10,52 11,24

I Nichtsporenbildner

2 Ergebnis einer Doppelbestimmung
3 Ergebnis einer Dreifachbestimmung
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Tab. Alla: Keimexkretionen pro Tag (A0) [Kolonie bildende Einheiten pro Tag, log;o] von 12 gesunden
Probanden
Studienphase AO
Keimgruppen CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
[log KBE/d]
Staphylokokken 0 0 0 - 0 0 0 0 - 0 0 6,54
Streptokokken 796 7,51 8,61 - 812 8,00 749 11,34 - 859 9,58 7,96
Enterokokken 7,96 7,51 8,61 - 812 8,00 749 11,34 - 859 9,58 7,96
aer. Lactobazillen 580 6,74 748 - 6,78 7,95 0 7,24 - 8,92 9,19 7,04
Bacillus spp. 0 0 0 - 0 0 0 0 - 6,27 0 6,66
Enterobakterien 10,01 9,48 8,03 - 9,38 929 937 1134 - 7,39 9,96 6,04
E. coli 10,01 9,48 8,03 - 9,38 929 937 1133 - 7,39 9,96 0
andere Enterob. 0 0 0 - 0 0 0 9,15 - 0 0 0
Pseudomonas - 0 0 - 0 0 0 0 - - 0 0
Bacteroides spp. - 11,85 11,65 - 11,22 11,75 10,47 11,27 10,01 - 0 12,89
Bact. fragilis - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0 0
anaer. gram+Kokken - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0 0
anaer.gram+Stidbch.! - 11,97 11,21 - 11,75 12,56 11,37 12,90 11,89 - 12,18 11,41
Bifidobakterien - 11,81 10,97 - 11,61 12,32 11,32 12,65 11,60 - 12,18 11,58
Eubakterien - 11,45 10,85 - 11,18 12,17 10,47 12,55 11,53 - 0 10,96
Clostridien - 5,59 5,92 - 6,30 5,01 647 795 4,61 - 7,50 5,67
C. perfringens - 5,59 5,92 - 6,30 5,01 6,47 7,95 4,61 - 7,50 5,67
C. difficile - 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0 0
Candida 5,20 5,95 0 - 597 545 517 5,67 0 794 7,61 6,37
Gesamtkeimzahl 10,01 9,49 8,74 - 9,40 933 938 11,64 - 9,10 10,16 8,03
aerob
Gesamtkeimzahl - 12,22 11,78 - 11,86 12,62 11,42 1291 11,90 - 12,18 12,90
anaerob
Gesamtkeimzahl 10,01 12,22 11,78 - 11,86 12,62 11,43 12,93 11,90 9,12 12,18 12,90

- Probenverlust bzw. keine Bestimmung moglich
kursive Daten: zur Mittelwertberechnung nicht beriicksichtigt

! Nichtsporenbildner
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Tab. A11b: Keimexkretionen pro Tag (A3) [Kolonie bildende Einheiten pro Tag, log;o] von 12 gesunden
Probanden wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500 ml Bifidojoghurt plus 2,5 g Laktulose
Studienphase A3
Keimgruppen CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
[log KBE/d]
Staphylokokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 8,07 8,06 978 6,776 842 10,15 7,87 1081 7,67 988 980 7,76
Enterokokken 8,07 8,06 978 6,776 842 10,15 7,87 1081 7,67 988 980 7,76
aer. Lactobazillen 7,51 7,36 584 6,50 749 860 7,01 7,60 621 7,30 8,22 7,05
Bacillus spp. 0 0 6,28 0 5,78 5,28 6,00 0 0 0 5,96 5,36
Enterobakterien 9,35 876 898 975 7,54 974 849 11,21 8,58 10,27 8,51 5,58
E. coli 9,35 876 898 975 1754 974 849 11,21 8,58 10,27 8,51 0
andere Enterob. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 6,28 0 0 0 0 0
Bacteroides spp. 10,49 12,34 13,04 12,74 12,26 13,14 12,21 12,15 12,59 11,99 12,19 11,19
Bact. fragilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer. gram+Kokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer.gram+Stdbch.! 11,25 11,89 12,76 12,57 12,48 13,14 11,96 12,31 12,00 12,12 12,93 12,05
Bifidobakterien 11,00 11,80 12,68 12,05 12,42 13,02 11,90 12,20 11,87 11,88 12,30 11,86
Eubakterien 1091 11,16 11,94 12,42 11,56 12,55 11,13 11,65 11,44 11,74 12,03 11,58
Clostridien 824 687 733 700 6,00 741 6,771 534 829 722 741 739
C. perfringens 824 687 733 700 6,00 741 582 534 829 722 741 739
C. difficile 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida 5,54 5,50 0 6,34 7,05 550 5,10 6,68 0 6,46 6,47 0
Gesamtkeimzahl 9,38 885 984 975 8,52 1030 8,59 11,36 8,63 1042 9,83 7,84
aerob
Gesamtkeimzahl 11,32 1247 13,22 12,96 12,68 13,44 12,40 12,54 12,69 12,36 13,00 12,11
anaerob
Gesamtkeimzahl 11,32 12,47 13,22 12,96 12,68 13,44 12,40 12,57 12,69 12,37 13,00 12,11

! Nichtsporenbildner
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Tab. Allc: Keimexkretionen pro Tag (B0) [Kolonie bildende Einheiten pro Tag, logjs] von 12 gesunden

Probanden
Studienphase B0
Keimgruppen CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
[log KBE/d]
Staphylokokken 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 824 7,88 8,63 8,05 - 923 7,64 1039 7,64 929 9,04 939
Enterokokken 824 7,88 8,63 8,05 - 923 7,64 1039 7,64 929 9,04 939
aer. Lactobazillen 6,27 5,22 0 6,34 - 795 6,35 743 6,39 7,67 8,04 5381
Bacillus spp. 0 0 0 0 - 0 0 0 5,73 0 0 0
Enterobakterien 9,54 8,76 851 1098 - 951 8,16 11,80 886 7,25 921 10,04
E. coli 9,54 8,67 849 1098 - 951 8,16 11,79 886 7,25 921 981
andere Enterob. 0 8,45 8,04 0 - 0 0 9,84 0 0 0 9,66
Pseudomonas 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 0 0
Bacteroides spp. 11,79 12,56 12,11 11,64 - 12,18 - 9,71 12,17 12,57 0 11,74
Bact. fragilis 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
anaer. gram+Kokken 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
anaer.gram+Stdbch.! 11,33 11,60 11,32 11,24 - 11,98 - 11,75 11,99 1144 - 10,24
Bifidobakterien 11,10 11,42 1091 10,54 - 11,68 - 11,66 11,47 10,84 - 7,19
Eubakterien 10,95 11,12 11,11 11,12 - 11,70 - 10,98 11,83 11,32 - 10,84
Clostridien 5,84 5,00 7,61 7,56 - 6,88 - 799 6,13 540 - 591
C. perfringens 5,84 5,00 4,51 7,56 - 6,88 - 7,99 6,13 5,40 - 5,91
C. difficile 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 - 0
Candida 5,79 0 0 6,91 - 6,06 - 6,16 583 644 684 544
Gesamtkeimzahl 9,56 8,81 888 1098 - 9,70 828 11,82 889 930 945 10,13
aerob
Gesamtkeimzahl 11,92 12,61 12,18 11,79 - 12,39 - 11,75 12,39 12,60 - 11,75
anaerob
Gesamtkeimzahl 11,92 12,61 12,18 11,85 - 12,39 828 12,09 12,39 12,60 945 11,76

»- : Probenverlust bzw. keine Bestimmung moglich
kursive Daten: zur Mittelwertberechnung nicht beriicksichtigt
! Nichtsporenbildner
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Tab. A11d: Keimexkretionen pro Tag (B3) [Kolonie bildende Einheiten pro Tag, log;o] von 12 gesunden
Probanden wihrend der 3. Woche des Verzehrs von 500 ml konventionellen Joghurts

Studienphase B3
Keimgruppen CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
[log KBE/d]
Staphylokokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptokokken 11,59 8,73 951 7,19 844 995 744 1051 7,77 891 10,12 8,43
Enterokokken 11,59 8,73 951 7,19 844 995 744 1051 7,77 891 10,12 8,43
aer. Lactobazillen 7,77 8,04 7,67 697 6,06 760 589 645 556 7,63 8,01 6,32
Bacillus spp. 0 0 5,90 0 0 0 5,04 5,27 0 0 0 0
Enterobakterien 10,12 9,48 9,55 10,36 10,34 9,58 894 1039 921 886 892 9,65
E. coli 10,12 9,48 9,55 10,36 10,34 9,58 894 1033 921 886 892 9,65
andere Enterob. 0 0 0 0 0 0 0 9,52 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 5,74 0 0 6,68 0 0
Bacteroides spp. 12,87 13,53 13,07 12,92 12,28 12,60 13,17 10,97 11,44 13,20 12,69 13,23
Bact. fragilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer. gram+Kokken 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anaer.gram+Stdbch.! (12,94 12,51 12,95 12,77 11,96 12,84 13,07 12,80 11,58 11,81 12,26 12,77
Bifidobakterien 12,78 12,22 12,79 12,73 11,70 12,72 12,96 12,69 11,41 11,61 12,09 12,51
Eubakterien 12,79 12,19 12,42 11,71 11,61 12,20 13,36 11,95 11,06 11,38 11,83 12,42
Clostridien 934 761 743 738 6,14 741 634 732 518 689 6,02 8,53
C. perfringens 934 7,61 743 738 6,14 741 634 732 5,18 6,89 6,02 8,53
C. difficile 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida 6,02 596 4,78 652 636 484 0 6,98 4,78 574 6,89 590
Gesamtkeimzahl 11,60 9,56 9,83 10,36 10,35 10,11 895 10,76 9223 9,20 10,15 9,68
aerob
Gesamtkeimzahl 13,21 13,57 13,32 13,15 12,45 13,04 13,42 12,81 11,82 13,22 12,83 13,36
anaerob
Gesamtkeimzahl 13,22 13,57 13,32 13,15 12,45 13,04 13,42 12,81 11,82 13,22 12,83 13,36

! Nichtsporenbildner
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Tab. A12a: Prozentuale Anteile aerober/fakultativ anaerober Keimgruppen an der Gesamtkeimzahl

(A0, A3)
Strepto- Ges.-Keime
Studien- Proband kokken Aer. Enterobakt. E. coli Candida aer./fak.
phase (Enterok.) Lactobazill. anaerob
[% der Gesamtkeime]
CA - - - - - -
SH 0,00 0,00 0,18 0,18 0,00 0,2
HK 0,07 0,00 0,02 0,02 0,00 0,1
AP - - - - - -
KP 0,02 0,00 0,33 0,33 0,00 0,3
FR 0,00 0,00 0,05 0,05 0,00 0,1
A0 US 0,01 0,00 0,88 0,88 0,00 0,9
MW 2,55 0,00 2,55 2,50 0,00 5,1
AW - - - - - -
™ - - - - - -
JZ 0,25 0,10 0,60 0,60 0,00 0,9
MZ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
m 0,36 0,01 0,58 0,57 0,00 0,95
+sem 0,31 0,00 0,30 0,30 0,00 0,61
CA 0,06 0,02 1,06 1,06 0,00 1,1
SH 0,00 0,00 0,02 0,02 0,00 0,0
HK 0,04 0,00 0,01 0,01 0,00 0,0
AP 0,00 0,00 0,06 0,06 0,00 0,1
KP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
FR 0,05 0,00 0,02 0,02 0,00 0,1
A3 US 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,0
MW 1,75 0,00 4,41 4,41 0,00 6,2
AW 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,0
™™W 0,33 0,00 0,80 0,80 0,00 1,1
JZ 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1
MZ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
m 0,19 0,00 0,53 0,53 0,00 0,73
+sem 0,14 0,00 0,37 0,37 0,00 0,51

247




Tab. A12a: Fortsetzung: Prozentuale Anteile aerober/fakultativ anaerober Keimgruppen an der

Gesamtkeimzahl (B0/B3)
Strepto- Ges.-Keime
Studien- Proband kokken Aer. Enterobakt. E. coli Candida aer./fak.
phase (Enterok.) Lactobazill. anaerob
[% der Gesamtkeime]
CA 0,02 0,00 0,42 0,42 0,00 0,4
SH 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,0
HK 0,03 0,00 0,02 0,02 0,00 0,1
AP 0,02 0,00 13,53 13,53 0,00 13,5
KP - - - - - -
FR 0,07 0,00 0,13 0,13 0,00 0,2
B0 US - - - - - -
MW 2,01 0,00 51,59 50,41 0,00 53,6
AW 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00 0,0
™ 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1
JZ - - - - - -
MZ 0,42 0,00 1,89 1,11 0,00 2,3
m 0,29 0,00 7,51 7,30 0,00 7,80
+sem 0,22 0,00 5,70 5,59 0,00 5,91
CA 2,35 0,00 0,08 0,08 0,00 2,4
SH 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,0
HK 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,0
AP 0,00 0,00 0,16 0,16 0,00 0,2
KP 0,01 0,00 0,77 0,77 0,00 0,8
FR 0,08 0,00 0,03 0,03 0,00 0,1
B3 US 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
MW 0,50 0,00 0,38 0,33 0,00 0,9
AW 0,01 0,00 0,25 0,25 0,00 0,3
™™W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
JZ 0,20 0,00 0,01 0,01 0,00 0,2
MZ 0,00 0,00 0,02 0,02 0,00 0,0
m 0,26 0,00 0,14 0,14 0,00 0,41
+sem 0,19 0,00 0,06 0,07 0,00 0,20

Signifikante Unterschiede: Enterob.: BO/B3" (p=0,07); E.coli: BO/B3" (p=0,07)
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Tab. A12b:  Prozentuale Anteile anaerober Keimgruppen an der Gesamtkeimzahl (A0/A3)
Studien- Anaer.gr+ Ges.-Keime
phase Proband { Bacteroides  Stibchen  Bifidobakt. Eubakt. Clostridien anaerob
[% der Gesamtkeime]
CA - - - - - -
SH 43,06 56,76 39,27 17,14 0,00 99,8
HK 73,30 26,61 15,31 11,30 0,00 99,9
AP - - - - - -
KP 22,71 76,94 55,74 20,71 0,00 99,7
FR 13,40 86,54 49,80 35,26 0,00 99,9
A0 us 11,08 88,03 78,45 11,08 0,00 99,1
MW 2,17 92,72 52,14 41,42 0,00 94,9
AW - - - - - -
™ - - - - - -
1z 0,00 99,05 99,05 0,00 0,00 99,1
MZ 96,79 3,21 4,74 1,14 0,00 100,0
m 32,8 66,2 49,3 17,3 0,00 99,1
tsem 12,5 12,3 10,9 5,3 0,00 0,6
CA 14,63 84,16 47,33 38,47 0,08 98,9
SH 73,79 26,18 21,28 4,88 0,00 100,0
HK 65,65 34,40 28,62 5,20 0,00 100,0
AP 59,63 40,31 12,17 28,54 0,00 99,9
KP 37,60 62,40 54,34 7,50 0,00 100,0
FR 49,96 49,96 37,90 12,84 0,00 99,9
A3 us 64,00 35,99 31,34 5,32 0,00 100,0
MW 38,37 55,47 43,06 12,13 0,00 93,8
AW 79,54 20,45 15,16 5,63 0,00 100,0
™ 42,09 56,78 32,67 23,67 0,00 98,9
1z 15,39 84,55 19,82 10,64 0,00 99,9
MZ 12,13 87,86 56,73 29,77 0,00 100,0
m 46,1 53,2 334 15,4 0,00 99,3
tsem 6,8 6,7 4,3 34 0,00 0,5
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Tab. A12b:

Fortsetzung Prozentuale Anteile anaerober Keimgruppen an der Gesamtkeimzahl (B0/B3)

Studien- Anaer.gr+ Ges.-Keime
phase Proband { Bacteroides  Stibchen  Bifidobakt. Eubakt. Clostridien anaerob
[% der Gesamtkeime]
CA 73,93 25,63 15,09 10,69 0,00 99,6
SH 90,10 9,90 6,53 3,27 0,00 100,0
HK 86,00 13,95 5,43 8,60 0,00 99,9
AP 61,83 24,62 9,80 18,67 0,00 86,5
KP - - - - - -
FR 61,19 38,61 19,35 20,26 0,00 99,8
B0 US - - - - - -
MW 0,42 45,98 37,37 7,81 0,01 46,4
AW 60,20 39,77 12,01 27,52 0,00 100,0
W 93,05 6,90 1,73 5,23 0,00 99,9
1Z - - - - - -
MZ 94,69 2,99 0,00 2,99 0,00 97,7
m 69,0 23,2 11,9 11,7 0,00 92,2
tsem 9.8 5,2 3,8 2,9 0,00 5,9
CA 44,85 52,70 36,46 37,31 0,01 97,6
SH 91,27 8,72 4,47 4,17 0,00 100,0
HK 56,85 43,12 29,83 12,73 0,00 100,0
AP 58,46 41,38 37,74 3,60 0,00 99,8
KP 67,10 32,12 17,65 14,35 0,00 99,2
FR 36,48 63,40 48,09 14,52 0,00 99,9
B3 US 55,73 44,27 34,36 86,31 0,00 100,0
MW 1,44 97,67 75,82 13,80 0,00 99,1
AW 41,90 57,84 39,10 17,47 0,00 99,7
™ 96,08 3,91 2,47 1,45 0,00 100,0
1Z 72,76 27,03 18,28 10,04 0,00 99,8
MZ 74,24 25,74 14,15 11,50 0,00 100,0
m 58,1 41,5 29,9 18,9 0,00 99,6
tsem 7,4 7,3 5.9 6,7 0,00 0,2

Sign.: Bacteroides: BO/B3* (p=0,05); Anaer. gram+ Stib.: BO/B3* (p=0,02), A0/B0* (p=0,04); Bifidobakt.:
B0/B3* (p=0,02), A0/B0* (p=0,04); Eubakt.: AO/BOT (p=0,08)
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Tab. A13a: Konzentrationen neutraler Sterine in der Stuhltrockenmasse von 12 gesunden Probanden in
der Woche vor (A0) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L
(A3)

Studien Neutrale
phase Sterine CA SH HK AP KP FR UusSs MW AW TW JZ MZ
[mg/g TM]

Coprostanol 3,80 0,53 0 6,24 5,60 279 7,71 1,58 7,99 044 2,05 4,56
Coprostanon 6,67 0 0,77 3,81 2,07 8,27 0,78 7,27 6,07 0 1,07 0
Cholesterol 0 4,72 6,34 0 0 1,62 421 1,16 2,19 233 3,56 5,16
Campesterin 0 0 1,23 0 0 5,83 531 1,22 349 206 277 237
A0  Stigmasterin 0 0 0,63 0 0 3,56 0 1,18 1,06 0 0 0
B-Sitosterin 2,63 3,66 2,19 1,12 0,59 1,69 1,37 058 1,23 2,13 2,17 2,39
Triol 0 0 0,11 0 0 0,56 0,36 0 0,39 0 0,30 0

4-Cholesten- 1,13 0 0 099 0,82 2,19 0 0 0,86 1,39 0 1,72
3-on

gesamt 1423 891 11,27 12,16 9,08 26,51 19,74 12,99 23,28 8,35 11,92 16,20

Coprostanol 1,16 0,40 0 6,74 4,37 346 6,03 0 6,12 556 322 6,16
Coprostanon 0 0 0,57 0 0 3,22 1,00 8,92 5,68 0 1,02 0
Cholesterol 3,06 6,75 5,44 0 2,12 1,13 2,63 387 1,86 142 425 3,20
Campesterin 0 1,43 0,99 0 143 2,61 353 068 202 1,15 344 0
A3 Stigmasterin 0 0 0,50 0 0 1,15 0 1,32 0,85 0 0 0
B-Sitosterin 1,93 3,85 2,08 0 1,62 1,55 1,02 1,27 092 149 2,10 141
Triol 0 0 0 0 0 0,56 043 0 0,25 0 0,39 0

4-Cholesten- 0,96 0 0 1,07 0 0 0 0 0,33 0,71 0 1,08
3-on

gesamt 7,11 12,43 9,58 7,81 9,54 13,68 14,64 16,06 18,03 10,33 14,42 11,85
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Tab. A13b: Konzentrationen neutraler Sterine in der Stuhltrockenmasse von 12 gesunden Probanden in
der Woche vor (B0) und wihrend der 3. Woche des tidglichen Verzehrs von 500 ml
konventionellen Joghurts (B3)

Studien Neutrale
phase  Sterine CA SH HK AP KP FR UusS MW AW TW JZ MZ
[mg/g TM]

Coprostanol 3,84 2,11 0 599 562 335 12,96 3,74 9,91 0 3,21 7,90
Coprostanon 0 0 0 4,96 0 246 3,18 240 5,75 0 0,96 0
Cholesterol 3,79 6,94 8,00 0 366 1,73 1,82 140 124 69 343 2732
Campesterin 0 1,93 1,69 0 0 3,16 7,76 2,36 4,85 2,07 2,68 0
B0  Stigmasterin 0 0 0,42 0 0 1,39 0 0,81 1,38 0 0 0
B-Sitosterin 2,75 3,98 266 197 186 1,89 123 099 1,20 251 226 1,38
Triol 0 0 0 0 0 0,78 0,65 035 048 0 0,42 0

4-Cholesten- 1,62 0 0 1,38 1,18 0 0 0 0,56 0 0 1,06
3-on

gesamt 12,00 14,96 12,77 14,30 12,32 14,76 27,60 12,05 25,37 11,54 12,96 12,66

Coprostanol 4,76 0,21 0 997 6,85 324 09,13 534 7,29 0 501 7,74
Coprostanon 0 0 0,26 3,05 0 361 532 289 5,15 0 1,09 0
Cholesterol 1,19 6,87 3,80 0 1,30 592 3,07 1,35 1,31 5,14 3,67 2,32
Campesterin 0 0,96 1,05 0 0 308 4,62 278 3,83 1,10 4,87 0
B3 Stigmasterin 0 0 0 0 0 1,17 1,30 0,86 0,99 0 0 0
B-Sitosterin 0 2,74 2,01 0 1,94 232 1,51 1,10 1,41 1,67 2,13 1,26
Triol 0 0 0 0 0 0,83 030 0,33 0,38 0 0,61 0

4-Cholesten- 0,70 0 0 1,67 1,31 0,84 0 0 0 0 0 0,88
3-on

gesamt 6,65 10,78 7,12 14,69 11,40 21,01 25,25 14,65 20,36 7,91 17,38 12,20
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Tab. Al3c:

wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3)

Exkretion neutraler Sterine pro Tag bei 12 gesunden Probanden in der Woche vor (A0) und

Studien Neutrale

phase  Sterine CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ

[mg/d]
Coprostanol  150,5 17,2 0  229,6 1299 101,8 2614 70,6 143,8 14,9 145,6 2079
Coprostanon 264,1 0 35,5 140,2 48,0 301,9 26,4 3250 1093 O 76,0 0O
Cholesterol 0 1529 2923 0 0 59,1 142,77 519 394 788 252,8 2353
Campesterin 0 0 56,7 O 0 212,8 180,0 54,5 62,8 69,6 196,7 108,1

A0  Stigmasterin 0 0 290 O 0 1299 0 52,7 19,1 O 0 0
B-Sitosterin  104,1 118,6 101,0 41,2 13,7 61,7 464 259 22,1 72,0 154,1 109,0
Triol 0 0 510 0 204 122 O 70 O 21,3 0
4-Cholesten- 44,77 0 0 364 19,0 799 O 0 15,5 470 0 78,4
3-on
gesamt 563,4 288,77 519,6 4474 210,6 967,5 669,1 580,6 419,0 2823 846,5 738,7
Coprostanol 29,6 16,5 0  225,1 155,1 140,5 2183 0 2479 85,6 174,8 229,2
Coprostanon 0 0 25,7 0 0 130,7 36,2 468,3 230,0 0 55,4 0
Cholesterol 78,0 278,1 2453 O 753 459 952 2032 753 21,9 230,8 119,0
Campesterin 0 58,9 446 O 50,8 106,0 127,8 357 81,8 17,7 1868 O

A3 Stigmasterin 0 0 225 0 0 46,7 0 69,3 344 0 0 0
B-Sitosterin 49,2 158,6 938 0 57,5 629 369 66,7 373 229 1140 525
Triol 0 0 0 0 0 22,7 156 0 10,1 O 21,2 0
4-Cholesten- 24,5 0 0 357 0 0 0 0 134 109 O 40,2
3-on
gesamt 181,3 512,1 431,9 260,8 338,7 5554 530,0 843,2 730,2 159,0 783,0 440,9
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Tab. A13d: Exkretion neutraler Sterine pro Tag bei 12 gesunden Probanden in der Woche vor (B0) und

wihrend der 3. Woche des tdglichen Verzehrs von 500 ml konventionellen Joghurts (B3)

Studien Neutrale

phase  Sterine CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
[mg/d]
Coprostanol 62,6 80,6 0 171,3 170,3 150,8 268,3 151,5 3994 0 1724 196,7
Coprostanon 0 0 0 141,9 0 110,7 65,8 97,2 231,7 2074 51,6 0
Cholesterol 61,8 265,1 3104 O 1109 77,8 37,7 56,7 500 0 1842 578
Campesterin 0 73,7 65,6 0 0 1422 160,6 95,6 1955 61,7 1439 O

B0  Stigmasterin 0 0 16,3 0 0 625 0 32,8 55,6 0 0 0
B-Sitosterin 44,8 152,0 103,2 56,3 564 851 255 40,1 484 748 1214 344
Triol 0 0 0 0 0 35,1 13,5 142 193 0 226 O
4-Cholesten- 26,4 0 0 395 358 0 0 0 226 0 0 26,4
3-on
gesamt 195,6 571,4 4955 409,0 3734 6642 5714 488,1 10225 343,9 696,1 3153
Coprostanol ~ 125,7 8,0 0 2403 104,8 103,7 2374 204,5 299,6 0 1889 267,0
Coprostanon 0 0 11,4 73,5 0 115,5 138,33 110,7 211,7 O 41,1 0
Cholesterol 314 2624 166,1 O 19,9 1894 79,8 51,7 53,8 1449 1384 80,0
Campesterin 0 36,7 459 0 0 986 120,1 106,5 1574 31,0 1836 O

B3 Stigmasterin 0 0 0 0 0 374 33,8 329 407 0 0 0
B-Sitosterin 0 1047 87,8 0 297 742 393 42,1 580 47,1 803 435
Triol 0 0 0 0 0 266 7.8 126 156 0 230 O
4-Cholesten- 18,5 0 0 402 200 269 0 0 0 0 0 30,4
3-on
gesamt 175,6 411,8 311,2 354,0 1744 672,3 656,5 561,0 836,8 223,0 655,3 420,9
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Tab. Al4a: Konzentration von Gallensiiuren in der Stuhltrockenmasse von 12 gesunden Probanden in der
Woche vor (A0) und wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3)

Studien Gallensiduren
phase [mg/g TM] CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ

CDCA 0,35 0 0,75 0,57 030 041 072 1,44 052 0,25 0 0,49
CA 0 0 0 0 0 0 0 1,94 0 0 3,83 0
LCA 2,30 1,37 0,23 342 1,71 027 0,46 0 1,97 2,770 17,84 2,67
DCA 0,34 0,19 1,68 037 0,63 1,94 3,00 0 0,47 033 223 0,27
A0  7-KDCA 0 0 0,77 0 0 0,32 0 0,45 0,49 0 2383 O
UDCA 0 0 0,67 0 0 0 0 1,82 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 0 0,35 0,12 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 0,12 0,51 0 0,40 0,16 0,30 0 0,75 1,03 0 0,17
gesamt 2,99 1,68 4,61 471 3,16 3,10 448 5,65 420 431 47,73 3,60
CDCA 0,33 0,44 0 0 0,51 0,18 - 1,43 0,66 0,32 3,14 0
CA 0 0 0 0 0 0 - 1,70 0 0 1,56 0
LCA 3,08 148 0 2,11 1,18 0,36 - 0 2,53 2,39 10,13 1,55
DCA 0,88 0,15 0 0,63 0,61 2,50 - 0 0,60 3,79 1,05 0,18
A3 7-KDCA 0,70 0 2,07 0 0 0,27 - 0,89 0,75 0 1582 0,16
UDCA 0 0 1,71 0 0 0 - 2,11 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 0,24 0 0 0 - 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 0 0 0,55 0,28 0,34 - 0 0,72 0,22 0 0,15
gesamt 499 2,07 4,02 329 258 3,65 - 6,13 526 6,72 31,7 2,04
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Tab. A14b: Konzentration von Gallensiiuren in der Stuhltrockenmasse von 12 gesunden Probanden in der
Woche vor (B0) und wihrend der 3. Woche des téiglichen Verzehrs von 500 ml konventionellen
Joghurts (B3)

Studien Gallensiduren
phase [mg/g TM] CA SH HK AP KP FR UusSs MW AW TW JZ MZ

CDCA 0,16 0 1,34 0 0,55 0,26 0,62 0 0,85 0 1,34 0,23
CA 0,08 0 0 0 0 0 0 0,66 0 0 0,26 0
LCA 0,86 092 0,24 5,70 2,28 0,34 0,72 0 1,76 2,06 2,36 1,50
DCA 0,15 0,10 0,84 0,69 0,23 291 5,04 0 041 031 027 0,15
B0  7-KDCA 0 0 0,72 0 0 0,23 030 1,21 1,81 0 3,25 0
UDCA 0 0 1,22 0 0 0 0 2,51 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 0,34 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 0,14 0 0,95 049 022 0,54 0 0 0,22 031 0,13
gesamt 1,25 1,16 4,770 7,34 3,55 396 7,22 438 483 259 7,779 2,01
CDCA 0 0 1,86 0,11 0,88 0,49 0,85 0 0,74 0,29 0,63 0
CA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,14 0
LCA 1,34 1,35 0 2,89 294 051 093 0 2,60 2,13 3,78 1,13
DCA 0,18 0,16 0 0,32 1,40 495 5,11 0 0,51 0,29 0,52 0,11
B3 7-KDCA 0 0 1,56 0 0 0,57 0 3,22 0 0 0,69 0
UDCA 0 0 1,71 0 0 0 0 0,43 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 0,51 0 0,27 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 0,18 0 0,68 098 048 1,48 0 0,40 0,66 0 0,34
gesamt 1,52 1,69 5,64 4,00 647 7,00 837 3,65 425 337 576 1,58
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Tab. Al4c:  Exkretion von Gallensiduren pro Tag bei 12 gesunden Probanden in der Woche vor (A0) und

wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3)

Studien Gallensiduren

phase  [mg/d] CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
CDCA 13,9 0 346 21,0 70 150 244 644 94 85 0 22,3
CA 0 0 0 0 0 0 0 86,7 0 0 2719 0
LCA 91,1 444 10,6 1259 39,7 99 156 0 35,5 91,3 12666 121.,8
DCA 13,5 62 774 13,6 146 70,8 101,7 O 85 11,2 1583 12,3
A0  7-KDCA 0 0 35,5 0 0 11,7 0 20,1 8.8 0 16919 0
UDCA 0 0 30,9 0 0 0 0 814 O 0 0 0
7-KLCA 0 0 0 129 28 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 39 235 0 93 58 102 0 13,5 34,8 0 7,8
gesamt 118,5 54,5 212,5 1734 73,4 113,2 151,9 252,6 75,77 1458 3387 164,2
CDCA 84 18,1 0 0 18,1 73 - 75,1 26,7 49 1705 O
CA 0 0 0 0 0 0 - 89,3 0 0 84,7 0
LCA 78,5 61,0 0 70,5 41,9 14,6 - 0 1025 36,8 550,1 57,7
DCA 22,4 6,2 0 21,0 21,7 1015 - 0 243 584 57,0 6,7
A3  7-KDCA 17,9 0 93,4 0 0 11,0 - 46,7 304 0 85,0 6,0
UDCA 0 0 77,1 0 0 0 - 110,8 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 10,8 0 0 0 - 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 0 0 184 99 13,8 - 0 29,2 34 0 5,6
gesamt 127,2 853 181,3 1099 91,6 1482 -  321,9 213,1 103,5 17213 76,0
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Tab. Al4d:

Exkretion von Gallensiuren pro Tag bei 12 gesunden Probanden in der Woche vor (B0) und

wihrend der 3. Woche des tdglichen Verzehrs von 500 ml konventionellen Joghurts (B3)

Studien Gallensiduren

phase  [mg/d] CA SH HK AP KP FR US MW AW TW JZ MZ
CDCA 2,6 0 52,0 0 16,7 11,7 12,8 0 34,3 0 72,0 57
CA 1,3 0 0 0 0 0 0 26,7 0 0 14,0 0
LCA 14,0 351 93 1630 69,1 153 149 0 70,9 61,4 126,7 374
DCA 24 38 326 197 7,0 131,0 1043 O 165 92 145 37
B0  7-KDCA 0 0 27,9 0 0 104 6,2 49,0 729 0 1745 O
UDCA 0 0 47,3 0 0 0 0 10,7 O 0 0 0
7-KLCA 0 0 13,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 5,3 0 272 148 99 11,2 0 0 6,6 166 32
gesamt 20,3 44,2 182,3 209,99 107,6 178,3 1494 1774 194,6 77,2 4183 50,0
CDCA 0 0 81,3 2,7 13,5 1577 22,1 0 304 82 238 0
CA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,3 0
LCA 354 51,6 0 69,6 45,0 163 242 0 1069 60,1 1425 39,0
DCA 48 6,1 0 7,7 214 1584 1329 O 21,0 82 19,6 3,8
B3  7-KDCA 0 0 68,2 0 0 18,2 0 1233 O 0 26,0 0
UDCA 0 0 74,7 0 0 0 0 16,5 0 0 0 0
7-KLCA 0 0 22,3 0 4,1 0 0 0 0 0 0 0
12-KLCA 0 6.9 0 164 150 154 385 0 16,4 18,6 0 11,7
gesamt 40,2 64,6 2465 964 99,0 224,0 217,7 139,8 1747 95,1 217,2 54,5
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Tab. A15a: Konzentration kurzkettiger Fettsduren in der Stuhlfeuchtmasse von 12 Probanden in der
Woche vor (A0, BO) und wihrend der 3. Woche des téglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 gL
(A3) bzw. KJ (B3)

Studien- Proband Azetat Propionat n-Butyrat i-Butyrat n-Valerat i-Valerat KKFS

phase gesamt
[umol/ g FM]

CA 45,62 16,62 12,16 1,54 1,33 2,11 79,4

SH 48,29 17,75 18,29 1,00 1,86 1,29 88.5

HK 32,86 23,66 19,60 2,35 1,65 1,14 81,3

AP 83,87 25,96 31,75 2,41 3,01 3,42 150,4

KP 24,64 6,54 7,26 1,80 1,53 2,65 44,4

A0 FR 7,87 9,60 19,63 0,00 2,05 1,35 40,5
US 16,59 37,55 14,85 2,50 2,08 1,40 75,0

MW 22,98 24,40 29,65 5,92 5,01 2,05 90,0

AW 24,67 16,29 16,55 1,39 0,00 1,33 60,2

™ 28,36 10,16 7,62 1,22 1,07 1,57 50,0

1Z 46,68 10,69 21,96 0,93 1,23 0,72 82,2

MZ 62,39 20,39 14,71 1,71 2,65 2,20 104,1

CA 48,51 16,28 18,62 1,97 1,97 3,02 90,4

SH 74,50 12,40 14,73 0,82 1,26 1,07 104,8

HK 92,90 25,46 12,88 1,32 0,60 2,27 1354

AP 86,02 18,03 25,91 1,90 2,50 2,87 137,2

KP 47,72 13,09 13,04 1,32 1,72 1,87 78,8

A3 FR 22,42 14,35 27,46 1,12 2,05 1,35 68,8
US 27,13 20,65 16,30 1,88 2,59 1,22 69,8

MW 67,66 11,87 9,94 1,21 0,75 2,26 93,7

AW 24,00 12,56 8,01 1,11 0,00 1,01 46,7

™ 68,00 11,25 12,80 1,34 1,48 1,90 96,8

1Z 28,54 14,89 19,00 1,16 1,56 0,70 65,9

MZ 73,77 21,01 15,59 2,40 3,59 3,48 119.,8

CA 63,94 19,13 19,16 1,94 1,79 2,92 108.,9

SH 84,51 16,03 18,84 1,23 1,61 1,70 1239

HK 26,43 33,68 14,82 1,32 0,72 1,14 78,1

AP 76,47 26,65 26,34 3,14 3,14 4,56 140,3

KP 22,73 5,94 5,79 1,60 1,22 2,47 39,8

B0 FR 37,04 16,05 25,40 0,97 1,50 1,09 82,1
US 19,84 22,91 14,17 2,82 2,30 1,69 63,7

MW 18,08 17,76 13,08 4,46 2,84 0,90 57,1

AW 15,68 8,01 6,26 0,57 0,00 0,90 31,4

™ 95,11 17,74 26,81 0,91 1,96 1,11 143.,6

1Z 47,16 12,77 23,31 1,10 2,01 0,77 87,1

MZ 68,25 16,88 13,16 1,93 2,56 2,99 105,8

CA 47,04 15,33 14,87 2,30 1,96 3,57 85,1

SH 82,68 16,35 18,09 1,04 1,60 1,51 121,3

HK 53,54 61,99 22,34 2,45 0,85 3,49 1447

AP 71,40 18,44 19,58 3,04 3,09 4,65 120,2

KP 32,39 10,05 8,85 1,86 1,73 2,79 57,7

B3 FR 73,12 17,48 23,52 1,77 2,59 2,46 120,9
US 49,52 44,13 19,71 5,43 4,22 1,07 124,1

MW 16,35 15,70 16,87 1,39 1,71 1,08 53,1

AW 9,89 8,54 12,55 2,47 0,18 0,78 34,4

™ 76,12 12,96 15,78 1,26 1,66 1,81 109,6

1Z 39,96 17,67 23,50 1,42 2,68 0,71 85,9

MZ 35,69 12,60 8,50 1,85 1,83 2,58 63,1
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Tab. A15b: Exkretion kurzkettiger Fettsiduren pro Tag bei 12 Probanden in der Woche vor (A0, BO) und
wihrend der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Studien- Proband Azetat Propionat n-Butyrat i-Butyrat n-Valerat i-Valerat KKFS

phase gesamt
[Lmol/d]

CA 7,22 2,63 1,92 0,24 0,21 0,33 12,57

SH 8,51 3,13 3,22 0,18 0,33 0,23 15,60

HK 5,87 4,22 3,50 0,42 0,29 0,20 14,51

AP 10,80 3,34 4,09 0,31 0,39 0,44 19,37

KP 1,63 0,43 0,48 0,12 0,10 0,17 2,93

A0 FR 1,48 1,81 3,70 0,00 0,39 0,25 7,63
US 2,44 5,53 2,19 0,37 0,31 0,21 11,05

MW 5,40 5,73 6,97 1,39 1,18 0,48 21,15

AW 1,28 0,84 0,86 0,07 0,00 0,07 3,12

™ 4,09 1,47 1,10 0,18 0,15 0,23 7,22

JZ 14,86 3,40 6,99 0,30 0,39 0,23 26,16

MZ 11,48 3,75 2,71 0,31 0,49 0,40 19,15

CA 4,24 1,42 1,63 0,17 0,17 0,26 791

SH 15,74 2,62 3,11 0,17 0,27 0,23 22,14

HK 16,10 4,41 2,23 0,23 0,10 0,39 23,46

AP 9,40 1,97 2,83 0,21 0,27 0,31 15,00

KP 6,23 1,71 1,70 0,17 0,22 0,24 10,28

A3 FR 4,26 2,72 5,21 0,21 0,39 0,26 13,06
US 3,43 2,61 2,06 0,24 0,33 0,15 8,83

MW 17,49 3,07 2,57 0,31 0,19 0,58 24,22

AW 3,12 1,63 1,04 0,14 0,00 0,13 6,06

™ 4,69 0,78 0,88 0,09 0,10 0,13 6,68

JZ 7,28 3,80 4,85 0,30 0,40 0,18 16,80

MZ 11,21 3,19 2,37 0,36 0,55 0,53 18,21

CA 441 1,32 1,32 0,13 0,12 0,20 7,51

SH 14,11 2,68 3,15 0,21 0,27 0,28 20,69

HK 4,33 5,52 2,43 0,22 0,12 0,19 12,79

AP 6,69 2,33 2,30 0,27 0,27 0,40 12,28

KP 2,17 0,57 0,55 0,15 0,12 0,24 3,79

B0 FR 7,09 3,07 4,86 0,19 0,29 0,21 15,71
US 1,58 1,83 1,13 0,23 0,18 0,13 5,08

MW 3,51 3,45 2,54 0,87 0,55 0,17 11,08

AW 2,13 1,09 0,85 0,08 0,00 0,12 4,26

™ 13,13 2,45 3,70 0,13 0,27 0,15 19,82

JZ 12,61 3,41 6,23 0,29 0,54 0,21 23,28

MZ 6,16 1,52 1,19 0,17 0,23 0,27 9,55

CA 4,08 1,33 1,29 0,20 0,17 0,31 7,39

SH 15,17 3,00 3,32 0,19 0,29 0,28 22,26

HK 9,74 11,28 4,07 0,45 0,15 0,64 26,34

AP 4,86 1,25 1,33 0,21 0,21 0,32 8,17

KP 1,47 0,46 0,40 0,08 0,08 0,13 2,63

B3 FR 10,19 2,43 3,28 0,25 0,36 0,34 16,84
US 5,49 4,89 2,18 0,60 0,47 0,12 13,75

MW 3,02 2,90 3,12 0,26 0,32 0,20 9,82

AW 1,20 1,04 1,52 0,30 0,02 0,09 4,17

™ 9,12 1,55 1,89 0,15 0,20 0,22 13,13

JZ 8,10 3,58 4,77 0,29 0,54 0,14 17,42

MZ 4,74 1,67 1,13 0,25 0,24 0,34 8,38
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Tab. A16:  Konzentration von Serumlipiden und Apolipoproteinen im Serum von 12 gesunden
Probanden, jeweils in der Woche vor (A0, BO) und in der 3. Woche des téglichen Verzehrs von
500 ml BJ+ 2,5 g L (A3) bzw. KJ (B3)

Studien- Proband i Triglyzeride Ges.- HDL- LDL- ApoA, ApoB

phase Cholesterin  Cholesterin  Cholesterin
[mg/ dl]

CA 67 205 54 138 160 98,0

SH 97 186 51 116 160 98,2

HK 121 197 57 116 143 99,4

AP 53 166 41 114 123 82,8

KP 45 200 78 113 186 69,0

A0 FR 61 200 76 112 182 75,0

US &9 291 41 232 135 144,0

MW 28 119 54 59 138 44,0

AW 155 235 49 155 153 127,0

T™W 71 191 42 135 132 95,0

1Z 120 166 52 90 143 76,0

MZ 225 193 54 94 153 102,0

CA 122 210 52 134 157 94,2

SH 97 202 50 133 181 109,0

HK 60 180 47 121 148 92,3

AP 55 159 62 86 181 68,5

KP 58 207 84 111 226 88,7

A3 FR 56 168 70 87 196 68,0

US 148 239 37 172 138 136,0

MW 32 129 63 60 191 46,1

AW 138 268 53 187 180 150,0

™W 73 177 44 118 156 88,5

1Z 64 166 46 107 157 82,9

MZ 103 178 55 102 171 83,0

CA 91 223 55 150 155 106,0

SH 105 187 51 115 157 89,7

HK 106 195 63 111 145 87,8

AP 47 153 61 83 151 62,7

KP 81 200 75 109 178 75,6

B0 FR 64 161 63 85 55 70,1

US 121 239 39 176 123 129,0

MW 40 126 56 62 149 44,9

AW 126 237 52 160 152 127,0

W 62 195 53 130 139 88,3

1Z 72 156 54 88 123 72,6

MZ 105 204 50 133 145 101,0

CA 53 250 61 170 186 112,0

SH 73 188 46 121 148 87,5

HK 72 200 62 121 155 80,0

AP 59 179 65 92 166 65,0

KP 114 199 70 109 215 77,0

B3 FR 56 181 70 106 186 72,1

UsS 210 214 41 175 140 143,0

MW 41 142 61 71 165 48,6

AW 135 204 51 138 170 115,0

™W 59 191 59 119 167 77,0

JZ 83 156 55 89 149 69,6

MZ 97 214 56 131 168 95,0
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Tab. A17: Konzentration von Immunglobulinen im Serum von 12 gesunden Probanden, jeweils in der
Woche vor (A0O, BO) und in der 3. Woche des tiglichen Verzehrs von 500 ml BJ+ 2,5 g L (A3) bzw.

KJ (B3)
Studienphase Proband IgG IgA IgM
[mg/dl]
CA 1140 354 188
SH 1190 176 220
HK 680 75 137
AP 1070 194 195
KP 1050 90 190
A0 FR 1120 302 186
US 1060 219 142
MW 1290 113 247
AW 725 77 91
™W 1280 289 120
JZ 882 170 223
MZ 1510 146 114
CA 1080 310 155
SH 1170 173 221
HK 648 73 124
AP 951 148 163
KP 1000 75 181
A3 FR 888 262 187
UsS 712 226 109
MW 937 78 184
AW 656 63 77
™W 1130 276 120
1Z 770 137 207
MZ 1200 133 97
CA 1210 325 150
SH 1270 177 226
HK 663 65 111
AP 963 164 175
KP 1080 &9 196
B0 FR 910 285 190
US 815 187 118
MW 1130 90 210
AW 798 77 99
™W 1230 282 120
1Z 877 136 192
MZ 1230 133 105
CA 1380 358 172
SH 1160 168 224
HK 631 66 108
AP 1040 175 205
KP 1040 94 195
B3 FR 966 279 194
US 816 176 100
MW 1100 82 170
AW 726 75 69
W 1090 294 127
JZ 866 165 212
MZ 1280 136 91
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Tab. A18: Blutlipide (arithmet. Mittel aller Phasen) und Normalwerte/Empfehlungen
anderer Autoren
Quelle Triglyzeride Ges.-Cholest. HDL LDL
[mg/dl]
F M F M F M F M
Eigene Studie 88,6 86,5 198 183 55,5 56,4 126 110
(28-210) (56-225)  (126- (156- (37-84) (42-76) (59-232) (85-135)
291) 214)
DGFF, 2005" <130
“normal” “wiinschenswert” ,-normal* (Empfehlung bei 2
(<150) (<200) (>40) oder mehr Risiko-
faktoren)
Assmann, 1989 90¢ 115° 170° 180° 53,3%  43,8%  108%  115%
(40-165) (45-250)  (125- (135-  (21-115) (16-147) (62-171) (68-179)
230) 245)
Meyer, 1990 195° 185
(150- (150-
240) 220)
Thomas, 1988 ,.kein Risiko* ,.kein Risiko* ,-mafig. ,.kein ,.kein Risiko*
(<150) (bis 200) Risiko“  Risiko* (<150)
(65-45) (>55)
Assmann, 1982 ,.kein Risiko* ,.kein Risiko* »dtand-  ,,progno ,.kein Risiko*
(<150) (<200) ard- stisch (<150)
Risiko*  giinstig*
(45-65) (>55)

Arithmet. Mittel; in Klammern: min-max
b Altersbereich: 19-22 J. (Frauen: n=7), 25-29 J. (Ménner: n=5)

¢ Arithmet. Mittel, Referenzbereich 5.-95. Perzentile; Altersbereich 20-24 J. (Frauen), 25-29 J. (Minner),
Untersuchungen der Lipid Research Clinics an weiflen Amerikanern

o oe 0o o

Vorsorgeuntersuchungen an gesunden Betriebsangehorigen im Raum Westfalen
Arithmet. Mittel, Referenzbereich 5.-95. Perzentile
Mittelwert (Normalbereich), Altersbereich bis 30 J.
Altersbereich 20-30 J. (nach NIH Consensus Development Conference on Blood Cholesterol)

Vorschlage zur Kommentierung von Lipiden und Lipoproteinen auf Laborbefunden anhand der

Richtlinien des National Cholesterol Education Program (NCEP 2001)

Anm.: Weder fiir KJ, noch fiir BJ+L wurde eine signifikante Wirkung auf die Blutlipide
festgestellt. Aus diesem Grund wurde fiir die eigenen Daten jeweils nur ein arithmetischer
Mittelwert aller Studienphasen fiir Frauen und Minner berechnet.

263




Tab. A19:

anderer Autoren

Apolipoproteine (arithmet. Mittel aller Phasen) und Referenzintervalle

Quelle Apo Al Apo B
[mg/dl] [mg/dl]
F M Gesamt F M Gesamt
Eigene Studie *° (A0) 150,7 150,6 150,7 94,7 89,5 92,5
(123-186)  (132-182) (123-186) | (44-144)  (75-102)  (44-144)
(A3) 179,1 165,6 173,5 98,9 82,9 92,3
(138-226)  (148-196)  (138-226) i (46-150)  (68-88,5)  (46-150)
(B0) 152,1 1214 139,3 90,7 84,0 87,9
(123-178)  (55-145)  (55-178) i (45-129)  (70-101)  (45-129)
(B3) 170,0 165,0 167.9 92,6 78,7 86,8
(140-215)  (149-186)  (140-215) i (49-143) (70-95) (49-143)
Assmann, 1982° 110-160°  100-150°  100-150° | 65-105¢ 70-120¢ -
Metzmann, 1985 158 138 148 99 108 104
(108-230)  (95-199)  (102-215) | (60-144)  (55-165)  (59-155)

o a o o ®

Assmann (1989)

Arithmet. Mittel; in Klammern: min-max
Altersbereich: 19-22 J. (Frauen: n=7), 25-29 J. (Ménner: n=5)
Referenzintervalle mehrerer Autoren

Auch zit. nach Thomas (1988) und Meyer (1990)

264




Danksagung

Diese Arbeit wire nicht moglich gewesen ohne die Unterstiitzung Anderer.

Ein herzlicher Dank geht an meine Eltern fiir die (ungeplante) Anschubfinanzierung unter schwierigen
Bedingungen. Vielen Dank an Dr. Thomas Cordes, der mich ermutigt hat, mich fiir ein Stipendium zu
bewerben. Ein besonderer Dank geht an die Friedrich-Ebert-Stiftung fiir finanzielle Unterstiitzung und
den besonderen Luxus, in exzellenten Seminaren mit aullergewohnlichen Menschen inspirierende
Gespréche fiithren zu diirfen.

Ich danke Herrn Prof. Kasper fiir die Uberlassung des Themas.

In besonderer Weise mochte ich mich bei Herrn Prof. Scheppach fiir Anleitung und Unterstiitzung bei
den labortechnischen Arbeiten bedanken und fiir die unkomplizierte, nahezu selbstverstindliche
Ubernahme der Weiterbetreuung als Doktorvater/Gutachter nach Emeritierung von Herrn Prof.
Kasper. Ganz herzlichen Dank auch fiir die Unterstiitzung meines Wiederaufnahmeantrags des
Promotionsverfahrens nach Unterbrechung.

Ebenfalls danken mochte ich dem Team des Gastroenterologischen Labors an der Uniklinik
Wiirzburg, insbesondere Herrn Dr. Bartram fiir die Anleitung und Unterstiitzung bei der
gaschromatographischen Analyse sowie Frau Elisabeth Kelber und Frau Gerda Dusel fiir zuverlédssige
Einweisung und Unterstiitzung bei allen anfallenden technischen und organisatorischen Belangen.

Herrn Prof. Leitzmann ganz herzlichen Dank fiir die Vermittlung an die Uniklinik Wiirzburg, fiir die
Betreuung als Doktorvater von Seiten der Uni Giessen und fiir ideelle Unterstiitzung in kritischen

Phasen.

Vielen Dank an Evelyn Frint und Dr. Michael Podeschwa fiir die Anfertigung von 3 Zeichnungen und
Beratung beim Layout.

265



