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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Zusammensetzung der Darmflora fiir
die Gesundheit des Menschen

Die Bedeutung der Zusammensetzung der Darmflora fur die Gesundheit des Men-
schen erkannte als erster Anfang des 20. Jahrhunderts der russische Zoologe und
Bakteriologe llja lljitsch Metschnikoff [58], der von 1888 bis zu seinem Tode 1916 am
Louis Pasteur Institut in Paris arbeitete und lehrte. In diese Zeit fallt auch die Entde-
ckung der Bifidusbakterien im Stuhl des gestillten Sauglings durch Tissier am Pas-
teur Institut in Paris [86]. Henry Tissier beobachtete, dass die im Stuhl gesunder,
gestillter Sauglinge reichlich vorhandenen Bakterien mit charakteristischer Y-Form,
der sie ihren Namen verdanken (bifidus, lateinisch fir zweigeteilt), im Stuhl von
Sauglingen mit akuten Durchfallerkrankungen nur in geringen Mengen vorhanden
sind. Er leitete aus seiner Beobachtung die Empfehlung ab, S&uglingen bei Darm-
infektionen lebende Bifidusbakterien oral zu verabreichen, damit diese, entsprechend
der Theorie von Metschnikoff, die Krankheitserreger verdréngen und die normale
Darmflora wieder herstellen. In einer 1906 erschienenen Veréffentlichung [86]
berichtete Tissier Gber die guten Erfolge mit seiner neuen Behandlungsmethode und
hob hervor, dass diese Methode fir den zarten Organismus des S&uglings beson-
ders gut geeignet sei, weil sie keine schadlichen Nebenwirkungen habe.

Metschnikoffs Theorie wurde aber schon wenige Jahre spater als wissenschaftlich
unbewiesen angesehen, da man die verzehrten Bakterien nicht im Stuhl nachweisen
konnte. So geriet der erste wissenschaftliche Ansatz fiir das heutige moderne Probio-
tika-Konzept, durch orale Gabe bestimmter Bakterien die Zusammensetzung der
Darmflora und auf diese Weise die Gesundheit des Menschen positiv zu beeinflus-
sen, allmahlich wieder in Vergessenheit. Im Bewusstsein der Kinderarzte lebte je-
doch die Idee weiter, dass die Bifidusflora gestillter Sauglinge die Gesundheit und
das Wohlbefinden des Kindes férdert. Aber erst rund 90 Jahre nach der Entdeckung
der Bifidusbakterien im Stuhl gestillter Sduglinge lieferte eine prospektive, randomi-
sierte, kontrollierte Doppelblindstudie [74] den ersten wissenschaftlichen Beweis da-
fur, dass die orale Gabe lebender Bifidusbakterien tatsachlich bei Sauglingen eine
Schutzwirkung gegen akute Darminfektionen hat.

1.2 Definition des Begriffs ,,Probiotika“

In den vergangenen 20 Jahren wurden zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die Funk-
tionen der Darmflora und ihre Bedeutung fir das Abwehrsystem des Menschen ge-
wonnen, die zu der Entwicklung des modernen Konzepts der Probiotika flihrten. Der
Begriff ,Probiotika“ stammt von Lilly und Stillwell [51], aber erst Fuller machte den
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Begriff 1989 popular. Fuller [29] definierte Probiotika als ,lebende mikrobielle
Nahrungsergéanzung, die fur den Wirt durch Verbesserung des intestinalen, mikrobiel-
len Gleichgewichts positive Wirkungen hat“. Heute wird eine breitere Definition bevor-
zugt, da sich das ,Gleichgewicht® der Darmflora nicht genau definieren lasst und
probiotische Bakterien auch ohne nachweisbare Verédnderung der Zusammen-
setzung der Darmflora gesundheitsférdernde Wirkungen haben kdnnen. In einem
Konsensus-Dokument von Wissenschaftlern verschiedener Fachrichtungen, das im
Rahmen einer Diskussion Uber wissenschaftliche Konzepte fir funktionale Lebens-
mittel in Europa erarbeitet wurde, werden Probiotika definiert als ,lebende mikrobielle
Lebensmittelbestandteile, welche die Gesundheit férdern [21]. Die im Bericht der
gemeinsamen Experten-Konsultation der Nahrungs- und Agrikultur Organisation der
Vereinten Nationen (FAO) und Weltgesundheitsorganisation (WHO) Uber die Bewer-
tung der gesundheitlichen und nutritiven Eigenschaften von Probiotika in Nahrungs-
mitteln [25] zitierte Definition flr Probiotika (,lebende Mikroorganismen, welche eine
positive Wirkung auf die Gesundheit des Wirtes haben, wenn sie in ausreichenden
Mengen verzehrt werden®) bezieht die Bedeutung der Dosis fur die Wirkung in die
Definition mit ein. Die am h&ufigsten als Probiotika verwendeten Bakterien gehéren
den Gattungen Lactobacillus und Bifidobacterium an.

1.3 Die normale Darmflora und ihre Rolle fiir das Abwehr-
system des Korpers

Unter dem Begriff Darmflora wird die Gesamtheit der im Magen-Darm-Trakt lebenden
Mikroorganismen zusammengefasst. Die Anzahl der im Magen-Darm-Trakt lebenden
Mikroorganismen betragt etwa 100 Billionen (10'), d.h. etwa 10-mal mehr als die
Anzahl samtlicher Koérperzellen des Menschen. Die Mehrzahl sind Bakterien, aber
auch Hefen, Pilze und Protozoen gehéren zur normalen Darmflora.

Keimzahl und Zusammensetzung der Flora sind in den verschiedenen Abschnitten
des Magen-Darm-Trakts sehr unterschiedlich. Im Magen und Dinndarm sind die
Keimzahlen relativ gering (im Magen ca. 103, im Dinndarm ca.10* bis 10° pro g bzw.
ml Inhalt) [31; 55]. Dies liegt an dem niedrigen pH-Wert und der raschen Passage in
diesen Regionen. Im Dinndarm dominieren sdure-resistente Laktobazillen und gram-
positive Kokken. Das Gros der Mikroorganismen lebt im Kolon (10" - 10" cfu/g
Darminhalt) [66]. Dort ist auch die Vielfalt am gréften. Von Untersuchungen mit tradi-
tionellen Methoden (Kulturtechnik) wissen wir, dass mindestens 500 verschiedene
Bakterienspezies im Darm vorkommen. Wahrscheinlich gibt es aber mehr als 1300
Bakterienspezies im Darm [35]. Bei jedem Menschen machen jedoch nur 30 bis 40
Bakterienarten 99 % der Mikroflora aus [84]. Die Uberwiegende Mehrheit (> 99 %)
sind Anaerobier [55].
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Wenn Uber die Darmflora und ihre Zusammensetzung gesprochen wird, ist in der
Regel die Kolonflora gemeint. Die Bakterienpopulation setzt sich aus den endogenen
oder autochthonen (griech. auto fir selbst und chtén fur Erde, sinngemaf etwa ,ein-
heimischen®) und den transitorischen oder allochthonen (allo griech. fur fremd) Mikro-
organismen zusammen [90]. Letztere gelangen mit der Nahrung und Getranken in
den Darm und siedeln sich nur vortibergehend und nicht auf Dauer an. Da die Stuhl-
flora repréasentativ fir die Kolonflora ist, werden in der Regel Stuhlproben fir die
bakterielle Analyse verwendet [84].

Die Darmflora ist in zahlreiche Funktionen einbezogen, die fir den Gesundheits-
zustand des Wirts wichtig sind [79]. Die Kolonflora tragt durch Fermentation
unverdaulicher und der Verdauung im Dinndarm entgangener Kohlenhydrate sowie
Recycling von Stickstoff zur Gewinnung von Energie und N&hrstoffen bei. Die durch
die Fermentation von Kohlenhydraten produzierten kurzkettigen Fettsduren sind eine
Energiequelle fur das Kolonepithel und stimulieren dessen Wachstum und
Differenzierung sowie die Wasser- und Natriumchlorid-Rickresorption [22]. Eine
besonders wichtige Funktion der normalen Darmflora ist die Verhinderung der
Ansiedlung neuer Bakterienstdmme aus der Umwelt (sog. Kolonisationsresistenz
[90]. In den vergangenen Jahren wurden die Interaktionen zwischen der Darmflora,
den Epithelzellen und dem Darm-assoziierten Immunsystem (engl. gut-associated
lymphoid tissue, Abk. GALT) intensiv erforscht und es mehren sich die Hinweise,
dass die Darmflora die Physiologie der Mukosa, ihre Barrierefunktion und systemi-
sche Immun- und Entziindungsantworten moduliert [22].

Auf die Bedeutung der Darmflora fiir die Barrierefunktion des Darmes weist z.B. der
bei keimfreien Tieren beobachtete erhéhte Antigentransport durch die Darmschleim-
haut bei Fehlen einer Darmflora hin [38]. Studien an keimfreien Mausen haben ge-
zeigt, dass die Inokulation von Mikroorganismen in den Darm wéahrend der postnata-
len Entwicklung Gene des Wirts moduliert, welche in die Integritdt der Mukosabar-
riere, die Darmmotilitdt und die postnatale Darmreifung involviert sind [79]. Beson-
dere Bedeutung hat die postnatale bakterielle Besiedlung des Darms. Sie ist ein
wichtiger Stimulus fir die Reifung des Darm-assoziierten Immunsystems. Dabei
scheint die quantitative und qualitative Zusammensetzung der postnatalen Darmflora
fur die Pragung des Immunsystems eine entscheidende Rolle zu spielen [38].
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1.4 Wirkungen von Bifidobacteria und Lactobacilli auf
den Wirtsorganismus

Nicht alle Bakterienspezies in der physiologischen Darmflora sind fir den Wirt nitz-
lich. Nach unserem heutigen Kenntnisstand kénnen die Darmbakterien in 3 Gruppen
unterteilt werden: Bakterien mit potentiell schadlichen Einflissen auf den Darm und
den Gesamtorganismus, Bakterien, die sowohl negative als auch positive Wirkungen
haben und Bakterien, die ausschliel3lich positive Wirkungen auf den Wirt haben [30].
Fir einen optimalen Effekt der Darmflora auf den Gesundheitszustand des Wirts ist
deshalb die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Darmflora ausschlag-
gebend.

Die wichtigsten gesundheitsférdernden Darmbakterien gehéren zu den Gattungen
Bifidobacterium und Lactobacillus [69]. Deshalb werden Stdmme dieser Spezies
auch bevorzugt als Probiotika verwendet. Soweit man heute weil}, siedeln sich Pro-
biotika im Darm nur vortibergehend an, d.h. sie sind transitorische Bakterien [8].

Bifidobacteria und Lactobacilli produzieren durch die Fermentation von Kohlenhydra-
ten Milch- und Essigséure und erzeugen dadurch ein saures Milieu im Kolon. Dieses
Milieu hemmt das Wachstum potentiell pathogener Mikroorganismen. Fir Bifidobac-
teria und Lactobacilli sind dagegen die Wachstumsbedingungen bei einem pH-Wert
von 5,5 bis 5,8 optimal [33], so dass die Reduzierung des pH-Werts ihre Proliferation
férdert. Weitere Mechanismen, durch die bestimmte Bifidobacterium- und Lactoba-
cillus-Spezies das Wachstum potentiell pathogener und pathogener Bakterien hem-
men sind:

e die Produktion von Bakteriozinen [75],

e Stimulation der Produktion antimikrobieller Peptide (Defensine) durch Paneth-
Zellen in den Krypten der Darmschleimhaut [8]

e Hemmung der Adhasion pathogener und potentiell pathogener Mikroorganismen
auf der Epitheloberflache durch Konkurrenz um die gleichen Rezeptoren (Glyco-
konjugate).

Daruber hinaus modulieren probiotische Bakterien unspezifische und spezifische Im-
mun- und Entzindungsantworten auf Darmebene. Sie stdrken die physikalische
Mukosabarriere, indem sie die Tight Junctions stabilisieren, welche die Raume zwi-
schen den Epithelzellen der Darmschleimhaut schlieBen und als Antwort auf
verschiedene Signale innerhalb und auf3erhalb der Zellen selektiv die Passage von
Molekilen regulieren. Sie stimulieren die Produktion des sekretorischen IgA, das
potentiell schadliche Mikroorganismen blockiert (sog. Immunexklusion) und deren
epitheliale Kolonisation und Translokation durch die Darmschleimhaut verhindert.
Dartber hinaus scheinen probiotische Bakterien T-Helfer-Zell-Typ-Immunantworten
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auszubalancieren [39; 53]. Durch die Vernetzung der verschiedenen Schleimhaut-
immunsysteme des Kérpers kann eine im Darm-assoziierten Immunsystem initiierte
Immunantwort auch die Immunantworten der anderen Schleimhautoberflachen be-
einflussen [38].

1.5 Die Besonderheiten der Darmbesiedlung bei Friihge-
borenen

Bei einem gesunden Fetus ist der Magen-Darm-Trakt praktisch steril. Die bakterielle
Besiedlung des Darms des Neugeborenen, die wahrend oder, wie bei Geburt durch
Sectio caesarea, unmittelbar nach der Geburt beginnt, wird von genetischen und
Umweltfaktoren beeinflusst. Eine im Rahmen einer prospektiven Geburtskohorten-
studie in den Niederlanden durchgefuhrte quantitative Bestimmung (Echtzeit Poly-
merase Kettenreaktion) ausgewahlter Bakterienspezies in Stuhlproben von mehr als
1000 S&uglingen im Alter von einem Monat bestéatigte die schon lange bekannte
Tatsache, dass vaginal geborene, gesunde, reife, voll gestillte Sauglinge die ,ge-
stundeste” Darmflora haben, d.h. die hdchste Anzahl Bifidobacteria und niedrigste
Anzahl C. difficile und E. coli [69]. Die wichtigsten Faktoren, welche die Zusammen-
setzung der Darmflora in den ersten Lebenstagen und -wochen beeinflussten, waren
Geburtsmodus, Art der Milchnahrung, Gestationsalter, postnatale Behandlung auf
einer Neugeborenenintensivstation sowie die Gabe von Antibiotika.

Bei Frihgeborenen treffen hdufig mehrere Faktoren zusammen, welche die Chancen
fur die Entwicklung der schiitzenden Bifidusflora reduzieren und einer postnatalen
Besiedlung des Darms mit unerwiinschten Hospitalkeimen Vorschub leisten. Es spie-
len die Geburt durch Sectio caesarea, Pflege auf einer Neugeborenenintensivstation,
Antibiotikagabe und geringe Milchaufnahme in den ersten Lebenstagen eine Rolle.
Mehrere Studien zeigten, dass bei Friihgeborenen die Besiedlung des Kolons mit
Bifidobacteria und Lactobacilli verzégert erfolgt, selbst wenn sie mit Muttermilch er-
nahrt werden, und dass die Anzahl potentiell pathogener Bakterien im Stuhl sehr
hoch ist [94]. Eine aktuelle Studie, in der die Stuhlflora Friihgeborener mit einer
modernen molekularen Methode (PCR-Denaturierende Gradientengelelektrophorese,
Abk. PCR-DGGE) untersucht wurde, bestétigte, dass der Darm Frihgeborener auf
einer Intensivpflegestation vorwiegend von Keimen aus dem Krankenhausmilieu
besiedelt wird und cross-Transmission von Bakterien ein gro3es Problem darstellt.
Wahrend der ersten Lebenstage waren auffallend wenig verschiedene Bakterienspe-
zies im Stuhl der Frihgeborenen vorhanden. Nach und nach wurde die Stuhlflora
komplexer. Gleichzeitig nahm die Ahnlichkeit in der Zusammensetzung der Stuhlflora
zwischen den Fruhgeborenen zu. Bei allen Frihgeborenen waren Escherichia coli,
Enterococcus sp. und Klebsiella pneumoniae die am haufigsten im Stuhl gefundenen
Bakterien. Im Gegensatz dazu wies die Zusammensetzung der Stuhlflora bei den
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gestillten Reifgeborenen in der Kontrollgruppe nur geringe Ahnlichkeiten zwischen
den einzelnen Individuen auf und die vorherrschenden Spezies waren Bifidobacteria
[80].

Auf Grund der Stérung der normalen bakteriellen Darmbesiedlung ist bei Frih-
geborenen das Risiko fur die Ansiedlung potentiell pathogener Keime und die
Translokation von Bakterien durch die Darmschleimhaut erhéht. Damit wéachst das
Risiko fur Infektionen, die wegen der Unreife des Immunsystems haufig besonders
schwer verlaufen und oft zu Sepsis fiihren. Die Stérung der bakteriellen Darmbesied-
lung gilt auch als ein Risikofaktor fur die Entwicklung einer nekrotisierenden
Enterokolitis [16].

1.6 Nosokomiale Infektionen, Sepsis und nekrotisierende
Enterokolitis bei Friihgeborenen

Laut Statistischem Bundesamt Deutschland sind 2005 von 685.795 Lebendgebore-
nen 1.733 in der Neugeborenenperiode (innerhalb der ersten 28 Lebenstage) gestor-
ben (2,5 %). Obwohl nur etwa 7 % aller Neugeborenen in Deutschland Frihgeborene
sind, d.h. vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche geboren werden, standen
etwa 36 % der Todesursachen mit Friihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht
in Zusammenhang.

Auch die Morbiditatsrate ist bei Frihgeborenen wesentlich hdher als bei Reifgebore-
nen. Bei den Risikofaktoren fiir neonatale Sepsis, die z.B. in den USA bei 1-10 %
der Neugeborenen auftritt und bei bis zu 50 % der Betroffenen letal verlauft, steht
Frihgeburtlichkeit an 1. Stelle [32]. Das Sepsis-Risiko nimmt mit abnehmendem
Geburtsgewicht zu. Ein besonderes Problem sind nosokomiale Infektionen. Seit dem
Jahr 2000 werden Daten zu nosokomialen Infektionen bei neonatologischen Intensiv-
patienten in 37 neonatologischen Abteilungen deutschlandweit erfasst. Die Uberwa-
chung konzentriert sich auf nosokomiale primare Sepsis, Pneumonie und nekrotisie-
rende Enterokolitis (NEC). Die kumulative Inzidenzdichte (Falle pro 1000 Patienten-
tage) von Januar 2000 bis Dezember 2003 betrug bei Friilhgeborenen mit sehr niedri-
gem Geburtsgewicht (VLBW, Geburtsgewicht < 1500 g) fiir Sepsis 4,4, fir Pneumo-
nie 0,4 und fir NEC 0,6. Bei Friihgeborenen mit extrem niedrigem Geburtsgewicht
(ELBW, Geburtsgewicht <1000 g) betrug die jeweilige Inzidenzdichte 9,0, 1,3 und
1,0. Die am haufigsten nachgewiesenen Erreger bei Sepsis waren Koagulase-nega-
tive Staphylokokken (55,5 %), Staphylococcus aureus (10,2 %), Enterobacter spp.
(5,7 %), Enterokokken (4,9 %) und Klebsiella spp. (4,9 %) [72].
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Die NEC wurde, obwohl sie keine gesicherte Infektionskrankheit ist, mit aufgenom-
men, weil sie oft endemisch und manchmal epidemisch auftritt und fir die Morbiditat
und Mortalitét Frihgeborener groRe Bedeutung hat [72]. Sie ist eine hdmorrhagisch-
nekrotisierende entzindliche Krankheit des Dinn- und Dickdarms, die gewo6hnlich
innerhalb der ersten Lebenswoche und 3 - 5 Tage nach Beginn der enteralen Erndh-
rung auftritt und fast ausschlie3lich bei Frihgeborenen vorkommt [32]. Mit ab-
nehmendem Gestationsalter bei Geburt nimmt das Risiko der NEC zu. Bei Frih-
geborenen mit einem Geburtsgewicht < 1500 g liegt die Haufigkeit zwischen 2 und
9 %, bei Frihgeborenen < 1000 g bei bis zu 20 % [4; 82]. Bei einem Teil der Falle ist
ein operatives Eingreifen nicht zu umgehen. Wenn eine ausgedehnte Resektion be-
fallener Darmabschnitte notwendig ist, kann dies zu einem Kurzdarmsyndrom fuihren.
Bei der Heilung geschadigter Darmabschnitte kbnnen Stenosen entstehen, die dann
ebenfalls eine chirurgische Behandlung erfordern. Die Sterblichkeit betragt in der ge-
samten Erkrankungsgruppe ca. 10 %, nach Darmperforation versterben fast ein Drit-
tel der Kinder [82]. Ungefahr ein Viertel der Uberlebenden leidet unter Langzeitfolgen
[78].

Die genaue Ursache der NEC ist nicht bekannt. Man geht aber davon aus, dass es
sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt [52]. Mit NEC assoziierte Faktoren
sind Frihgeburtlichkeit, Unreife der Barrierefunktion und Motilitdét des Magen-Darm-
Trakts, intestinale Ischdmie, Darmbesiedlung mit pathogenen Mikroorganismen so-
wie enterale Erndhrung [78]. Die mesenterial-intestinale Ischéamie, die haufig in
Assoziation mit bestimmten klinischen Konditionen wie z.B. Frihgeburt, Asphyxie,
Hyperviskositdtssyndrom, zyanotischen Herzfehlern u.a. auftritt, trdgt zur Mukosa-
schadigung bei und begulnstigt die Invasion bakterieller intestinaler Erreger [82].
Heute steht jedoch weniger die klassische Trias Ischamie, Bakterien und enterale
Nahrungszufuhr, sondern eher die Rolle der Darmreifung und pro-inflammatorischer
Zytokine sowie der postnatalen Darmbesiedlung im Fokus der Forschung [68]. Es
wird diskutiert, dass die durch Unreife der Mukosabarriere beglnstigte Translokation
von Bakterien durch die Darmschleimhaut der entscheidende erste Schritt ist, der die
Kaskade der Ereignisse einleitet, die zur Entwicklung der NEC fiihren [33]. Die Tatsa-
che, dass bei einem Fetus in utero keine NEC vorkommt trotz Stress und fetaler In-
gestion von ca. 150 ml Fruchtwasser/kg Kérpergewicht/Tag, das Eiweil3, Kohlenhyd-
rate, Fett und Elektrolyte enthalt, untermauert die Annahme, dass die bakterielle
Darmbesiedlung fir die Entwicklung der NEC eine essentielle Rolle spielt [52]. In
mehreren Studien wurde eine ausgepragte Stérung der Zusammensetzung der
Stuhlflora bei Patienten mit NEC im Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden, z.B.
seltener eine Kolonisation mit schitzenden Bakterien wie Lactobacilli und stattdes-
sen eine Zunahme potentiell pathogener Bakterien wie Clostridium perfringens oder
eine erhéhte Anzahl gram-negativer Bakterien, insbesondere Escherichia coli [33].
Diese Beobachtung stitzt die Hypothese der Arbeitsgruppe um W. Allan Walker [16],
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dass die Stérung der normalen Darmbesiedlung Frihgeborener nekrotisierende En-
terokolitis verursachen kann.

1.7 Einsatz von Probiotika bei Friihgeborenen

Nosokomiale Infektionen und NEC tragen nicht nur wesentlich zur Mortalitdt und ho-
hen Morbiditat Frihgeborener bei, sie verlangern auch die Krankenhaus-Verweil-
dauer und somit die Behandlungskosten erheblich. Da das Basisproblem Frih-
geborener ihre immunologische und funktionelle Unreife ist, erscheint es sinnvoll,
dass Praventionsmalinahmen zur Senkung der hohen Morbiditdt an diesem physio-
logischen Schwachpunkt Frihgeborener ansetzen. Die Erkenntnis, dass bestimmte
probiotische Bakterien die Mukosabarriere stérken und die Reifung des Immun-
systems auf Darmebene stimulieren kdnnen, legt den Gedanken nahe, bei Fruh-
geborenen Probiotika einzusetzen.

Der Einsatz von Probiotika bei der hochempfindlichen Risikopopulation der Frih-
geborenen ist interessant, da ihre Sicherheit gut dokumentiert ist. Probiotika bewir-
ken auch keine Stérung naturlicher Vorgange im Kdorper, sondern fiihren zur Bildung
einer natirlichen Darmflora. Sie sind sozusagen Nahrungserganzungen und keine
Medikamente [34].

In mehreren randomisierten, kontrollierten Studien wurde der Einfluss von ver-
schiedenen Probiotika auf die Darmflora Friihgeborener untersucht [1; 2; 47; 60; 88].
Die Studien zeigen, dass die orale Verabreichung von Probiotika die Darmflora von
Frihgeborenen moduliert. Der Prozentsatz der Frihgeborenen, bei denen eine
transitorische Kolonbesiedlung durch die oral verabreichten Bakterien nachgewiesen
wurde und die Férderung der Besiedlung des Kolons durch Bifidusbakterien sind
aber in den verschiedenen Studien unterschiedlich gro. Das kann sowohl an den
unterschiedlichen Bakterienstdmmen als auch an anderen Unterschieden zwischen
den Studien liegen, z.B. im Studiendesign, in der Erndhrung, in der Art und Haufig-
keit der Antibiotikagabe, im Geburtsgewicht etc.

Auch die praventive Wirkung probiotischer Bakterien bei Frilhgeborenen gegen Sep-
sis und NEC wurde in einigen klinischen Studien untersucht [7; 18; 37; 52; 88].

Insgesamt sind die Ergebnisse der bisher durchgefiihrten Studien vielversprechend.
Bevor eine generelle Empfehlung fir den Einsatz von Probiotika bei Frilhgeborenen
gegeben werden kann, sind jedoch weitere Daten notwendig. Eine noch nicht ausrei-
chend geklarte Frage ist z.B. die Sicherheit von Probiotika fiir Frihgeborene bei sehr
friher Verabreichung nach der Geburt. Bisher wurde nur eine Studie publiziert, in der



Einleitung 12

Frihgeborene die erste Probiotikagabe bereits innerhalb der ersten 24 Lebensstun-
den erhielten [37]. Auch die Wirkungen probiotischer Bakterien auf die Immunfunk-
tion und den Entziindungsstatus des Darms Frihgeborener wurden noch nicht aus-
reichend untersucht.
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2

Zielstellung

Ziel der Arbeit war es, zur Klarung folgender Fragen beizutragen:

1.

Ist Bifidobacterium lactis Bb12 fiir Frihgeborene gut vertraglich und sicher, selbst
dann, wenn die Verabreichung von B. lactis Bb12 bereits innerhalb der ersten 24
Stunden nach Geburt beginnt?

. Hat die Verabreichung von B. lactis Bb12 Einfluss auf das enterale Nahrungsvolu-

men und die Gewichtszunahme der Frihgeborenen?

Bewirkt B. lactis Bb12 Veranderungen der bakteriellen Fermentation im Kolon und
Veranderungen der Immunitat und Entziindungsaktivitat der Darmschleimhaut bei
Frihgeborenen?

Korrelieren die Ergebnisse der Laboruntersuchungen der Fermentationsprodukte
und der Parameter der Immunantwort und Entziindungsaktivitat im Darm mit der
Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl, die von einem anderen Arbeitsteam in der
gleichen Studie ermittelt wurde [61]7?
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3 Probanden und Methoden
3.1 Studiendesign

Die klinische Studie wurde als prospektive, randomisierte, kontrollierte, doppelblinde
Studie (Verum vs. Plazebo) geplant. Die Probanden fir beide Studiengruppen wur-
den parallel rekrutiert und geflhrt.

Die Durchfiihrung der Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt.

Die Eltern der Probanden wurden eingehend miindlich und schriftlich Gber die Studie
aufgeklart bevor ihnen die Einverstandniserklarung zur Unterschrift vorgelegt wurde.

3.2 Probanden

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte zwischen August 2003 und Juli 2005. In-
frage kamen alle in diesem Zeitraum vom 1. Lebenstag an auf der Neugeborenen-
intensivstation im Klinikum Ernst von Bergmann in Potsdam behandelten Neugebore-
nen, sofern sie die geforderten Aufnahmekriterien erfillten.

Einschlusskriterien waren:
e Vorliegen der schriftlichen Einversténdniserklarung der Eltern

e Gestationsalter bei Geburt > 26 und < 37 Wochen

Ausschlusskriterien waren:
e Angeborene Fehlbildungen des Gastrointestinaltrakts

e Geplante Verlegung in ein anderes Krankenhaus innerhalb der ersten Lebens-
woche

e Hydrops fetalis

e Chromosomenaberration

e Bekannte mutterliche HIV-Infektion

69 Frihgeborene konnten in die Studie aufgenommen werden.

3.3 Randomisierung

Bei Aufnahme in die Studie wurden die Frihgeborenen auf der Basis von Geburts-
gewicht, Gestationsalter, Geschlecht, arteriellem Nabelschnurblut-pH-Wert und Ap-
gar Score 5 Minuten nach der Geburt mit Hilfe eines Randoma-Programms (Rand-
oma Software Version 4.3 - HaSoTec, Rostock) entweder der B. lactis- oder der Pla-
zebo-Gruppe zugeordnet.
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3.4 Studienpraparate und Dosierung

Die B. lactis-Gruppe erhielt einen Muttermilchverstarker mit Zusatz von Bifidobacte-
rium lactis Bb12 (2 x 10° Bakterien / g Pulver). Die Plazebo-Gruppe erhielt den glei-
chen Muttermilchverstarker ohne Zusatz von Bifidobacterium lactis Bb12. Die Dauer
der Applikation des Studienpraparates betrug 21 Tage.

Als Muttermilchverstédrker wurde Nestlé FM 2000 verwendet, ein speziell fir diese
Studie hergestelltes Pulver. Es setzt sich zusammen aus extensiv hydrolysiertem
Molkenprotein, Laktose, Mineralstoffen, Spurenelementen und Vitaminen. Die ge-
naue Zusammensetzung findet sich im Anhang. Der lyophilisierte Stamm Bifidobac-
terium lactis Bb12 (B. lactis Bb12) fir das probiotische Praparat wurde auf kommer-
ziellem Wege durch Nestlé von Christian Hansen Biosystem A/S (CHL) bezogen.
Beide Praparate, FM 2000 ohne und mit Bifidobacterium lactis Bb12, wurden von der
Firma Nestlé in Konolfingen, Schweiz, hergestellt und fur die Studie zur Verfigung
gestellt.

Fir jedes Kind wurde anhand der Randomisierungslisten der jeweilige Muttermilch-
verstarker mit oder ohne Zusatz von Bifidobacterium lactis Bb12 bereitgestellt. Die
beiden Studienpréparate waren weder als Pulver noch in geléstem Zustand vonei-
nander zu unterscheiden.

Die Zubereitung der Lésungen erfolgte jeweils kurz vor der morgendlichen Applika-
tion auf der Station. Es wurden 10 g Pulver des Muttermilchverstarkers FM 2000, das
entweder Bifidobacterium lactis Bb12 mit einer Konzentration von 2 x 10° Bakterien/g
oder keine probiotischen Bakterien enthielt, auf 50 ml mit Wasser aufgeldst. Die
wassrige Losung mit B. lactis Bb12 enthielt 4 x 10® Bakterien / ml mit einer Osmolari-
tat von 428 mosmol/l.

Die zubereiteten Lésungen wurden bis zur Applikation im Kuhlschrank aufbewahrt
und der Rest wurde am Ende des Tages verworfen. Das jeweilige Studienpraparat
wurde 2-mal taglich Gber 21 Tage verabreicht. Die erste Verabreichung erfolgte
innerhalb der ersten 24 Lebensstunden. Bei den Kindern der B. lactis-Gruppe wurde
die Gesamtdosis B. lactis Bb12 stufenweise von 1,6 x 10° Bakterien an Tag 1 bis auf
4,8 x 10° Bakterien an Tag 4 gesteigert und dann bis zum Tag 21 beibehalten. Die
Dosisverteilung pro Tag ist in Tabelle 1 ausgewiesen.
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Tab. 1: Dosierung des Studienpraparates und Dosis B. lactis Bb12
Lebenstag B. lactis-Gruppe (A) Plazebo-Gruppe (B)
FM 2000 mit B. lactis FM 2000 pro Tag
pro Tag Bakterien/Tag
1 2x2ml 1,6 x 10° 2x2ml
2 2x3ml 2,4 x 10° 2x3ml
3 2x4ml 3,2x10° 2x4ml
4 —21 2x6ml 4,8 x 10° 2x6ml

Die Studienpraparate wurden zusétzlich zu der normalen Nahrung gegeben, entwe-
der Uber eine nasogastrale Sonde oder oral mit einer Spritze vor einer Flaschenmahl-
zeit / Stillmahlzeit.

3.5 Ernahrungsregime

Die Nahrung wurde, solange wie notwendig, Uber eine nasogastrale Sonde verab-
reicht. Allen Muttern wurde empfohlen, ihr Kind méglichst mit Muttermilch zu ernéh-
ren. Die abgepumpte Muttermilch wurde entweder sofort angeboten oder tiefgefroren
und bei —70°C aufbewahrt. Wenn keine oder nicht geniigend Muttermilch zur Verfi-
gung stand, wurde pasteurisierte Frauenmilch oder Alfaré zugefittert. Friihgebore-
nennahrung wurde nur verwendet, wenn die Milchproduktion trotz aller Bemiihungen
nicht in Gang kam oder sich die Mutter fur Abstillen entschied.

Am 1. Lebenstag erhielten alle Frihgeborenen zur Deckung ihres Wasser- und
Energiebedarfs intraventse Infusionen mit 5 %-iger Glukoselésung. Ab dem 2.
Lebenstag wurde die parenterale Erndhrung ggf. ergénzt und solange fortgesetzt bis
die enterale Erndhrung ausreichend aufgebaut war, um den Wasser- und N&hrstoff-
bedarf des Friihgeborenen zu decken.

Der enterale Nahrungsaufbau wurde nach dem auf der neonatologischen Intensiv-
station in der Kinderklinik in Potsdam blichem Schema durchgefiihrt, das folgender-
mafen aussieht:

e Beginn des enteralen Nahrungsaufbaus, wenn mdéglich, innerhalb der ersten 24
Lebensstunden mit 1 - 2 ml dreistiindig, 1. und 2. Mahlzeit Maltodextrin (15 %),
dann rohe Muttermilch oder pasteurisierte Frauenmilch bzw. ggf. Alfaré:

e bei gutem Allgemeinbefinden Steigerung des Volumens um insgesamt 20 bis
40 ml pro Tag je nach dem Geburtsgewicht, bis eine Menge von 150 - 200 m|
Muttermilch / kg Kérpergewicht erreicht ist
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e wenn eine Menge von etwa 20 ml / Mahlzeit toleriert wird, erfolgt die Anreiche-
rung der Muttermilch / Frauenmilch mit einem handelstiblichen Muttermilchver-
starker (FM 85 3 - 5 g/ 100 ml Muttermilch)

3.6 Datenerfassung und Untersuchungen

Im Studienprotokoll wurde dokumentiert, ob die Mutter einen vorzeitigen Blasen-
sprung (> 12 Stunden vor der Geburt), Antibiotika vor oder unter der Geburt bekom-
men und Fieber hatte.

Von jedem Kind wurden nach der Geburt folgende Daten dokumentiert:
e Geschlecht, Einling / Mehrling, Geburtsmodus

e Gewicht, Lange und Kopfumfang, Gestationsalter auf Basis des errechneten Ge-
burtstermins

e Apgar Score (1, 5 und 10 Minuten nach Geburt)
e arterieller Nabelschnurblut pH-Wert

Wahrend der Studienperiode wurden die Kinder taglich mindestens einmal &rztlich
untersucht. Dabei wurde besonders auf klinische Symptome geachtet, die Zeichen
fur eine Infektion sein kdnnten. Zweimal pro Woche (dienstags und freitags) wurde
der klinische Gesamtzustand mittels eines klinischen Scores evaluiert (die Score-
komponenten finden sich im Anhang).

Die Kinder wurden taglich einmal unbekleidet mit einer geeichten Waage (Mess-
genauigkeit von 5 g) gewogen.

Aulerdem wurden taglich Art und Volumen der enteralen Erndhrung sowie Frequenz
und Beschaffenheit der Stihle aufgezeichnet.

Darliber hinaus wurden im Studienprotokoll alle schwerwiegenden unerwinschten
Ereignisse und geringfiigigen unerwinschten Ereignisse, die klinisch relevant waren
und bei denen ein Zusammenhang mit dem Studienpraparat vermutet werden
konnte, dokumentiert (s. Anlage im Anhang).

1, 2 und 3 Wochen nach Beginn der Gabe des Studienpraparates wurden von jedem
Kind, Stuhlproben untersucht. Aus ethischen Griinden wurde auf invasive Routine-
Untersuchungen verzichtet. Venése Blutabnahmen wurden nur bei klinischer Indika-
tion, z.B. bei Verdacht auf Infektionen durchgefihrt.
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In den Stuhlproben wurden der pH-Wert und die Konzentrationen der kurzkettigen
Fettsduren insgesamt und von Acetat sowie von Laktat gemessen, d.h. von Stoff-
wechselprodukten, die bei der Fermentation von Kohlenhydraten und Proteinen
durch anaerobe Bakterien produziert werden. Aulierdem wurden die fakalen Gesamt-
Konzentrationen der sekretorischen Immunglobuline A, der wichtigsten vom Darm-
assoziierten Immunsystem gebildeten Antikérper und die fakalen Calprotectin-Kon-
zentrationen, die Marker fir den Entziindungsstatus des Darms sind, bestimmt.

In den Blutproben wurden bei Infektionsverdacht C-reaktives Protein (CRP) und
Interleukin-6 bestimmt und bei Sepsis aerobe und anaerobe Blutkulturen angelegt.

3.7 Labormethoden zur Bestimmung des fakalen pH-
Werts und von kurzkettigen Fettsauren sowie Calpro-
tectin und sekretorischem IgA im Stuhl

3.7.1 pH-Wert

Der pH-Wert wurde im frischen Stuhl mit einer Glaselektrode (Hamilton Biotrode,
Pracitronic, Deutschland), die mit einem pH-Meter (MV 88, Précitronik, Dresden,
Deutschland) verbunden war, gemessen.

3.7.2 Kurzkettige Fettsauren

Frische Stuhlproben (300 mg) wurden 5-fach in Wasser verdiinnt und bei 15000 x g 5
Minuten zentrifugiert. 200 pl des Uberstandes wurden mit 23,6 ul 12 mM Isobutter-
saure (Internationaler Standard), 280 ul 0,36 M HCLO4 und 270 yl 1 M NaOH ge-
mischt. Das Gemisch wurde lyophilisiert und der Ruckstand in 400 pyl Aceton und
100 pl 5 M Ameisensaure aufgelést. Nach Zentrifugieren bei 4000 x g fur 5 Minuten
bei Zimmertemperatur wurde 1 pl des Uberstandes in einen HP 5890 Serie Il Gas-
chromatographen (Hewlett-Packard, Waldbronn, Deutschland), ausgestattet mit einer
HP-20 M Saule (25 m x 0,32 mm; Filmdicke 0,3 ym; Carbowax 20 M, J& W Scientific,
CA, USA) und einem Flammenionisationsdetektor, injiziert. Als Tragergas wurde He-
lium mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min benutzt. Die Anfangstemperatur der
Saule von 75° C fur eine Minute wurde nachfolgend mit einer Rate von 20° C/min bis
auf 100° C und dann bis auf 150° C mit einer Rate von 5° C/min gesteigert. Die End-
temperatur von 150° C wurde fur 3 Minuten erhalten. Die Temperatur des Injektors
und des Detektors betrug 200° C. Die Split-Ratio war 1:10. Authentische Standards
wurden in alle Laufe inkorporiert.
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3.7.3 Laktat

Fakales Laktat wurde mit einem kommerziell verfigbaren Testkit (Boehringer Mann-
heim / R-Biopharm, Darmstadt, Deutschland) nach den Instruktionen des Herstellers
bestimmt. Eine Leerprobe (Probe und HyOreqist.) Wurde flr jede Probe eingeschlos-
sen, weil die Farbe des Stuhles mit der Messung interferierte. Die Messungen erfolg-
ten in einer Mikrotiterplatte und die Farbentwicklung wurde mit einem Mikrotiterplat-
ten-Reader (Spectra rainbow, SLT Labinstruments, Osterreich) abgelesen.

3.7.4 Calprotectin und sekretorisches Immunglobulin A

Calprotectin und sIgA wurden aus 100 mg frischem Stuhl mit dem PhiCal™ Test und

slgA ELISA-Kits (Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) nach den Instruktio-
nen des Herstellers bestimmt. Die Absorption wurde mit einem Mikrotiterplatten-Rea-
der (Spectra rainbow, SLT Labinstruments, Osterreich) bei 405 nm gemessen.

3.8 Statistische Methoden

3.8.1 Korpergewicht, enterales Nahrungsvolumen und klinischer
Score

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Software-Programm SAS JMP Version
6.03 durchgefuhrt.

Die Plausibilitdt der Daten wurde mit grafischen Methoden geprift wie z.B. mittels
Korrelationsanalysen zwischen Geburtsgewicht und dem nachfolgenden Verlauf un-
ter der Intervention.

Die Verteilung der Variablen wurde geprift und entschieden, welche statistischen
Kenngrélien fur die deskriptive Darstellung der Ergebnisse verwendet werden
(arithmetischer Mittelwert, Median, entsprechend Streumalde). Fir die Vergleiche
zwischen den beiden Studiengruppen wurden in der Regel parametrische Tests
durchgefiihrt. Bei deutlicher Abweichung von der Normalverteilung wurde der Wilco-
xon Rangsummentest verwendet. Unterschiede zwischen qualitativen Variablen wur-
den mit dem Chiquadrat-Test statistisch gepruft.

Welche der beiden Gruppen, A oder B, Bifidobacterium lactis Bb12 erhalten hat, war
bei der Auswertung nicht bekannt. Alle statistischen Tests wurden zweiseitig auf dem
Niveau 0,05 durchgefhrt.

Die relevanten Variablen wurden am Beginn der Studie auf Vergleichbarkeit zwi-
schen den Gruppen geprift.

Die Auswertung der Verlaufe fokussierte auf Probanden, bei denen vollstandige Da-
ten bis Tag 21 vorhanden waren. Fir die stetigen Zielgré3en wurden Uberlagerte
Einzelverlaufe mit Gruppenzugehdérigkeit (Farbe) dargestellt, um eventuelle Profil-
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Unterschiede in Abhé&ngigkeit von der Gruppenzugehérigkeit zu visualisieren.
Entsprechend wurden Mittelwertsverldufe pro Gruppe grafisch dargestellt. Statisti-
sche Tests wurden vorwiegend fir den Endzeitpunkt sowie flr geeignete Kenngré-
Ren wie z.B. den Tag, an dem nachhaltig das Geburtsgewicht wieder erreicht wurde,
und die Gesamtmenge des enteralen Nahrungsvolumens durchgefihrt.

Fir Zielgrolen wie Korpergewicht und enterales Nahrungsvolumen wurde die
Abhéngigkeit von relevanten EinflussgréRen wie Art der Nahrung, Geburtsgewicht
und Antibiotika-Behandlung mit dem verallgemeinerten linearen Modell untersucht.

3.8.2 Kurzkettige Fettsduren, IgA, Calprotectin und Anzahl der Bifi-
dusbakterien

Diese statistischen Analysen wurden mit dem Statistik-Paket SPSS 11.5 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois) durchgefihrt.

Mit einem verallgemeinerten gemischten linearen Modell wurde die Abhangigkeit von
relevanten Einflussgré3en wie Behandlung (B. lactis Bb12 oder Plazebo), Zeit der
Probensammlung, Woche der Behandlung und Antibiotikagabe analysiert. Um die
Verbindung zwischen SCFA, sIgA, Calprotectin und der Anzahl an Bifidusbakterien
zu bestimmen, wurden intra-Probanden-Korrelationen berechnet. Es wurde die
wdchentliche und die gesamte Wirkung der B. lactis Bb12-Supplementierung (betraf
alle Datenpunkte) berechnet. Die Kinder in der B. lactis- und Plazebo-Gruppe wurden
weiter aufgesplittet, um den Einfluss der Antibiotikagabe zu prifen.

Fiar alle Analysen wurden die Unterschiede als signifikant betrachtet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5 % war (p <0,05). Fir die Grafiken wurden
folgende Anmerkungen benutzt, um den Grad der Signifikanz anzuzeigen:
*:p<0,05, **: p<0,01, **: p <0,001.

Die Fehlerleiste reprasentiert den Standardfehler.
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4 Ergebnisse
4.1 Charakteristika der Studiengruppen

Von den 69 Studienteilnehmern sind 37 randomisiert der B. lactis-Gruppe und 32 der
Plazebo-Gruppe zugeordnet.

Das durchschnittliche Geburtsgewicht betrdgt in der B. lactis-Gruppe 1449,16 g
+ 343,41 und in der Plazebo-Gruppe 1397,97 g + 331,11. Der Unterschied ist bei
Anwendung des Ublichen t-Tests nicht statistisch signifikant (p = 0,947).

Auch die durchschnittliche Rangordnung der Perzentilen fur das Geburtsgewicht
bezogen auf die Schwangerschaftsdauer der beiden Gruppen ist vergleichbar (36,69
vs. 33,05, p = 0,441). Das Gestationsalter betragt in der B. lactis-Gruppe im Durch-
schnitt 31,05 + 2,31 Wochen und in der Plazebo-Gruppe 31,27 + 0,09 Wochen. Der
Unterschied ist bei Anwendung des Ublichen t-Tests nicht statistisch signifikant
(p =0,575).

In der B. lactis-Gruppe liegt bei 13,5 % (5/37) der Kinder das Geburtsgewicht unter
1000 g, in der Plazebo-Gruppe bei 15,6 % (5/32). 64 % der Frihgeborenen sind
weiblich, der Anteil weiblicher Frihgeborener ist in beiden Gruppen vergleichbar.
Auch bei den anderen Parametern (arterieller Nabelschnurblut-pH-Wert, Apgar Score
5 Minuten nach Geburt), auf denen die Randomisierung basierte, bestehen keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den zwei Gruppen. Die Randomisie-
rungs-Parameter der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe sind in Tab. 2 zusammenge-
fasst (Apgar Score 5 Minuten nach Geburt nicht dargestellt).

Tab. 2: Vergleich der Randomisierungs-Parameter in der B. lactis- (A) und der Plazebo-Gruppe (B)

Parameter B. lactis-Gruppe Plazebo-Gruppe p-Wert
(A) (B) Vergleich

n =37 n =32

weiblich 62,2 % 65,6 %

mannlich 37,8 % 34,4 % 0,806

Geburtsgewicht* (g) 1449,16 + 343,41 1397,97 + 331,11 0,947

Gestationsalter* 31,05 + 2,31 31,27 + 0,09 0,575

arterieller Nabelschnur-

blut-pH-Wert* 7,31 £ 0,07 7,29 £+ 0,09 0,165

* Mittelwert + SD

Von 69 Kindern waren 8 (11,6 %) vaginal geboren worden und 61 (88,4 %) durch
Sectio caesarea. Der Prozentsatz der vaginal geborenen Kinder in der B. lactis-
Gruppe und in der Plazebo-Gruppe ist vergleichbar (13,5 % [5/37] vs. 9,4 % [3/32]).
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25 (36,2 %) aller Studienteilnehmer wurden als Zwillinge und 6 (8,7 %) als Drillinge
geboren. In der B. lactis-Gruppe waren von 37 Kindern 14 (35,9 %) als Zwillinge und
2 (5,4 %) als Drillinge geboren, in der Plazebo-Gruppe waren von 32 Kindern 11
(34,4 %) als Zwillinge und 4 (12,5 %) als Drillinge geboren.

4.2 Drop-out-Raten und Griinde fiir das Ausscheiden vor
Ende der Interventionsperiode

23,2 % (16/69) aller Probanden schieden vor dem Ende der 21-tdgigen Interventions-
periode aus. In der B. lactis-Gruppe ist die Drop-out-Rate mit 27 % (10/37) héher als
in der Plazebo-Gruppe (18,8 %, 6/32), der Unterschied ist aber statistisch nicht
signifikant (p = 0,88). Ein Kind in der B. lactis-Gruppe (Studiennummer 49) ist am 32.
Lebenstag verstorben (Zustand nach Nierenvenenthrombose und nachfolgend Kleb-
siellen-Sepsis; laut Prufarzt kein kausaler Zusammenhang mit dem Studienpraparat).
Dieses Kind wurde in die Auswertungen einbezogen, da von ihm vollstandige Daten
bis zum Ende der Interventionsperiode (Tag 21) vorhanden waren.

In Tab. 3 sind alle Frihgeborenen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe, die vor
dem 21. Lebenstag aus der Studie ausgeschieden sind, mit Angabe des Geburts-
gewichts und dem Zeitpunkt und Grund fiir das vorzeitige Ausscheiden aufgelistet.

Tab. 3: Drop-outs in der B.-lactis-Gruppe (A) und der Plazebo-Gruppe (B) mit Geburtsgewicht,
Zeitpunkt und Grund fir das Ausscheiden vor Ende der 21-tagigen Interventionsperiode.

Studien- Geburts- Drop-out-Tag Drop-out-Grund
Gruppe / Nr. | gewicht (g) (Lebenstag)

schwere Infektion (Blutkultur ne-
Al4 1210 11 gativ), enterale Erndhrung vor-
Ubergehend abgesetzt

schwerwiegende Probleme beim
A/ 54 999 4 enteralen Nahrungsaufbau bei
Infektion (CRP > 22,7 ug/l)

NEC, nach Operation Kurzdarm-

A /56 945 3

syndrom

abdominelle Symptomatik, enter-
A/63 1335 4 ale Ernahrung voriibergehend ab-

gesetzt

AlT73 740 7 schwere Sepsis (Enterokokken)
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Studien- Geburts- Drop-out-Tag Drop-out-Grund
Gruppe / Nr. | gewicht (g) (Lebenstag)

A /10 1970 18 nach Hause entlassen

Al 1570 7 Studionpraparate e

A /44 2010 18 Wunsch der Eltern

A/ 46 1850 19 Wunsch der Eltern

A /57 2260 15 Wunsch der Eltern

B/21 1835 8 blutige Stiuhle

B/48 1450 11 NEC

B /55 740 13 NEC
Infektion mit abdomineller

B /58 910 17 Symptomatik, enterale Ernahrung
voribergehend abgesetzt

B/11 1720 11 nach Hause entlassen

B /45 1665 17 Wunsch der Eltern

Den Eltern war vor Studienbeginn das Recht zugesprochen worden, dass sie das
Einverstandnis zur Teilnahme ihres Kindes jederzeit ohne Angabe der Griinde wieder
zurtckziehen kénnen. Deshalb sind die Grinde, warum Eltern ihr Kind vorzeitig aus
der Studie nahmen, nicht bekannt.

Ein Zusammenhang zwischen dem Studienabbruch aus medizinischer Indikation und
der Verabreichung des jeweiligen Studienpréparates wurde von den behandelnden
Arzten in keinem Fall als sicher oder wahrscheinlich angesehen.
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4.3 Klinische Scorewerte bei Beginn und im Verlauf der

Studienperiode
Die klinischen Scorewerte wurden zu folgenden Zeitpunkten erfasst:
TO: innerhalb der ersten 24 Lebensstunden
T1: 1. Lebenswoche
T2: 2. Lebenswoche
T3: 3. Lebenswoche.

In den ersten 3 Lebenswochen wurden die klinischen Scorewerte zweimal pro Wo-
che ermittelt. Die Einzelwerte wurden in die jeweiligen statistischen Berechnungen
mit einbezogen.

Einen groben Uberblick Uber die Einzelverldufe der klinischen Scorewerte gibt die
Abb. 1. Ein Kind von den insgesamt 69 Probanden wurde von der Auswertung aus-
geschlossen, weil nur der Scorewert vom Zeitpunkt TO vorhanden war. Der Uberblick
zeigt, dass viele Scorewerte auf dem Niveau von 21 liegen. 2 Scorewerte von Kin-
dern der B. lactis-Gruppe unterschreiten den Score von 10.

Die mittleren Scorewerte betragen zum Zeitpunkt TO in der B. lactis-Gruppe 17,69
und in der Plazebo-Gruppe 17,67. Von der ersten bis zur dritten Lebenswoche stei-
gen die Mittelwerte in beiden Gruppen kontinuierlich bis auf 20.25 (B. lactis-Gruppe)
bzw. 20 (Plazebo-Gruppe) an (s. Abb. 2).

In der B. lactis-Gruppe liegt der Mittelwert der klinischen Scorewerte in der ersten
Lebenswoche (T1) bei 18,26, in der zweiten Lebenswoche (T2) bei 19,58 und in der
dritten Lebenswoche (T3) bei 20,25. Der Mittelwert der klinischen Scorewerte in der
Plazebo-Gruppe ist in der ersten Lebenswoche 18,52, in der zweiten Lebenswoche
19,38 und in der dritten Lebenswoche 20,00.

Die mittleren und medianen Scorewerte der B. lactis-Gruppe und der Plazebo-
Gruppe sind zum Zeitpunkt TO gut vergleichbar. Die B. lactis-Gruppe liegt im Mittel-
wert tendenziell etwas héher.
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Abb. 1: Grober Uberblick iiber die Einzelwerte der klinischen Scorewerte (rot = B. lactis-, blau =
Plazebo-Gruppe)

In der ersten Lebenswoche (T1) liegt der mittlere Scorewert in der Plazebo-Gruppe
tendenziell etwas héher. Ab der zweiten Lebenswoche liegt der mittlere Scorewert in
der B. lactis-Gruppe tendenziell etwas héher als in der Plazebo-Gruppe. Die Mediane
beider Gruppen sind an den jeweiligen Zeitpunkten identisch. Die Unterschiede in
den Mittelwerten basieren auf Unterschieden in den Einzelwerten.



Ergebnisse 26

21
TO —- innerhalb der ersten 24 Lebensstunden
T1 - Woche 1
T2 - Woche 2
20 - T3 - Woche 3
3
Q
2
4
S 19 -
e
e
o
(8]
N
218 -
O
[72]
£
=
17 7
16 To T1 T2 T3

Abb. 2: Mittelwertverlauf des klinischen Scores (rot = B. lactis-, blau = Plazebo-Gruppe)

Die anschlieBende Tabelle 4 gibt eine Ubersicht Uber die Mittelwerte und Mediane
der klinischen Scorewerte innerhalb der ersten 24 Lebensstunden und in der 1., 2.
und 3. Lebenswoche.
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Tab. 4: Mittelwerte und Mediane der klinischen Scorewerte in der B. lactis- (A) und in der Plazebo-
Gruppe (B) innerhalb der ersten 24 Lebensstunden (T0) und den ersten 3 Lebenswochen
(T1, T2, T3) (p Wert: Mittelwertvergleich mit t-Test, Vergleich der Mediane mit Wilcoxon

Rangsummentest)
Gruppen p-Wert
B. lactis (A) Plazebo (B) Vergleich

Score TO Anzahl der Kinder 36 30

Mittelwert 17,69 17,67 0,97

Median 18,5 18,0 0,74
Score T1 Anzahl der Kinder 36 32

Mittelwert 18,26 18,52 0,69

Median 19,0 19,5 0,68
Score T2 Anzahl der Kinder 31 30

Mittelwert 19,58 19,38 0,74

Median 20,5 20,5 0,62
Score T3 Anzahl der Kinder 30 28

Mittelwert 20,25 20,00 0,59

Median 21,0 21,0 0,73

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die klinischen Scorewerte der Kinder
im Verlauf im Mittel kontinuierlich zunehmen, wobei sich ein Unterschied zwischen
der B. lactis-Gruppe und der Plazebo-Gruppe tendenziell im Mittelwert, nicht aber im
Median andeutet. Weder im parametrischen noch im verteilungsfreien Test ist jedoch
ein signifikanter Unterschied in der Scorewertentwicklung erkennbar.
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4.4 Gewichtsverlauf und enterales Nahrungsvolumen und
Art der Nahrung in den ersten 3 Lebenswochen

In die statistische Auswertung wurden nur die Kinder einbezogen, deren Daten bis
zum 21. Lebenstag vollstandig erfasst werden konnten. Von 26 Kindern der B. lactis-
Gruppe und von 23 Kindern der Plazebo-Gruppe waren alle erforderlichen Daten
vollstandig erfasst worden.

441 Gewichtsverlauf in den ersten 3 Lebenswochen

Von 26 Kindern der B. lactis-Gruppe und 23 Kindern der Plazebo-Gruppe sind in
Abb. 3 die Einzelverldufe des Koérpergewichts in Gramm in den ersten 21 Lebens-
tagen dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass ein Kind der B. lactis-Gruppe ein
verhaltnismaRig hohes Geburtsgewicht und ein Kind der Plazebo-Gruppe ein relativ
niedriges Geburtsgewicht hat.
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Abb. 3: Einzelverlaufe des Kérpergewichts (rot = B. lactis-, blau = Plazebo-Gruppe)
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Das mittlere Geburtsgewicht betragt in der B. lactis-Gruppe 1474,8 g + 310,1 (SD)
und in der Plazebo-Gruppe 1414,1 g + 323,4 (SD). Das Geburtsgewicht ist im Mittel
in der B. lactis-Gruppe um 60,7 g héher als in der Plazebo-Gruppe (Abb. 4) .Der
Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,506).
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Abb. 4: Geburtsgewicht in der B. lactis- (A) und in der Plazebo-Gruppe (B)

Bis zum 3. Behandlungstag (B. lactis-Gruppe) bzw. 4. Lebenstag (Plazebo-Gruppe)
féllt das Geburtsgewicht im Mittel um knapp 50 g ab. Danach steigt es im Mittel stetig
an, wobei ab dem 5. — 6. Lebenstag der Anstieg mit durchschnittlich 27 g pro Tag
annahernd linear ist (Abb. 6).

In der B. lactis-Gruppe dauert es im Durchschnitt 0,19 Tage langer bis zum Wieder-
erreichen des Geburtsgewichtes (Abb. 5). Der Unterschied ist bei weitem nicht
statistisch signifikant (p = 0,85, zweiseitiger Test).



Ergebnisse 30

D 154 .
u
0n c |
[}]
'58 ]
gﬂ.’ = [
-Sw 10— - -
'EE m m -
£ e =
gq;, =T ‘_d-.!—R-\_\_\_
gg’ [] |
St 59 = —__—____“'_-n_ﬂ-—
_g [ ] m
(]
& .- [ _
- - u
0
B

Studiengruppe

Abb. 5: Tag an dem das Geburtsgewicht nachhaltig wieder erreicht wurde. B. lactis- (A), Plazebo-
Gruppe (B)

Der nahezu parallele Verlauf des Kdérpergewichts beider Gruppen in den ersten 21
Lebenstagen ist in der Abbildung 6 gut zu erkennen.

Kinder mit einem geringeren Geburtsgewicht, die in der Studie verblieben sind, neh-
men relativ und tendenziell auch absolut starker zu als Kinder mit etwas héherem
Geburtsgewicht. Die Kinder der Plazebo-Gruppe nehmen im Mittel etwas mehr zu als
die Kinder der B. lactis-Gruppe.
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Abb. 6: Mittelwertverlauf des Kérpergewichts (rot = B. lactis-, blau = Plazebo-Gruppe)
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Am 21. Lebenstag betrédgt das mittlere Kérpergewicht in der B. lactis-Gruppe
1864,2 g + 306,5 (SD) und in der Plazebo-Gruppe 1818,3 g £ 321,8 (SD). Das mitt-
lere Kérpergewicht in der B. lactis-Gruppe ist um 45,9 g héher als das in der Pla-
zebo-Gruppe (Abb. 7). Der Unterschied ist erwartungsgemal nicht signifikant
(p=0,611).
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Abb. 7: Korpergewicht am 21. Lebenstag in der B. lactis- (A) und Plazebo-Gruppe (B)

Die Abhéngigkeit des Kdérpergewichtes an Tag 21 vom Geburtsgewicht kann recht
gut durch eine quadratische Regression beschrieben werden. Nach Adjustierung
beziuglich des Ko&rpergewichtes an Tag 0 liegen die beiden Kurven praktisch
Ubereinander (Abb. 8).

Nach Adjustierung fiir das etwas unterschiedliche mittlere Geburtsgewicht betragt der
Unterschied im Kérpergewicht an Tag 21 zwischen beiden Gruppen 6,23 g. Der
Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p = 0,72).
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Abb. 8: Korpergewicht am 21. Lebenstag in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht und von B. lactis
oder Plazebo-Gabe (rot = B. lactis-, blau = Plazebo-Gruppe)

Insgesamt erhielten 46 der 69 (66,7 %) Frihgeborenen in unserer Studie im Verlauf
der Studienperiode fur zwei Tage oder langer Antibiotika, in der B. lactis-Gruppe 25
von 37 (67,6) %), in der Plazebo-Gruppe 21 von 32 (65,6 %). Der Unterschied zwi-
schen den beiden Gruppen ist nicht statistisch signifikant (p = 0,86). In beiden Grup-
pen mit vollstandigen Verlaufen bis zum 21. Lebenstag haben knapp 40 % der Kin-
der Antibiotika innerhalb der ersten 24 Lebensstunden erhalten (Tab. 5). Von den 49
Kindern mit vollstdndigen Verlaufen erhielten insgesamt 34 (69,4 %) zwei oder mehr
Tage wahrend der Interventionsperiode Antibiotika, in der B-lactis-Gruppe 19 von 26
(73,1 %) und in der Plazebo-Gruppe 15 von 23 (65,2 %). Der Unterschied zwischen
den Gruppen ist statistisch nicht signifikant (p = 0,55).

Tab. 5: Applikation von Antibiotika in der B. lactis- (A) und der Plazebo-Gruppe (B) innerhalb der
ersten 24 Lebensstunden

ohne Antibiotika mit Antibiotika

Gruppe Anzahl Kinder Anzahl Kinder n
(%) (%)

B. lactis (A) 16 (61,54) 10 (38,46) 26

Plazebo (B) 14 (60,87) 9 (39,13) 23

Alle Kinder 30 19 49




Ergebnisse

33

Die Kinder der B. lactis-Gruppe haben wahrend der ersten 3 Lebenswochen im Mittel
an insgesamt 5,5 Tagen Antibiotika bekommen, die Kinder der Plazebo-Gruppe an
5,3 Tagen (Abb. 9). In beiden Gruppen ist die Haufigkeit der Antibiotikagabe sowohl
innerhalb der ersten 24 Stunden wie auch im Verlauf gut vergleichbar.
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Abb. 9: Anzahl der Tage mit Antibiotikagabe, B. lactis- (A), Plazebo-Gruppe (B)
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Abb. 10:

Koérpergewicht (g) Tag 21 Predicted

Prognostiziertes und aktuelles Kérpergewicht (g) am 21. Lebenstag bei Frilhgeborenen,
die Antibiotika erhielten (rot = B. lactis- n = 25, blau = Plazebo-Gruppe n = 21) p < 0,001,

RSquare = 0,89, Root

Mean Square Error = 105,86
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Das Kdrpergewicht an Tag 21 kann aus dem Geburtsgewicht und der Zahl der Tage
mit antibiotischer Therapie mit einer Standardabweichung von 106 g recht gut
prognostiziert werden. Die antibiotische Therapie hat einen statistisch gesicherten
Einfluss (p = 0,001); pro Tag unter antibiotischer Therapie wird ein negativer Einfluss
von 12,9 g auf das Koérpergewicht geschéatzt (s. Abb. 10).

4.4.2 Verlauf des enteralen Nahrungsvolumens und Art der Milch-
nahrung in den ersten 3 Lebenswochen

Die Abb. 11 zeigt die Einzelverldufe des enteralen Nahrungsvolumens. Es fallt auf,
dass bei einzelnen Kindern das enterale Nahrungsvolumen einige Tage lang nicht
ansteigt.
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Abb. 11:  Einzelverlaufe des enteralen Nahrungsvolumens (ml/Tag) von Geburt bis zum 21. Lebens-
tag (rot = B. lactis-, blau = Plazebo-Gruppe)

Das enterale Nahrungsvolumen steigt bis etwa zum 9. Lebenstag im Mittel steil an.
Ab dem 10. Lebenstag ist der weitere Anstieg im Mittel ann&hernd linear, aber deut-
lich flacher.
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Im mittleren Verlauf ist das enterale Nahrungsvolumen in der B. lactis-Gruppe
tendenziell geringer als in der Plazebo-Gruppe (Abb. 12). Dies wird bei der medianen
Verlaufsdarstellung noch deutlicher (Abb. 13).

Das enterale Nahrungsvolumen ist in der B. lactis-Gruppe am ersten Lebenstag um
4,9 ml im Durchschnitt geringer als in der Plazebo-Gruppe. Der Unterschied ist statis-
tisch nicht signifikant (p = 0,45). Das enterale Nahrungsvolumen am 21. Lebenstag
ist in der B. lactis-Gruppe um 4,5 ml geringer im Vergleich zur Plazebo-Gruppe.
Erwartungsgemaly ist dieser Unterschied ebenfalls statistisch nicht signifikant
(p = 0,82). Auch im anschlielfenden Wilcoxon Rangsummentest ist kein Hinweis auf
einen Unterschied erkennbar (p = 0,97).
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Abb. 12: Mittelwertverlauf des enteralen Nahrungsvolumens (ml/Tag) rot = B. lactis-, blau =
Plazebo-Gruppe
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Abb. 13: Medianer Verlauf des enteralen Nahrungsvolumens (ml/Tag) rot = B.lactis-,
blau = Plazebo-Gruppe

Im gesamten Zeitraum ist das enterale Nahrungsvolumen in der B. lactis-Gruppe im
Durchschnitt um 98,75 ml geringer als in der Plazebo-Gruppe (Abb. 14). Der Unter-
schied ist statistisch nicht signifikant (p = 0,74).
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Abb. 14; Vergleich des gesamten enteralen Nahrungsvolumens (ml) bis Tag 21, B. lactis- (A), Pla-
zebo-Gruppe (B)
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Vergleicht man die Anzahl der Tage, an denen die Kinder der beiden Gruppen als
enterale Nahrung nur Muttermilch bekommen haben, ergibt sich, dass Kinder der
Plazebo-Gruppe im Durchschnitt 1,47 Tage langer nur Muttermilch bekommen haben
als Kinder der B. lactis-Gruppe. Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant
(p =0,51).

In der B. lactis-Gruppe haben 3 Kinder Uber eine bestimmte Anzahl von Tagen nur
Frihgeborenennahrung erhalten, in der Plazebo-Gruppe 2 Kinder. In jeder Gruppe
hat je ein Kind Uber die gesamten 21 Tage nur Formula (anfangs Alfaré, dann Frih-
geborenennahrung) bekommen. Insgesamt ist der Unterschied in der Art der Nah-
rung statistisch nicht signifikant (p = 0,76, Wilcoxon Rangsummentest).

Die Art der Milchnahrung hat keinen Einfluss auf die aufgenommene Menge. Aller-
dings ist die Anzahl der Kinder, die keine Muttermilch bekamen, sehr gering. Es be-
steht jedoch neben dem Einfluss des Geburtsgewichts auch ein statistisch signifikan-
ter Einfluss der Antibiotikagabe auf das Gesamtvolumen der enteralen Nahrungsauf-
nahme wéhrend der ersten drei Lebenswochen.

4.4.3 Zusammenfassung

Die Kinder der B. lactis-Gruppe sind bei Geburt im Mittel ca. 60 g schwerer als die
Kinder der Plazebo-Gruppe (p = 0,51; ns).

Bis zum 3. (B. lactis-Gruppe) bzw. 4. Lebenstag (Plazebo-Gruppe) fallt das Kdérper-
gewicht im Vergleich zum Geburtsgewicht um knapp 50 g ab. Danach steigt es im
Mittel stetig an, wobei ab dem 5. — 6. Lebenstag der Anstieg mit durchschnittlich 27 g
pro Tag anndhernd linear ist. Kinder mit einem geringeren Geburtsgewicht, die in der
Studie verblieben sind, nehmen relativ und tendenziell auch absolut starker zu als
Kinder mit etwas héherem Geburtsgewicht.

Die Kinder der Plazebo-Gruppe nehmen im Mittel pro Zeiteinheit etwas mehr zu als
die Kinder der B. lactis-Gruppe. Am 21. Lebenstag sind die Kinder der B. lactis-
Gruppe im Mittel um 45,9 g schwerer als die Kinder der Plazebo-Gruppe.

Nach Adjustierung fur das etwas unterschiedliche mittlere Geburtsgewicht betrégt der
Unterschied im Kérpergewicht am 21. Lebenstag zwischen beiden Gruppen nur noch
6,23 g (p = 0,72), weit von jeglicher statistischer Signifikanzschranke.

Die Verldufe von Gewicht und enteraler Nahrungsaufnahme sind insgesamt in bei-
den Gruppen jeweils weitgehend parallel. Das enterale Nahrungsvolumen steigt bis
etwa zum 9. Lebenstag im Mittel steil an. Ab dem 10. Lebenstag ist der weitere An-
stieg im Mittel anndhernd linear, aber deutlich flacher.
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Die Art der Milchnahrung hat keinen Einfluss auf den Gewichtsverlauf. Alle Kinder
wurden jedoch vorwiegend mit angereicherter Muttermilch bzw. Spenderinnenmilch
mit in etwa identischen Zusammensetzungen bzw. Qualitaten (Energie-, Protein-,
Kohlenhydratgehalt etc.) ernahrt.

Haufigkeit und Dauer der Applikation von Antibiotika in beiden Gruppen sind gut ver-
gleichbar und nicht statistisch signifikant unterschiedlich. Unabhangig von der
Studiengruppe ist aber die Gabe von Antibiotika negativ korreliert mit der
Koérpergewichtsentwicklung; pro Tag unter Applikation von Antibiotika wird ein negati-
ver Einfluss von 12,9 g auf das Kérpergewicht geschatzt.

4.5 pH-Wert und kurzkettige Fettsduren im Stuhl

Die Probandenzahlen variieren bei den verschiedenen Untersuchungen, da zu den
festgesetzten Untersuchungszeitpunkten nicht von allen Friihgeborenen Stuhlproben
oder ausreichende Mengen an Stuhl fir die jeweilige Untersuchung zur Verfigung
standen.

4.5.1 Stuhl pH-Wert

Der durchschnittliche fakale pH-Wert wahrend der gesamten 3-wdchigen Inter-
ventionsperiode ist bei den Frihgeborenen der B. lactis-Gruppe signifikant niedriger
als bei den Frihgeborenen der Plazebo-Gruppe (5,68 + 0,09 vs. 6,38 + 0,10,
p <0,001) (Abb. 15).

6,6
6,4 p < 0,001
6,2

6,0+

pH-Wert

5,8+

5,61

54

5,2-

B. lactis Plazebo

Abb. 15  Durchschnittlicher pH-Wert der Stihle der Friihgeborenen der B. lactis- und der Plazebo-
Gruppe: wahrend der gesamten 3-wéchigen Interventionsperiode. Die Fehlerleiste stellt
den Standardfehler dar.
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4.5.2 Kurzkettige Fettsauren im Stuhl

In der ersten Woche der Intervention ist der Unterschied der fakalen Gesamt-SCFA-
Konzentration zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe noch nicht statistisch
signifikant (Tab. 6). In der 2. Woche ist der Mittelwert der Gesamt-SCFA-Konzen-
trationen in der B. lactis-Gruppe mit 32,51 + 1,78 vs. 24,54 + 2,17 ymol/g Stuhl im
Vergleich zur Plazebo-Gruppe signifikant (p = 0,013) héher. In der 3. Interventions-
woche ist der Unterschied zwischen den Gruppen mit 47,60 + 3,30 vs. 27,15 + 2,34
pmol/g Stuhl (p = 0,001) noch ausgepragter (Abb. 16). Auch die Konzentration von
Acetat im Stuhl (Tab. 7), welche in beiden Gruppen etwa 90 % der SCFA ausmacht,
ist in der 2. (29,53 + 1,49 vs. 21,55 1,92 ymol/g Stuhl) und 3. Studienwoche (43,35
+ 2,78 vs. 24,18 + 1,65 pmol/g Stuhl, p = 0,001) in der B. lactis-Gruppe signifikant
héher als in der Plazebo-Gruppe (Abb.17 A).

Das geometrische Mittel der molaren Anteile des SCFA-Profils Gber die Gesamtzeit
ist in beiden Gruppen &hnlich (C2:C3:C4.C5; B. lactis-Gruppe: 90:4:3,2:2; Plazebo-
Gruppe: 89,3:5:3:2).

Tab. 6: Mittelwerte der fdkalen Gesamt-SCFA- Konzentrationen und Standardfehler in der B.
lactis- und der Plazebo-Gruppe in der 1., 2. und 3. Woche

Woche Gesamt-SCFA (umol/g Stuhl) = Standardfehler p-Wert
B. lactis-Gruppe Plazebo-Gruppe Vergleich
n=34 n=31
1 20,75 = 2,11 18,64 + 2,57 ns
2 32,51 £ 1,78 2451 + 217 0,013
3 47,60 = 3,30 2715 + 2,34 < 0,001

601 *p<0,06 **p<0,001
50_ *%k%

HH *

30
20

SCFA (umol/g Stuhl)

10+ [ B. lactis-Gruppe n =34
I Plazebo-Gruppe n =31

Woche 1 Woche 2 Woche 3
Interventionsperiode

Abb. 16: Mittelwert der fakalen Gesamt-SCFA-Konzentrationen in den 3 Interventionswochen in der
B. lactis- und der Plazebo-Gruppe. Die Fehlerleiste stellt den Standardfehler dar.
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Tab. 7: Mittelwerte der fakalen Acetat-Konzentrationen und Standardfehler in der B. lactis- und der
Plazebo-Gruppe in der 1., 2. und 3. Woche
Woche Acetat (umol/g Stuhl) * Standardfehler p-Wert
B. lactis-Gruppe Plazebo-Gruppe Vergleich
1 18,13 %= 1,60 15,61 + 1,96 ns
2 29,53 + 1,49 21,55 £+ 1,92 < 0,001
3 43,35 % 2,78 2418 + 1,65 < 0,001

Die durchschnittlichen Acetat-Konzentrationen im Stuhl von allen 3 Untersuchungs-
zeitpunkten zusammen (Tab. 8) sind sowohl bei Betrachtung der Gesamtgruppen
(33,50 + 2,07 vs. 19,32 £ 1,52 pymol/g Stuhl) als auch bei Betrachtung der Subgrup-
pen, die entweder Antibiotika (33,88 + 3,96 vs. 17,82 + 2,5) oder keine Antibiotika
bekommen haben (3319 + 2,79 umol/g Stuhl vs. 20,94 + 1,81 umol/g Stuhl), in der B.
lactis-Gruppe signifikant héher als in der Plazebo-Gruppe (jeweils p < 0,001) (Abb.

17 B).

Tab. 8:

Mittelwerte und Standardfehler der fakalen Acetat-Konzentrationen insgesamt bei allen

Kindern der B. lactis- (A) und der Plazebo-Gruppe (B) und bei Kindern mit und ohne Appli-

kation von Antibiotika

Acetat im Gesamtzeitraum p-Wert
(umol/g Stuhl) * Standardfehler Vergleich
B. lactis-Gruppe Plazebo-Gruppe
(A) (B)

alle Frihgeborenen
A:n =34 B n = 31 33,50 £ 2,07 19,32 + 1,52 < 0,001
Kinder mit Antibiotika
A:n=23B:n=19 33,88 £ 3,70 17,82 + 2,50 < 0,001
Kinder ohne Antibiotika 3319 + 2.79 2094 + 1,81 < 0,001

A:n=11;B:n=12

Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl, die in der Publikation von Mohan et al. [61]
zu finden ist, korreliert signifikant mit den fékalen Acetat-Konzentrationen (r = 0,243,

p = 0,05).
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Abb. 17: Mittelwert der fékalen Acetat-Konzentrationen in den 3 Interventionswochen in der B.
lactis- und der Plazebo-Gruppe. Die Fehlerleiste stellt den Standardfehler dar. A) in jeder
der 3 Interventionswochen B) in der Interventionsperiode insgesamt bei allen Frih-
geborenen und bei den Frilhgeborenen mit und ohne Antibiotika

4.5.3 Laktat im Stuhl

Die fakale Laktatkonzentration steigt in beiden Gruppen mit zunehmendem Alter an
(Abb. 18A). In allen 3 Interventionswochen ist jedoch der Unterschied der Mittelwerte
der fakalen Laktatkonzentrationen zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe
signifikant (p = 0,001; 0,007 und 0,048) (s. Tab. 9 u. Abb. 18 A). Die durchschnittliche
fakale Laktatkonzentration Uber die gesamte Interventionsperiode ist in der B. lactis-
Gruppe (n = 35) signifikant héher (p = 0,011) als in der Plazebo-Gruppe (n = 31)
(Abb. 18 B). Der Unterschied zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe ist bei
den Frihgeborenen, die keine Antibiotika erhielten (B. lactis-Gruppe n = 11, Plazebo-
Gruppe n = 11) starker ausgepragt (p = 0,009). Bei den Frihgeborenen, die Antibio-
tika erhielten (B. lactis-Gruppe n = 24; Plazebo-Gruppe n = 20) ist der Unterschied
zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe dagegen nicht signifikant (s. Tab. 10
u. Abb. 18 B).

Tab. 9: Mittelwerte der fakalen Laktatkonzentrationen und Standardfehler in der B. lactis- (A) und
der Plazebo-Gruppe (B) in der 1., 2. und 3. Woche

Woche Laktat (mmol/g Stuhl) £ Standardfehler p-Wert
B. lactis-Gruppe (A) Plazebo-Gruppe (B) Vergleich

1 6,75 = 0,99 3,92 + 0,86 0,001

2 11,31 = 1,26 7,02 + 0,85 0,007

3 16,66 + 1,33 11,26 + 1,33 0,048
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Tab. 10: Mittelwerte und Standardfehler der fakalen Laktatkonzentrationen insgesamt bei allen Kin-
dern der B. lactis- (A) und der Plazebo-Gruppe (B) und bei Kindern mit und ohne Appli-
kation von Antibiotika

Laktat im Gesamtzeitraum p-Wert
(mmol /g Stuhl) * Standardfehler Vergleich
B. lactis-Gruppe  Plazebo-Gruppe
(A) (B)
alle Frihgeborenen
A:n =35 B:n = 31 11,43 + 1,37 7,06 £+ 1,14 0,011
Kinder mit Antibiotika
A:n =24 B:n=20 10,81 + 2,43 6,98 + 2,29 ns
Kinder ohne Antibiotika
An=11,B:n=11 12,05 + 1,75 7,15 £ 1,08 0,009

Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl (publiziert von [61]), korreliert signifikant mit
den Laktatkonzentrationen im Stuhl (r = 0,336, p = 0,010). Auch zwischen der Acetat-
und der Laktatkonzentration im Stuhl besteht eine signifikante Korrelation (r = 0,490,
p <0,001).
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_20- . __ 16 wx
g 1o : el . i
(7] N n 12
> 14 o @ {-
?E, 124 ?E, 10—
£ 1g_ *% £ 8+
- o = 6-
S 6 S 4
- -
£ 4 2
4 2- ﬁ T 2
0 0 _
Woche 1 Woche 2 Woche 3 alle Ja Nein
Interventionsperiode Frithgeborenen Antibiotika

O B. lactis-Gruppe n =31
[ Plazebo-Gruppe n =28

Abb. 18: Mittlere fékale Laktatkonzentrationen in den 3 Interventionswochen in der B. lactis- und der
Plazebo-Gruppe. Die Fehlerleiste stellt den Standardfehler dar. A) in jeder der 3 Inter-
ventionswochen; B) Uber die gesamte 3-wdéchige Interventionsperiode bei allen Frihge-
borenen und bei den Frihgeborenen, die Antibiotika erhielten und denen, die keine Anti-
biotika erhielten
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4.6 Sekretorisches Immunglobulin A (slgA) im Stuhl

Die mittlere Konzentration des Gesamt-sIlgA im Stuhl steigt in der B. lactis-Gruppe
(n =19) von der ersten zur zweiten Woche der Intervention von 3,67 £ 0,731 auf 5,94
* 0,67 mg/kg Stuhl an, wahrend in der Plazebo-Gruppe (n = 16) kein Anstieg der Ge-
samt-slgA-Spiegel (3,24 + 0,59 bzw. 3,24 £+ 0,54 mg/kg Stuhl) im Stuhl wahrend der
3-woéchigen Interventionsperiode zu beobachten ist (Tab. 11). Das fuhrt dazu, dass
die mittleren Gesamt-IgA-Konzentrationen in der 2. (5,94 + 0,67 vs. 3,24 + 0,54
mg/kg Stuhl) und 3. Woche (5,73 £ 0,46 vs. 3,54 £ 0,43 mg/kg Stuhl) in der B. lactis-
Gruppe signifikant héher (0,001 bzw. 0,032) sind als in der Plazebo-Gruppe (Abb. 19
A).

Tab. 11:  Mittelwerte und Standardfehler der fadkalen Gesamt-IgA-Konzentrationen der B. lactis- (A)
und der Plazebo-Gruppe (B) in Woche 1, 2 und 3

Woche IgA (mg/kg Stuhl) * Standardfehler p-Wert
B. lactis-Gruppe (A) Plazebo-Gruppe (B) Vergleich
n=19 n=16
1 3,67 = 0,71 3,24 + 0,59 ns
2 594 + 0,67 3,24 + 0,54 0,001
3 573 + 0,46 3,54 + 0,43 0,032

Tab. 12: Mittelwerte und Standardfehler der fékalen silgA-Konzentrationen im Gesamtzeitraum bei
Kindern der B. lactis- (A) und Plazebo-Gruppe (B) insgesamt und mit und ohne Applikation
von Antibiotika

IgA (mg/kg Stuhl) * Standardfehler p-Wert
B. lactis-Gruppe  Plazebo-Gruppe Vergleich
(A) (B)

alle Frihgeborenen
A:n=19: B:n=16 4,40 £+ 0,49 2,47 £ 0,59 <0,05
Kinder mit Antibiotika
An=13 B n=13 3,27 £ 0,85 2,56 + 0,90 ns
Kinder ohne Antibiotika
An=6:B:n=3 592 + 1,46 2,38 + 0,82 <0,05

Die durchschnittliche fakale Konzentration des Gesamt-slgA Uber die gesamte
Studienperiode (Tab. 12) ist in der B. lactis-Gruppe (n = 19) fast doppelt so hoch wie
in der Plazebo-Gruppe (n = 16): 4,40 + 0,49 vs. 2,47 + 0,59 mg/kg Stuhl; p < 0,05
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(Abb. 19 B). Bei separater Betrachtung der Friihgeborenen, die Antibiotika erhielten
(B. lactis-Gruppe n = 13, Plazebo-Gruppe n = 13) und derjenigen, die keine Anti-
biotika erhielten (B. lactis-Gruppe n = 6; Plazebo-Gruppe n = 3), zeigt sich, dass der
Unterschied in der Konzentration des Gesamt-sigA im Stuhl zwischen der B. lactis-
und der Plazebo-Gruppe nur in der Subgruppe ohne Antibiotikagabe signifikant ist
(5,92 £ 1,46 vs. 2,38 £ 0,82 mg/kg Stuhl; p = 0,018). In der Subgruppe, die
Antibiotika bekommen hatte, ist der Unterschied zwischen der B. lactis- und der
Plazebo-Gruppe dagegen nicht signifikant (3,27 £ 0,85 vs. 2,56 + 0,90 mg/kg Stuhl)
(Abb. 19 B).

Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl korreliert nicht signifikant mit dem Gesamt-

slgA im Stuhl [61]. Es ist jedoch ein Trend zu einer positiven Korrelation erkennbar
(r=0,344, p = 0,08).
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Abb. 19:  Mittlere fékale Gesamt-slgA-Konzentrationen in den 3 Interventionswochen in der B. lactis-
und der Plazebo-Gruppe. Die Fehlerleiste stellt den Standardfehler dar. A) in jeder der 3
Interventionswochen; B) Uber die gesamte 3-wdchige Interventionsperiode bei allen Friih-
geborenen und bei den Frihgeborenen, die Antibiotika erhielten und denen, die keine Anti-
biotika erhielten

4.7 Calprotectin im Stuhl

Die durchschnittiche Konzentration des non-invasiven Entziindungsparameters
Calprotectin im Stuhl Uber die gesamte Interventionsperiode (Tab. 13) ist in der B.
lactis-Gruppe (n = 34) signifikant niedriger als in der Plazebo-Gruppe (n = 29):
269,77 + 26,71 vs. 350,00 + 31,19 mg/kg Stuhl; p = 0,041 (Abb. 20). Bei separater
Betrachtung der Subgruppen mit und ohne Antibiotikagabe zeigt sich, dass der
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Unterschied zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe nur bei Friihgeborenen,
die keine Antibiotika bekamen, statistisch signifikant ist (250,61 £ 29,93 vs. 378,44 +
38,43 mg/kg Stuhl; p = 0,007), wahrend der Unterschied zwischen der B. lactis- und
der Plazebo-Gruppe bei Frihgeborenen, die Antibiotika erhielten, statistisch nicht
signifikant ist (289,73 £ 46,78 vs. 325,84 + 56,99 mg/kg Stuhl; p > 0,05) (Tab. 13 und
Abb. 20).

Tab. 13: Mittelwerte und Standardfehler der fékalen Calprotectin-Konzentrationen im Gesamtizeit-
raum bei Kindern der B. lactis- (A) und Plazebo-Gruppe (B) insgesamt und mit und ohne
Applikation von Antibiotika

Calprotectin p-Wert
(mg/kg Stuhl) £ Standardfehler Vergleich
B. lactis-Gruppe Plazebo-Gruppe
(A) (B)

alle Frihgeborenen
A:n=34:B:n =29 269,77 + 26,71 350,75 + 31,19 0,041
Kinder mit Antibiotika
A:n=24:B:n=18 289,73 + 46,78 325,84 + 56,99 ns
Kinder ohne Antibiotika | 550 51 4 2993 37844 + 3843 0,007
A:n=10;B:n=11
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Abb. 20: Mittlere fakale Calpropectinkonzentrationen lber die gesamte 3-wdchige Interventionspe-
riode bei allen Frilhgeborenen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe und bei den Frih-
geborenen, die Antibiotika erhielten und denen, die keine Antibiotika erhielten. Die Fehler-
leiste stellt den Standardfehler dar.
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5 Diskussion

5.1 Vertrdaglichkeit und Sicherheit von Bifidobacterium
lactis Bb12 und Einfluss dieses Stammes auf Ge-
wicht, Antibiotikagabe und klinischen Gesamtzustand
der Friihgeborenen

Das Erndhrungskomitee der European Society for Pediatric Gastroenterlogy, Hepa-
tology and Nutrition (ESPGHAN) fordert aus Sicherheitsgriinden bei Sauglingen nur
solche Bakterien als Probiotika einzusetzen, deren Identitdt und genetische Stabilitat
durch Kultur- und molekulare Methoden nachgewiesen ist und die fur die vorgese-
hene Verwendung als allgemein sicher angesehen werden kdénnen (engl. Generally
Recognized as Safe, Abk. GRAS) [22]. Das gilt insbesondere fur Frihgeborene, die
wegen der Unreife ihres Abwehrsystems ein besonders hohes Risiko fir mdgliche
Nebenwirkungen probiotischer Bakterien wie z.B. Infektionen haben. Der probioti-
sche Stamm Bifidobacterium lactis Bb12 (B. lactis Bb12) gehoért zu den wenigen
probiotischen Stdmmen mit vollstdndig entschlisselter DNS-Sequenz seines Ge-
noms. Ein von einem internationalen Expertenteam erarbeitetes Exposé, welches
anhand von Daten darlegt, dass Bakterien des Stammes B. lactis Bb12 als Zusatz zu
Sauglingsanfangsnahrungen ,GRAS" sind, wurde von Nestlé der amerikanischen
Food and Drug Administration (FDA) zur Stellungnahme vorgelegt. Nach eingehen-
der Prufung der vorgelegten und anderer verfugbarer Daten hatte diese keine weite-
ren Fragen bzgl. der Einschatzung von B. lactis Bb12 als GRAS fir junge Sauglinge
(GRAS Notice No. GRN 000049). Die gut dokumentierte Sicherheit des Zusatzes von
B. lactis Bb12 zu S&uglingsmilch und die in randomisierten, kontrollierten klinischen
Studien mit alteren Sauglingen und Kleinkindern gezeigten Wirkungen dieses Stam-
mes wie z.B. Stimulation der intestinalen Schleimhautimmunitat [28] und Pravention
akuter Durchfallerkrankungen [74] lassen ihn als geeigneten Kandidaten fiir den Ein-
satz als Probiotikum bei Friihgeborenen erscheinen. Die in der vorliegenden Arbeit
ausgewertete Studie ist, soweit bekannt, die erste abgeschlossene klinische Studie,
in der B. lactis Bb12 bei Frihgeborenen eingesetzt wurde.

Die Strukturgleichheit der B. lactis-Gruppe und der Plazebo-Gruppe bezlglich aller
nicht kontrollierbaren Faktoren ist durch die geschichtete Randomisierung und den
statistischen Vergleich der Randomisierungsparameter sowie der klinischen Score-
werte der beiden Gruppen zu Studienbeginn gewahrleistet.

Die Studie war nicht darauf ausgerichtet, explizit die Sicherheit von B. lactis Bb12 zu
prifen. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass alle Friihgeborenen die Verabreichung
von B. lactis Bb12 in der verwendeten Dosis (Tag 1 bis 3: 1,6 x 109, 2,4 x 109, 3,2 X
10°, und ab Tag 4: 4,8 x 10° Bakterien pro Tag) ohne Probleme tolerierten. Das war
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auch bei frihem Beginn der Verabreichung von B. lactis Bb12 innerhalb der ersten
24 Lebensstunden der Fall. Die Gabe von B. lactis Bb12 als Nahrungserganzung
hatte keinen negativen Einfluss auf den enteralen Nahrungsaufbau. Es ist jedoch wie
in den Studien von Reuman et al. [71] und Millar et al. [60] auch kein positiver Effekt
der Probiotika-Supplementierung auf den enteralen Nahrungsaufbau nachweisbar.
Das steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der von Deshpande et al. [20] durch-
gefuhrten Analyse der gepoolten Daten von 3 doppelblinden, randomisierten,
kontrollierten Einzelstudien [7; 47; 57] mit insgesamt 316 Frihgeborenen. Die Ergeb-
nisse dieser Meta-Analyse zeigten, dass die Zeitspanne von Geburt bis zum Errei-
chen der vollstdndigen enteralen Erndhrung bei der Probiotika-Gruppe signifikant
kirzer ist (gewichtete mittlere Differenz —2,74 Tage, 95 %Cl —4,98 bis —0,51) als bei
der Kontrollgruppe. Grinde daftr, warum in der hier ausgewerteten Studie kein
positiver Einfluss der enteralen Verabreichung von Probiotika auf den enteralen Nah-
rungsaufbau nachweisbar ist, kénnten die geringe Probandenzahl und ein héheres
mittleres Geburtsgewicht bei Studienbeginn im Vergleich zu dem der Friihgeborenen,
die in die Meta-Analyse einbezogen wurden, sein. Auch der gute klinische Gesamt-
zustand der meisten Frihgeborenen und die Erndhrung nahezu aller Frihgeborenen
mit Muttermilch (oder Spenderinnenmilch in Kombination mit Muttermilch), die selbst
von sehr unreifen Frihgeborenen in der Regel schon friihzeitig gut toleriert wird und
einen frihen zigigen enteralen Nahrungsaufbau erlaubt, kénnten dazu beigetragen
haben, dass in dieser Studie im Gegensatz zu der Meta-Analyse von Deshpande et
al. [20] kein signifikanter Unterschied im enteralen Nahrungsaufbau zwischen der
Probiotika- und der Plazebo-Gruppe nachweisbar ist.

Wie erwartet, verursachte die Verabreichung von B. lactis Bb12 bei den Friihgebore-
nen keinen einzigen Fall einer Infektion. Es wurden auch keine anderen unerwiinsch-
ten Nebenwirkungen der Applikation von B. lactis Bb12 beobachtet. Der fehlende
Unterschied in der Drop-out-Rate zwischen der B. lactis- und der Plazebo-Gruppe
(27,02 % vs.18,75 %; p = 0,88) kann ebenfalls als Zeichen fur die gute Vertraglichkeit
der Supplementation von B. lactis Bb12 gewertet werden. Es muss jedoch angemerkt
werden, dass in dieser Studie nur wenige der Frilhgeborenen schwer krank waren
und nur 14,5 % (10/69) aller Friihgeborenen ein extrem niedriges Geburtsgewicht <
1000 g hatten, in der B. lactis-Gruppe 13,5 % (5/37) und in der Plazebo-Gruppe
15,6 % (5/32). Zudem wurden, wie bereits erwahnt, nahezu alle Friihgeborenen mit
Muttermilch erndhrt, die zahlreiche anti-mikrobielle, anti-entzlindliche und immun-
modulierende Faktoren enthélt, die fir Frihgeborene wegen der Unreife ihres
Immunsystems besonders wertvoll sind.

Die Mittelwertsverldufe des Kérpergewichts der beiden Studiengruppen wahrend der
ersten 3 Lebenswochen sind weitgehend parallel. Nach Adjustierung beziglich des
Geburtsgewichts sind die Kinder der B. lactis Gruppe am 21. Lebenstag im Durch-
schnitt 6,23 g leichter als die Kinder der Plazebo-Gruppe, bei weitem kein statistisch
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signifikanter Unterschied (p = 0,72). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den
Ergebnissen der Studien von Reuman et al. [71] und Millar et al. [60], die ebenfalls
keinen positiven Einfluss der enteralen Gabe von Probiotika (in diesem Fall Lacto-
bacillus GG) auf den Gewichtsverlauf Frihgeborener zeigen. Im Gegensatz dazu
beobachteten Kitajima et al. [47] in ihrer Studie bei VLBW-Frihgeborenen, die
Bifidobacterium breve (0,5 x 10° cfu B. breve YIT 4010/Tag Uber 4 Wochen) erhiel-
ten, eine bessere Gewichtszunahme im Vergleich zu der Plazebo-Gruppe. Der Unter-
schied in der wéchentlichen Gewichtszunahme zwischen der B. -breve- und der Pla-
zebo-Gruppe war aber erst ab der 4. Lebenswoche signifikant. In den ersten 3
Lebenswochen, dem Zeitraum, den die in der vorliegenden Arbeit ausgewertete
Studie erfasst hat, bestand noch kein signifikanter Unterschied in der wdchentlichen
Gewichtszunahme zwischen den beiden Gruppen.

Die Studienergebnisse zeigen, dass die Antibiotikagabe einen statistisch signifikan-
ten Einfluss (p =0,001) auf das Kd&rpergewicht an Tag 21 hat. Pro Tag unter
Antibiotikabehandlung wird ein negativer Einfluss von 12,9 g auf das Kdérpergewicht
geschatzt. Das steht im Einklang mit dem statistisch signifikanten negativen Einfluss
der Antibiotikagabe auf das Gesamtvolumen der enteralen Nahrung wahrend der 3-
wochigen Interventionsperiode und der Beobachtung, dass kranke Frihgeborene
allgemein schlechter gedeihen als gesunde.

Insgesamt erhielten 46 der 69 (66,7 %) Frihgeborenen im Verlauf der Studienpe-
riode fir zwei Tage oder langer Antibiotika, in der B. lactis-Gruppe 25 von 37
(67,6 %), in der Plazebo-Gruppe 21 von 32 (65,6 %) (p = 0,86). In beiden Gruppen
mit vollstdndigen Verldufen bis zum 21. Lebenstag haben knapp 40 % der Kinder
Antibiotika innerhalb der ersten 24 Lebensstunden erhalten. Insgesamt erhielten von
den 49 Kindern mit vollstdndigen Verlaufsdaten 69,4 % der Kinder einige oder meh-
rere Tage wahrend der Interventionsperiode Antibiotika, in der B. lactis-Gruppe (n =
26) 73,1 %, in der Plazebo-Gruppe (n = 23) 65,2 %. Der Unterschied war statistisch
nicht signifikant (p = 0,55).

Die Kinder der B. lactis-Gruppe haben wahrend der ersten 3 Lebenswochen im Mittel
an insgesamt 5,5 Tagen Antibiotika bekommen, die Kinder der Plazebo-Gruppe an
5,3 Tagen. Die gute Vergleichbarkeit der beiden Gruppen in der Haufigkeit der
Antibiotikagabe und der Anzahl der Tage, an denen Antibiotika verabreicht wurden,
kann als ein Zeichen daflir angesehen werden, dass die Haufigkeit und der Schwere-
grad von Infektionen in beiden Studiengruppen ahnlich waren. Andere prospektive,
randomisierte, kontrollierte Studien fanden ebenfalls keinen signifikanten Einfluss der
enteralen Verabreichung von Probiotika auf den Antibiotikabedarf [47] oder auf
Infektionen [7; 18; 59; 88]. .In einer prospektiven, randomisierten Plazebo-kontrollier-
ten Studie von Lin et al. [52] wurde allerdings bei Frilhgeborenen, die Probiotika (B.
infantis und L. acidophilus) bekamen, eine signifikant (p = 0,03) niedrigere Sepsisrate
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im Vergleich zu der Plazebo-Gruppe beobachtet. Eine Meta-Analyse [20] der Daten
von 6 doppelblinden, randomisierten, kontrollierten Einzelstudien mit Frihgeborenen,
zu denen auch die Studie von Lin et al. gehdrte, zeigte jedoch keinen signifikanten
Unterschied des Risikos fiir Sepsis zwischen der Probiotika- und der Plazebo-
Gruppe (p = 0,33).

Die mittleren klinischen Scorewerte, die innerhalb der ersten 24 Lebensstunden
ermittelt wurden, sind bei den Frihgeborenen der beiden Gruppen identisch (17,69
von 21 moglichen Punkten fur die B. lactis-Gruppe und 17,67 fir die Plazebo-
Gruppe). Der relativ hohe Scorewert am ersten Lebenstag zeigt, dass der klinische
Gesamtzustand der meisten Frihgeborenen bei Studienbeginn relativ gut war. Die
mittleren und medianen klinischen Scorewerte steigen in beiden Gruppen bis zur 3.
Lebenswoche kontinuierlich an. Das zeigt die weitere Stabilisierung des klinischen
Gesamtzustands der Frihgeborenen im Verlauf der ersten Lebenswochen. Zu kei-
nem Zeitpunkt besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studien-
gruppen in den durchschnittlichen und medianen Scorewerten (p immer > 0,5, d.h.
deutlich von der Signifikanzgrenze 0,05 entfernt). Daraus l&sst sich schlielen, dass
die enterale Verabreichung von B. lactis Bb12 keinen Einfluss auf den klinischen
Gesamtzustand hat.

5.2 Einfluss von Bifidobacterium lactis Bb12 auf die bak-
teriellen Fermentationsprodukte und den pH-Wert im
Stuhl

Anaerobe Bakterien produzieren durch Fermentation von Kohlenhydraten und Protei-
nen im Kolon organische S&uren, vor allem kurzkettige Fettsduren (SCFA) und Lak-
tat. Mehr als 95 % der SCFA werden resorbiert und erscheinen daher nicht im Stuhl.

Die 3 Haupt-Fettsduren sind Essig-, Propion- und Buttersdure bzw. deren Salze
(Acetat, Propionat und Butyrat). Sie dienen den Epithelzellen des Dickdarms als
Energiequelle, spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Proliferation und
Differenzierung der Kolonozyten und stimulieren die Natrium- und Wasserresorption
aus dem Kolon [70; 81; 83]. AulRerdem wird durch die Produktion von SCFA und Lak-
tat der pH-Wert im Kolon reduziert, wodurch das Wachstum von potentiell pathoge-
nen Bakterien gehemmt wird.

In den ersten Lebenstagen enthélt der Dickdarm noch sehr wenige Bakterien, die
aus der Nahrung stammende oder endogene Substrate abbauen. Aufderdem ist in
dieser Lebensperiode die Verfugbarkeit an exogenen Substraten wegen der noch
geringen enteralen Nahrungszufuhr begrenzt. Daher ist keine nennenswerte SCFA-
und Laktat-Produktion zu erwarten bevor sich nicht anaerobe Bakterien im Dickdarm
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des Neugeborenen ansiedeln [92] und die enterale Milchzufuhr ansteigt. Bei gesun-
den Reifgeborenen erfolgt die bakterielle Besiedlung des Kolons nach der Geburt
sehr rasch. Zuerst siedeln sich fakultativ anaerobe Bakterien an, vor allem E. coli und
Streptokokken, gefolgt von anaeroben Bakterien, welche gegen Ende der ersten
zwei Lebenswochen die dominanten Bakterien im Kolon sind [83]. Man nimmt an,
dass die fakultativ aeroben Bakterien durch Verbrauch von Sauerstoff das relativ
hohe Oxidations-Reduktions-Potential im Kolon Neugeborener (zwischen 0 und +200
mV im Vergleich zu ca. —300 mV bei Erwachsenen) reduzieren und so die Voraus-
setzung fur die Ansiedlung anaerober Bakterien schaffen [66].

Bei Frihgeborenen treffen oft mehrere Faktoren zusammen, welche die normale
mikrobielle Darmbesiedlung beeintrachtigen wie z.B.

e Geburt durch Sectio caesarea

e strikte HygienemalRnahmen auf der Intensivstation
e Unreife der gastrointestinalen und Immunfunktionen
e Antibiotikagabe und

o fehlende oder geringe enterale Milchzufuhr in den ersten Lebenstagen [56; 83].

Die Folgen sind sehr geringe Zahlen von Bakterienspezies im Kolon in den ersten 10
Lebenstagen, verzégerte Besiedlung mit Bifidobacteria und Lactobacilli und vermin-
derte Anzahl dieser fur den Wirt nitzlichen Bakterien sowie vorwiegende Besiedlung
mit Hospitalkeimen [80; 83; 94]. Mehrere randomisierte, kontrollierte Studien zeigen,
dass die Darmflora Frihgeborener durch enterale Verabreichung von Probiotika
moduliert werden kann und sich die enteral applizierten probiotischen Bakterien
zumindest voribergehend im Kolon ansiedeln [1; 2; 47; 60; 88]. Bisher wurden je-
doch erst wenige Studien publiziert, welche den Einfluss von Probiotika auf die féka-
len SCFA- und Laktat-Konzentrationen bei Frihgeborenen untersuchten, obwonhl
wahrscheinlich fur Frihgeborene mit einem Gestationsalter < 34 Wochen die SCFA-
Produktion wichtiger als fir jede andere Altersgruppe ist [83].

Bei Frihgeborenen ist die Laktoseverdauung im Dinndarm wegen der noch nicht
voll entwickelten Laktaseaktivitat eingeschrankt [46]. Durch die bakterielle Fermenta-
tion von unverdauter Laktose im Kolon und die Utilisierung der dabei gebildeten
SCFA wird der Energieverlust durch Ausscheidung von unverdauter Laktose im Stuhl
reduziert [45; 83]. AuRerdem sind SCFA eine wichtige Energiequelle fir die Epithel-
zellen des Kolons [27; 46]. Daruber hinaus wird durch die Produktion von SCFA und
Laktat der pH-Wert im Kolon reduziert, wodurch das Wachstum von Faulnisbakterien
und anderen potentiell schadlichen Bakterien gehemmt wird [22]. Auch das ist fur
Frihgeborene, die auf Grund des noch unreifen Abwehrsystems besonders anfallig
fur Infektionen sind und deren Entgiftungskapazitat eingeschrankt ist, von Vorteil.
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Nach Recherche der Literatur wurde bisher nur eine Studie publiziert, welche den
Einfluss der oralen Verabreichung von Lactobacillus GG auf die fakalen SCFA-
Konzentrationen bei Friihgeborenen untersuchte [83]. Die Studie zeigte, dass sich
bei 9 der 10 Frihgeborenen, die innerhalb der ersten 3 Lebenstage als Erganzung
zu ihrer Milchnahrung tber zwei Wochen zweimal taglich 10® cfu Lactobacillus GG
erhielten, dieser Stamm im Kolon ansiedelte. In den fédkalen SCFA-Konzentrationen
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, die ent-
weder Lactobacillus GG oder Plazebo erhielten, wahrend der ersten 4 Lebens-
wochen gefunden werden. Die in der vorliegenden Arbeit ausgewertete Studie ist die
erste klinische Studie, in der der Einfluss der Applikation von B. lactis Bb12 auf die
fakalen SCFA- und Laktat-Konzentrationen Friihgeborener untersucht wurde.

Die fakalen mittleren Gesamt-SCFA-Konzentrationen wahrend der gesamten 3 Inte-
ventionswochen sind in der B. lactis-Gruppe, die eine Dosis von B. lactis Bb12 von
taglich 1,6 x 10%, 2,4 x 10° bzw. 3,2 x 10° Bakterien in den ersten 3 Tagen und ab
Tag 4 von 4,8 x 10° Bakterien erhielt, signifikant hoher (p = 0,001) im Vergleich zur
Plazebo-Gruppe. In Woche 1 ist der Unterschied zwischen den zwei Gruppen noch
nicht signifikant. In Woche 2 und 3 ist der Unterschied dann starker ausgepragt und
statistisch signifikant (umol/g Stuhl: 32,51 + 1,78 vs. 24,54 + 2,17 bzw. 47,60 + 3,30
vs. 27,15 £ 2,34, p = 0,013 bzw. < 0,001). Den Hauptanteil kurzkettiger Fettsduren
stellt sowohl in der B. lactis-Gruppe als auch in der Plazebo-Gruppe die Essigsaure
mit 90 % der fakalen Gesamt-SCFA. Die fékale Acetat-Konzentration wahrend der
gesamten 3 Interventionswochen ist ebenso wie die Konzentration der Gesamt-
SCFA in der B. lactis-Gruppe im Vergleich zur Plazebo-Gruppe signifikant héher
(33,50 £ 2,79 vs. 19,32 + 1,53 pmol/g Stuhl, p = 0,001). Bei dem hohen Anteil von
Essigsdure an den Gesamt-SCFA in beiden Gruppen ist das auch nicht anders zu
erwarten. Dementsprechend verlauft auch die Entwicklung der Acetat-Konzentratio-
nen dhnlich wie die der Gesamt-SCFA-Konzentrationen. In der ersten Interventions-
woche ist der Unterschied in den mittleren fékalen Acetat-Konzentrationen zwischen
den beiden Gruppen noch nicht statistisch signifikant. In der 2. und 3. Interventions-
woche ist der Unterschied zwischen den beiden Gruppen dann starker ausgepragt
als in Woche 1 und statistisch signifikant (umol/g Stuhl: 29,53 + 1,49 vs. 21,55 £ 1,92
bzw. 43,35 + 24,18, p < 0,001 flir Woche 2 und 3). Die Unterschiede zwischen bei-
den Gruppen bleiben auch bei separater Analyse von Kindern, die Antibiotika erhiel-
ten, signifikant (p < 0,001).

In anderen Studien, welche die fdkalen SCFA-Konzentrationen von Friihgeborenen
unter dem Einfluss verschiedener Nahrungen (Muttermilch vs. Nutramigen, eine
laktosefreie Formula [26] bzw. Muttermilch vs. Muttermilch mit Zusatz von Lactoba-
cillus GG [83]) verglichen, war der molare Prozentsatz von Essigsaure an den Ge-
samt-SCFA mit 65 % [26] bzw. 69 % [83] in jeweils beiden Gruppen deutlich niedri-
ger. In der Studie von Favre et al. [26] wiesen die SCFA-Profile bei Friihgeborenen
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mit einem Gestationsalter > 33 Wochen im Gegensatz zu den fdkalen Gesamt-
SCFA-Konzentrationen deutliche Unterschiede zwischen der mit Muttermilch und der
mit Formula erndhrten Gruppe auf, die am 17. Lebenstag signifikant wurden. Ein
Hauptunterschied war ein signifikanter Anstieg der Buttersdurekonzentration (12 %
vs. 30 %) bei den mit Formula erndhrten Kindern. Bei extrem unreifen, mit Mutter-
milch erndhrten Friihgeborenen (Gestationsalter < 33 Wochen) betrug die durch-
schnittliche Konzentration der Gesamt-SCFA im Stuhl weniger als ein Drittel im Ver-
gleich zu der bei gleichfalls mit Muttermilch ernahrten reiferen Friihgeborenen
(7,4 umol/g vs. 24 ymol/g). In unserer Studie waren extrem unreife Friihgeborene
ausgeschlossen, so dass keine Aussagen Uber eine mégliche Beeinflussung von B.
lactis Bb12 auf die fakalen SCFA-Konzentrationen und das SCFA-Profil solcher Kin-
der gemacht werden kénnen.

Die héheren molaren Prozentsdtze von Acetat und Laktat korrelieren gut mit der ho-
hen Anzahl Bifidusbakterien in den Stuhlproben [61]. Bifidusbakterien produzieren
bei der Fermentation von Laktose hauptsachlich Laktat und Acetat. Die fakalen
Konzentrationen von Propionsédure und von Buttersdure sind in der B. lactis-Gruppe
durchweg héher als in der Plazebo-Gruppe (p = 0,040, bzw. p = 0,026). Die Verab-
reichung von B. lactis Bb12 hat jedoch keinen Einfluss auf die fadkalen Konzentratio-
nen von Iso-Valeriansdure und n-Valeriansaure. (die Daten der Konzentrationen von
Propionsaure, Buttersaure, iso-Valeriansdure und Valeriansaure sind in der Arbeit
nicht aufgezeigt). Der geometrische Mittelwert der molaren Anteile des SCFA-Profils
Uber die Gesamtzeit ist fir die B. lactis- und die Plazebo-Gruppe &hnlich
(C2:C3:C4:C5 B. lactis-Gruppe: 90:4:3,2:2; Plazebo-Gruppe: 89,3:5:3:2). Der niedri-
gere Anteil von Butyrat und Propionat an den Gesamt-SCFA im Vergleich zu anderen
Studien kann mdglicherweise durch die geringere Anzahl von Clostridia spp.,
Bacteroides spp. und Veillonella spp. erklart werden [61].

Der Einfluss der oralen bzw. enteralen Applikation von Probiotika auf die fakalen
Laktatkonzentrationen bei Friihgeborenen wurde bisher noch in keiner klinischen
Studie untersucht. Laktat ist ein Intermedidrmetabolit der bakteriellen Fermentation
von Kohlenhydraten im Kolon. Bei Erwachsenen liegen die fékalen Laktat-
konzentrationen unter 2 - 3 mmol/l [62]. Die Dickdarmflora produziert sowohl L- als
auch D-Laktat [15; 43], welche zu SCFA, den hauptséchlichen Endprodukten der
bakteriellen Fermentation weiter metabolisiert werden [62]. Im Gegensatz dazu
produziert der probiotische Stamm Bifidobacterium lactis Bb12 ausschliel3lich L- und
keine D-Milchsaure. Die fakale Laktatkonzentration bei Sauglingen ist héher als bei
Erwachsenen. Das kann auf das Fehlen von Laktat-abbauenden Bakterien
zurickgefuhrt werden. Bei gestillten S&uglingen wurden hoéhere fékale Laktat-
konzentrationen gefunden als bei nicht gestillten Sduglingen [64]. Bei Erndhrung mit
einer Sauglingsmilch mit Zusatz von Galakto- und Frukto-Ologosacchariden waren
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die fakalen Laktatspiegel Reifgeborener héher als bei Erndhrung mit einer Séuglings-
milchnahrung ohne eine solche Supplementierung [48].

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Verabreichung von Bifidobacterium
lactis Bb12 auf die fakalen Laktatspiegel bei Frihgeborenen untersucht. Fakales
Laktat steigt sowohl in der B. lactis- als auch in der Plazebo-Gruppe mit dem Alter
an. Die Fruhgeborenen, welche Bifidobacterium lactis Bb12 als Supplement erhiel-
ten, haben jedoch wahrend der gesamten Interventionsperiode signifikant héhere
durchschnittliche fakale Laktatkonzentrationen im Vergleich zu den Frihgeborenen,
welche Plazebo erhielten (11,43 £ 1,37 vs. 7,06 = 1,14 mmol/g Stuhl; p = 0,011). Die
Unterschiede zwischen den 2 Gruppen sind bei Kindern, die keine Antibiotika
erhielten, ausgepragter (12,05 £ 1,75 vs. 7,15 £ 1,08 mmol/g Stuhl; p = 0,009). Es
besteht eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Anstieg der Anzahl der
Bifidusbakterien und der Laktatkonzentration [61].

Es wurde beschrieben, dass der Verzehr von nicht fermentierter Milch mit Zusatz von
Bifidobacterium longum beim Menschen die Laktoseverdauung verbessert [40]. Da
der Laktosegehalt in Muttermilch relativ hoch ist, haben Bifidobacteria gegeniber
anderen Bakterienspezies, die keine 3-Galaktosidase besitzen, die Laktose spaltet,
einen Vorteil. Der signifikant niedrigere durchschnittliche fakale pH-Wert bei den
Frihgeborenen in der B. lactis-Gruppe von 5,68 + 0,09 im Vergleich zu. 6,38 + 0,10
(p <0,001) in der Plazebo-Gruppe kann durch den hdheren fékalen Acetat- und
Laktatgehalt bei diesen Kindern erklart werden. Die Reduzierung des pH-Werts im
Kolon trégt bekanntlich zur Hemmung des Wachstums potentiell pathogener Bakte-
rien bei. Die signifikant (p = 0,014) geringere Anzahl der Enterobacteriaceae und
Clostridium spp. im Stuhl der Kinder der B. lactis-Gruppe im Vergleich zu der bei Kin-
dern der Plazebo-Gruppe [61] ist wahrscheinlich durch ihren signifikant niedrigeren
Stuhl-pH-Wert mitbedingt.

5.3 Einfluss von Bifidobacterium lactis Bb12 auf die faka-
len Konzentrationen von sekretorischem Immunglo-
bulin A (slgA) und Calprotectin

Das Darm-assoziierte Immunsystem (engl. gut-associated lymphoid tissue, Abk.
GALT) ist das groRte Teilimmunsystem des menschlichen Kérpers. Es enthélt ca.
80 % der aktivierten B-Lymphozyten des gesamten Immunsystems, die sich schliel3-
lich zu Plasmazellen, den Effektorzellen der humoralen Immunantwort, differenzieren
[36]. Die meisten Plasmazellen der Darmmukosa produzieren IgA. Das sekretorische
IgA kommt stets als IgA-Dimer vor. Es besteht aus 2 IgA-Monomeren, die durch eine
J-Kette miteinander verbunden sind. Aul3erdem ist am Aufbau des sIgA ein weiteres
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Polypeptid beteiligt. Es wird als sekretorische Komponente bezeichnet. Diese
sekretorische Komponente wird von Epithelzellen gebildet. Sie erméglicht den Trans-
port des IgA-Dimers durch die Epithelzellen und schitzt sie weitgehend vor
proteolytischem Abbau.

Die slgA-Antikdrper spielen eine essentielle Rolle bei der Immunabwehr. Sie blockie-
ren potentiell schadliche Antigene. Dieser Prozess wird auch als Immunexklusion
bezeichnet. Dadurch wird die Darmbesiedlung mit pathogenen Bakterien und das
Eindringen von pathogenen Mikroorganismen und anderem schadlichem Fremd-
material in die Darmschleimhaut verhindert [8].

Bei Geburt ist das Darm-Immunsystem noch unreif. In der ersten Lebenswoche sind
normalerweise sehr wenig IgA-produzierende Zellen in der Schleimhaut nachweisbar
[67]. IgA ist deshalb kaum vorhanden. Initial werden vorwiegend Immunglobuline der
Klasse M gebildet. Die IgA-Produktion nimmt aber nach der Geburt rasch zu und
nach 1 - 2 Monaten sind IgA die vorherrschenden Antikdrper im Darm [9; 67].

In-vitro-Untersuchungen demonstrieren, dass einige Stamme der Bifidusbakterien die
IgA-Produktion in der Darmschleimhaut stimulieren [96]. Eine klinische Studie von
Fukushima et al. [28] zeigte bei gesunden 15 - 31 Monate alten Kleinkindern, die 8
Tage eine mit B. lactis Bb12 supplementierte Milchnahrung erhalten hatten, einen
signifikanten Anstieg der durchschnittlichen Gesamt-lgA-Konzentration (1,49 + 0,32
vs. 4,29 + 1,09 mg/g Stuhl, p <0,05). Im Stuhl dieser Kinder, die alle gegen Polio-
myelitis mit einem Lebendimpfstoff geimpft waren, stiegen auch die fakalen anti-Po-
liovirus-spezifischen slgA-Antikérper signifikant an. Dies zeigt, dass eine B. lactis
Bb12-Gabe offensichtlich auch eine polyklonale Aktivierung Antikdrper-bildender Zel-
len bewirkt. Die Anzahl der Kinder war allerdings mit 7 Kindern nur sehr gering.

Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Studie zeigen den
Einfluss von B. lactis Bb12 auf die fakalen slgA-Spiegel Frihgeborener. Bei
Frihgeborenen der B. lactis-Gruppe steigt die durchschnittliche fakale Gesamt-sIgA-
Konzentration im Verlauf der 3-wdchigen Interventionsperiode an, wahrend die
durchschnittlichen fakalen Gesamt-slgA-Spiegel in der Plazebo-Gruppe unverandert
bleiben. Im Mittel betragt das fakale Gesamt-sIgA in den ersten 3 Lebenswochen in
der B. lactis-Gruppe 4,40 £ 0,49 mg/kg Stuhl, in der Plazebo-Gruppe dagegen nur
2,47 + 0,59 mg/kg Stuhl. Der Unterschied ist statistisch signifikant (p = 0,021). Wenn
man die Kinder beider Gruppen, die Antibiotika bekamen, nicht mit berlicksichtigt, ist
der Unterschied noch gréfier (p = 0,009). Bei der Beurteilung der slgA-Konzen-
trationen muss bedacht werden, dass die Kinder mit Muttermilch erndhrt wurden.
Muttermilch enthalt sIgA. Kinder, die mit Muttermilch ernéhrt werden, nehmen grol3e
Mengen an slgA auf [76; 95]. Damit sind auch die héheren mittleren fakalen Gesamt-
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IgA-Konzentrationen, die bei mit Muttermilch erndhrten Frihgeborenen im Vergleich
zu Frihgeborenen gefunden werden, die mit einer Frihgeborenennahrung erndhrt
werden, zu erkladren [76]. In einer Untersuchung Uber das Immunglobulin-A Profil in
Muttermilch von Mauttern Fruhgeborener (sog. Pretermmilch) und Muttern Reif-
geborener wurden mittels Immunblotting die slgA-Konzentrationen gemessen. Die
Ergebnisse zeigten, dass Pretermmilch ebenso hohe bzw. anfangs im Mittel sogar
eher héhere slgA-Konzentrationen hat wie die Milch von Mittern Reifgeborener [5].
Dies unterstreicht die Bedeutung der Muttermilch als Quelle von schitzenden
Immunfaktoren fur Friihgeborene.

In Bezug auf die Erndhrung mit Muttermilch und das enterale Nahrungsvolumen
bestehen zwischen den beiden Gruppen in unserer Studie keine signifikanten Unter-
schiede. Es ist daher unwahrscheinlich, dass die Unterschiede in den fékalen Ge-
samt-slgA-Konzentrationen durch die Erndhrung bedingt waren. Es ist vielmehr an-
zunehmen, dass die Verabreichung von B. lactis Bb12 die Produktion von sekretori-
schem IgA im Darm stimuliert und so den Anstieg der fékalen Gesamt-sigA-
Konzentrationen bewirkt.

Die Steigerung der lokalen Immunabwehr durch Stimulation der IgA-Produktion im
Darm nach enteraler Verabreichung von Probiotika kénnte die Effektivitat der Exklu-
sion von pathogenen Mikroorganismen aus dem Darm erhéhen und dadurch die
Haufigkeit und den Schweregrad von Infektionen beeinflussen. Diese Annahme wird
durch klinische Studien gestitzt. Beispielhaft hierfir sind die beiden folgenden Stu-
dien. Stationar behandelte Sauglinge und Kleinkinder mit einer Rotavirusinfektion,
die in der Realimentationsphase zusatzlich Joghurt mit Lactobacillus GG erhielten,
hatten eine signifikant héhere Anzahl IgA sezernierende Zellen in den Blutproben,
assoziiert mit kirzerer Durchfalldauer im Vergleich zu Kindern, die einen Plazebo-
Joghurt erhielten [42].

Saavedra et al. [74] wiesen in einer randomisierten, kontrollierten Doppelblindstudie
eine praventive Wirkung einer mit B. lactis Bb12 supplementierten Milchnahrung ge-
gen akute Diarrhd bei hospitalisierten Sauglingen und Kleinkindern nach.

Beim Vergleich der mittleren fakalen slgA-Konzentrationen der Kinder, die Antibiotika
erhielten, konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der B. lactis- und
der Plazebo-Gruppe festgestellt werden. Der fehlende positive Effekt von B. lactis
Bb12 auf die fakalen sIgA-Spiegel bei Antibiotikagabe kann nicht durch eine gleich-
zeitige Reduzierung der Anzahl der Bifidobakterien erklart werden, denn die Anzahl
der Bifidusbakterien im Stuhl wurde durch die Antibiotikagabe nicht vermindert [61].
Vermutlich spielt die signifikante Reduzierung (p = 0,03) der Gesamtzahl der Bakte-
rien im Stuhl eine Rolle, die bei Kindern unter Antibiotikagabe im Vergleich zu Kin-
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dern, die keine Antibiotika bekamen, beobachtet wurde [61]. Die ohnehin wegen der
Gefahr einer Resistenzentwicklung flr neonatologische Intensivstationen geltende
Forderung fir eine strenge Indikation einer Antibiotikagabe wird durch den negativen
Einfluss der Antibiotika auf die sigA-Konzentrationen zusétzlich unterstitzt.

Neben den fékalen slgA-Konzentrationen wurden auch die Untersuchungen der féka-
len Calprotectin-Konzentrationen ausgewertet, die ein non-invasiver Parameter fur
den intestinalen Entziindungsstatus sind.

Calprotectin ist ein komplexes 36,5 kD Kalzium- und Zink-bindendes Protein, das
etwa 60 % der |8slichen zytosolischen Proteine in den Granulozyten des Menschen
ausmacht [23; 44]. Es hat gegentber dem fakalen Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a),
der auch als Marker fir die Entzindungsaktivitdt der Darmschleimhaut verwendet
wird, den Vorteil, dass es in seiner an Kalzium gebundenen Form im Stuhl bei
Zimmertemperatur bis zu 7 Tage stabil bleibt, weil es gegen proteolytische Enzyme
und Hitze resistent ist [44].

Bei Patienten mit malignen oder entziindlichen Erkrankungen im Magen-Darm-Trakt
wie kolorektales Karzinom, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) und
bakterielle Darminfektionen sind die fakalen Calprotectin-Konzentrationen erhéht [6;
10; 13; 24; 44; 49; 85]. Amati et al. [3] fanden signifikant héhere fakale Calprotectin-
Spiegel bei erwachsenen Patienten mit aktivem Morbus Crohn und bei Patienten mit
ulceréser Kolitis im Vergleich zu gesunden Freiwilligen. De Jong et al. [19] beobach-
teten bei Kindern mit CED im Vergleich zu gesunden Kontrollkindern signifikant h6-
here fékale Calprotectin-Konzentrationen, wobei die Spiegel eng mit der Krank-
heitsaktivitat korrelierten, besonders bei Befall der unteren Darmabschnitte.

Calprotectin ist auch ein einfacher, non-invasiver Marker zur Beurteilung des Entzin-
dungsstatus des Gastrointestinaltrakts Neugeborener, besonders jener mit Risiko fir
nekrotisierende Enterokolitis, wie Frihgeborene und Kinder mit intrauteriner Wachs-
tumsretardierung [14]. Mehrere Studien zeigen, dass Neugeborene und Frih-
geborene wesentlich héhere fakale Calprotectin-Spiegel haben als Erwachsene [12;
65; 73] und Kinder [63]. Bei gesunden Kleinkindern liegt die fakale Calprotectin-
Konzentration bereits weit unter dem Spiegel gesunder Neugeborener und Frih-
geborener. In einer Studie von Canani et al. [13] lag der Median der fakalen Cal-
protectin-Konzentration bei 76 gesunden Kindern im Alter von 13 bis 209 Monaten
bei 28 mg/kg Stuhl mit einem interquartilen Bereich von 15 - 27.

Uber einen mdglichen Einfluss einer Probiotikagabe auf die fiakalen Calprotectin-
Spiegel ist bisher noch nichts bekannt. In dieser Studie wurden die Ergebnisse der
fékalen Calprotectin-Konzentrationen von Frihgeborenen, die als Nahrungsergan-
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zung B. lactis Bb12 oder ein Plazebo erhielten, ausgewertet. Die Frihgeborenen der
B. lactis-Gruppe haben im Gesamtzeitraum im Vergleich zu jenen Friihgeborenen
der Plazebo-Gruppe im Mittel signifikant niedrigere fakale Calprotectin-Konzentra-
tionen (269,77 + 26,71 vs. 350 + 31,19 mg/kg Stuhl; p = 0,041). Die Konzentrationen
variieren von 49 bis 898 mg/kg Stuhl. Bei Kindern, die Antibiotika erhielten, ist der
Unterschied in den Calprotectin-Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen nicht
signifikant. Jedoch ist der Unterschied grof3er, wenn die Kinder untereinander vergli-
chen werden, die keine Antibiotika erhielten (p = 0,007).

Die Gesamt-Mittelwerte des fakalen Calprotectins beider Gruppen liegen mit 269,77
bzw. 350 mg/kg Stuhl weit Gber der oberen Referenzgrenze fiir Erwachsene von 50
mg/kg Stuhl [12]. Die héheren Calprotectin-Konzentrationen bei Neugeborenen im
Vergleich zu éalteren Kindern und Erwachsenen hangen wahrscheinlich mit der
besonderen Physiologie des Darms Neugeborener zusammen [12]. Charakteristisch
fur die ersten Lebenswochen ist u.a. eine erhéhte Durchlassigkeit der Darmschleim-
haut, wie Walker bereits 1979 [91] aufgezeigt hat. Diese kann durch intestinale
Permeabilitdtsstudien festgestellt werden [93]. Bei Friihgeborenen ist die Permeabili-
tat der Darmschleimhaut fur Makromolekile deutlich héher im Vergleich zu der bei
reifen Neugeborenen. Laforgia et al. [50] glauben, dass die erhdhte Permeabilitat der
unreifen Darmschleimhaut eine vermehrte transepitheliale Migration neutrophiler
Granulozyten oder Makrophagen in das Darmlumen zulassen kénnte, die dann hé-
here Calprotectin-Konzentrationen verursachen. Auch Campeotto et al. [12] argu-
mentieren, dass die erhéhte Permeabilitdt der Darmschleimhaut mit einer erhdhten
Migration von neutrophilen Granulozyten assoziiert sein kénnte und die hohen faka-
len Calprotectin-Konzentrationen bei gesunden Frih- und Neugeborenen dadurch
bedingt sind.

Die in dieser Studie nachgewiesene signifikant niedrigere mittlere Calprotectin-Kon-
zentration in der B. lactis-Gruppe im Vergleich zur Plazebo-Gruppe kénnte darauf
zurtckzufihren sein, dass die Verabreichung von B. lactis Bb12 die Reifung der
Schleimhautimmunitét beschleunigt und die Produktion von entziindungshemmen-
den Zytokinen férdert.

Da bisher keine weiteren Studien Uber den Einfluss von Probiotika auf die fakalen
Calprotectin-Konzentrationen bei Frihgeborenen vorliegen, kdnnen diesbeziglich
keine Vergleiche mit Ergebnissen anderer Autoren gezogen werden. Es ist lediglich
eine Studie bekannt [12], in der bei reifen Neugeborenen der Einfluss von Prabiotika
und damit indirekt von probiotischen Bakterien auf die fédkalen Calprotectin-Spiegel
untersucht wurde, weil Prabiotika das Wachstum von Bifidusbakterien in der Kolon-
flora férdern. In dieser Studie wurde kein Einfluss der Prabiotika auf das fakale
Calprotectin beobachtet: die fakalen Calprotectin-Konzentrationen der Neugebore-
nen, die eine Sauglingsmilchnahrung mit Prabiotika bekamen, waren mit denen der
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Neugeborenen, die mit einer Sduglingsmilchnahrung ohne Prabiotika erndhrt oder
die gestillt wurden, vergleichbar. Offensichtlich reicht im Gegensatz zur enteralen
Verabreichung von B. lactis Bb12 die Gabe von Prébiotika nicht aus, um die Cal-
protectin-Konzentrationen zu senken.

In der vorliegenden Studie wurden keine Unterschiede in den mittleren fakalen Cal-
protectin-Konzentrationen zwischen Kindern mit und ohne NEC gefunden. Allerdings
trat in der gesamten Studienpopulation von 69 Kindern nur bei 3 Kindern (4,3 %) eine
nekrotisierende Enterokolitis auf. Von den 32 Kindern der Plazebo-Gruppe waren 2
Kinder (6,3 %) und von den 37 Kindern der B. lactis-Gruppe ein Kind (2,7 %) von ei-
ner NEC betroffen.

In der Literatur wird fir NEC bei Frihgeborenen mit sehr niedrigem Geburtsgewicht
(VLBW) < 1500 g eine H&ufigkeit von bis zu 10 % und bei Frihgeborenen mit extrem
niedrigem Geburtsgewicht (< 1000 g) bis zu 20 % angegeben [4; 82]. In einem ameri-
kanischen Leitfaden der Neonatologie [32] wird fur Frihgeborene mit einem Geburts-
gewicht < 1500 g insgesamt eine Haufigkeit von 8 bis 12 % angegeben, wobei das
NEC-Risiko mit abnehmendem Gestationsalter ansteigt. In einer Multizenter-Studie,
die 2681 Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht < 1500 g einschloss, betrug die
Pravalenz der NEC (Bell Stadium Il oder Ill) 10,1 %. Zuséatzlich hatten 17,2 % der
Friihgeborenen einen Verdacht auf NEC (Bell Stadium 1). Die beobachteten grof3en
Differenzen in der Pravalenz zwischen den Studienzentren werden Unterschieden im
frhen klinischen Management zugeschrieben [89]. Das relativ geringe Vorkommen
der NEC bei den hier diskutierten Probanden ist méglicherweise durch die Mutter-
milcherndhrung bedingt, die eine Schutzwirkung gegen NEC hat [54; 77].

Wie unterschiedlich die Haufigkeitsangaben der NEC sind, zeigen auch 3 aktuelle
randomisierte Plazebo-kontrollierte Interventionsstudien mit bestimmten probioti-
schen Bakterienstdmmen. In den Kontrollgruppen trat bei 2,8 % (8/290), 5,3 %
(10/187) bzw. 13,7 % (10/73) der Kinder eine nekrotisierende Enterokolitis auf, in den
Probiotika-Gruppen dagegen nur bei 1,4 % (4/295), 1,1 % (2/180) bzw. 1,4 % (1/72)
[18; 52; 7]. In zwei der drei Studien war der Unterschied in der Haufigkeit der NEC
zwischen der Kontroll- und der Probiotika-Gruppe statistisch signifikant [7; 52].

Josefsson et al. [41], die in einer Longitudinalstudie Uber 8 Wochen fakales
Calprotectin bei Frihgeborenen (n= 59) mit sehr niedrigem Geburtsgewicht (VLBW,
<1500 g) untersuchten, fanden &hnlich hohe fakale Calprotectin-Konzentrationen
wie sie in unserer Studie nachweisbar waren. Bei gesunden VLBW-Kindern lag der
Median der Calprotectin-Konzentrationen in den Stuhlproben bei 253 pg/g Stuhl
(Variationsbreite 9 — 1867 ug/g Stuhl). 7 der 59 VLBW-Friihgeborenen entwickelten
eine NEC oder andere schwerwiegende Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts. Vier
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dieser Kinder, davon 3 Kinder mit NEC und ein Kind mit einer Perforation und
mikroskopisch nachweisbarer Entziindung des Darms, hatten fékale Calprotectin-
Konzentrationen von Gber 2000 ug/g Stuhl. Bei den 3 anderen Fallen, einem Kind mit
NEC ohne mikroskopisch erkennbare Entziindungszeichen und 2 Kindern mit fokaler
Darmperforation lagen die fédkalen Calprotectin-Konzentrationen wie bei den gesun-
den VLBW-Frihgeborenen niemals tUber 2000 microg/g Stuhl. Die Autoren weisen
darauf hin, dass ein fakaler Calprotectin-Spiegel von tber 2000 pg/g Stuhl ein
natzlicher, aber kein friiher Marker von NEC und anderen schweren entziindlichen
Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts ist. Die Variationsbreite der Calprotectin-
Konzentrationen reicht bei den Friihgeborenen in der vorliegenden Studie von 49 bis
898 mg/kg Stuhl. Da die Kinder nach vorlaufiger Diagnosestellung einer NEC sofort
aus der Studie genommen wurden, standen bei fortgeschrittener Erkrankung keine
Stuhlproben mehr zur Bestimmung der Calprotectin-Konzentrationen zur Verfigung.
Es ist daher nicht verwunderlich, dass auch bei den an NEC erkrankten Kindern zu
diesem frihen Zeitpunkt keine fakalen Calprotectin-Konzentrationen von Uber 2000
Mg/g Stuhl nachgewiesen werden konnten.

Die begrenzte Probandenzahl in der vorliegenden Studie erlaubt keine sichere Aus-
sage dariber, ob die Gabe von Bifidobacterium lactis Bb12 zum Schutz vor NEC bei-
trug.

Deshpande et al. [20] Uberpriften systematisch alle randomisierten kontrollierten Stu-
dien, welche die Wirksamkeit und Sicherheit einer beliebigen probiotischen Zugabe
zur Nahrung innerhalb der ersten 10 Lebenstage Uber 7 Tage und langer zur Préven-
tion einer nekrotisierenden Enterokolitis (Stadium 2 oder gréfer) bei Frihgeborenen
(Gestationsalter < 33 Wochen), mit sehr niedrigem Geburtsgewicht (VLBW,
<1500 g) evaluierten. Von den 59 potentiell relevanten Literaturstellen blieben
schliel3lich nur 7 [7; 17; 18; 47; 52; 57; 61] Ubrig, die alle geforderten Kriterien erfill-
ten und insgesamt 1393 Frihgeborene einschlossen. Zu diesen ausgewéhlten
qualitativ_hochwertigen, randomisierten, kontrollierten Doppelblind-Studien gehoért
auch die vorliegende Studie, deren Daten Uber die Wirkung von B. lactis Bb12 auf
die Darmflora Friihgeborener aus der Publikation von Mohan et al. [61] fUr die Meta-
Analyse herangezogen wurden. Die Meta-Analyse der 7 Studien zeigt, dass Probio-
tika das Risiko der Entwicklung einer NEC reduzieren. Das relative Risiko war 0,36
(95 % CI 0,20 - 0,65) fur die Reduzierung der NEC. Die Ergebnisse zeigen auch,
dass Probiotika-Zugabe zur Nahrung die Mortalitat reduziert (relatives Risiko 0,47,
95 % CI1 0,30 - 0,73), nicht aber die Letalitat bei NEC und Sepsis.

Caffarelli und Bernasconi [11] weisen in ihrem Kommentar zur Meta-Analyse von
Deshpande et al. [20] darauf hin, dass Probiotika tatsachlich die Reifung intestinaler
Funktionen férdern und Wachstum und Adhérenz pathogener Bakterien im Darm
Frihgeborener reduzieren. Sie zeigen aber auch etliche Méngel der Meta-Analyse
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auf. Dennoch bezeichnen sie den Uberblick von Deshpande et al. [20] als wichtigen
Schritt vorwarts zu einer Evidenz-basierten Anwendung der Probiotika.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit ausgewerteten Studie beziglich der Wirkung von
B. lactis Bb12 auf die Immunitat und Entziindungsaktivitat der Darmschleimhaut sind
ermutigend. Bifidobacterium lactis Bb12 trdgt zum Anstieg der fékalen sIgA-
Konzentration und zur Senkung der fakalen Calprotectin-Konzentration bei.

Eine Reihe von Fragen bleibt aber noch offen, z.B. wie die individuellen slgA- und
Calprotectin-Konzentrationen fir die Prognose eines frihgeborenen Kindes in Bezug
auf die Entstehung lebensbedrohlicher Infektionen und NEC einzuschétzen sind. Der
Empfehlung von Caffarelli und Bernasconi [11], geeignete Probiotika in weiteren
grofRen kontrollierten Studien sowohl auf ihre Kurz- als auch auf ihre Langzeitwirkung
zu Uberprifen, wird auch aufgrund der eigenen Ergebnisse dieser Studie zu-
gestimmt.
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6 Zusammenfassung

Das Darm-assoziierte Immunsystem (GALT) ist das gréfte Teilimmunsystem des
menschlichen Kdrpers. Bei Geburt ist dieses System noch unreif. Forschungen der
vergangenen Jahre zeigen, dass die Darmflora die Physiologie und die Barrierefunk-
tion der Mukosa sowie Immun- und Entzindungsantworten moduliert. Dabei scheint
die quantitative und qualitative Zusammensetzung der postnatalen Darmflora fur die
Pragung des Immunsystems eine zentrale Rolle zu spielen.

Die bakterielle Besiedlung des Darms Neugeborener beginnt wéhrend oder unmittel-
bar nach Geburt. Bei vaginal geborenen, gesunden, reifen, voll gestillten S&uglingen
entwickelt sich schon bald eine ,gesunde® Darmflora, bei der die Bifidusbakterien
Uberwiegen.

Bei Fruhgeborenen treffen haufig mehrere Faktoren wie z.B. Geburt durch Sectio
cesarea, Intensivtherapie und antibiotische Behandlung zusammen, die einer post-
natalen Besiedlung des Darms mit unerwiinschten Hospitalkeimen Vorschub leisten.
Der gestorten Darmbesiedlung und Unreife der Mukosabarriere wird eine Schlissel-
rolle fur das erhdhte Risiko Friihgeborener fur Infektionen und die Entwicklung einer
nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) zugeschrieben. Das hat den Fokus der For-
schung auf die Probiotika gelenkt, die die Ansiedlung pathogener oder potentiell
pathogener Bakterien im Darm hemmen, die Barrierefunktion optimieren und die Im-
mun- und Entziindungsantworten modulieren kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, in einer prospektiven randomisierten kontrollierten klini-
schen Doppelblindstudie die Vertraglichkeit des probiotischen Stammes Bifidobacte-
rium lactis Bb12 bei Friihgeborenen und seinen Einfluss auf die bakterielle Fermenta-
tion im Darm und die Immunantwort und Entziindungsaktivitdt des Darms zu unter-
suchen. Die Genehmigung der lokalen Ethikkommission fiir die klinische Studie lag
vor.

Von 69 Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von < 37 und > 26 Wochen wurden
37 Kinder randomisiert der B. lactis-Gruppe und 32 der Plazebo-Gruppe zugeordnet.
Die Kinder der B. lactis Gruppe erhielten zusétzlich zur Nahrung tGber 21 Tage zwei-
mal téglich das Studienpraparat FM 2000 (Muttermilchverstarker) mit einer Gesamt-
dosis B. lactis Bb12 von 1,6 x 10° Bakterien am ersten Tag, ansteigend bis zum 4.
Tag auf 4,8 x 10° Bakterien. Die Kinder der Plazebo-Gruppe erhielten stattdessen
FM 2000 ohne B. lactis Bb12, das aulerlich nicht von dem Praparat mit Zusatz von
B. lactis Bb12 zu unterscheiden war.
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Im Studienprotokoll wurden alle fir die Endpunkte der Studie bedeutsamen Klini-
schen Daten der Mutter und Kinder erfasst. Von den Frihgeborenen wurden téaglich
Gewicht und Nahrungsvolumen, eventuelle Antibiotika-Applikation sowie uner-
wunschte Ereignisse und die Drop-outs dokumentiert. Zweimal wéchentlich wurden
klinische Scorewerte zur Beurteilung des klinischen Gesamtzustands ermittelt. Pro
Woche wurden, wenn méglich, 2 Stuhlproben gesammelt, um den pH-Wert, die
Konzentrationen von kurzkettigen Fettsduren (SCFA) und Laktat sowie von sIgA und
Calprotectin zu bestimmen.

Die Auswertung der Randomisierungsparameter zeigte, dass die beiden Gruppen gut
vergleichbar sind.

Die Anzahl der Kinder, die Antibiotika erhielten und die Dauer der Applikation in bei-
den Gruppen sind ebenfalls gut vergleichbar.

Die Vertraglichkeit von B. lactis Bb12 kann als gut eingeschétzt werden. In keinem
Fall wurde eine unerwiinschte Nebenwirkung oder gar eine schwere Erkrankung, die
mit der Applikation von B. lactis Bb12 in Zusammenhang stehen kénnte, beobachtet.
Die Anzahl von Kindern, die eine nekrotisierende Enterokolitis entwickelten, ist in
beiden Gruppen mit einem (B. lactis-Gruppe) bzw. zwei Fallen (Plazebo-Gruppe)
gering.

Weder in den parametrischen noch in den verteilungsfreien Tests sind zwischen der
B. lactis- und der Plazebo-Gruppe signifikante Unterschiede in der klinischen Score-
entwicklung, dem Gewichtsverlauf und dem enteralen Nahrungsvolumen zu
erkennen. In beiden Gruppen korreliert die Antibiotikagabe negativ mit der Kérper-
gewichtsentwicklung.

Der durchschnittliche fakale pH-Wert wahrend der gesamten 3-wdchigen Inter-
ventionsperiode ist bei Friihgeborenen der B. lactis-Gruppe signifikant niedriger im
Vergleich zu dem der Frihgeborenen der Plazebo-Gruppe (5,68 + 0,09 vs. 6,38 *
0,10, p < 0,001). Die fakale Laktatkonzentration steigt in beiden Gruppen mit
zunehmendem Alter an. In allen 3 Interventionswochen ist jedoch der Mittelwert in
der B. lactis-Gruppe im Vergleich zur Plazebo-Gruppe signifikant héher (p = 0,001;
0,007 und 0,048). Die fakalen Gesamt-SCFA-Konzentrationen sind in der B. lactis-
Gruppe ab der 2. Woche signifikant héher als in der Plazebo-Gruppe (p < 0,05). In
der 3. Woche betragen die mittleren fakalen Gesamt-SCFA-Konzentration in der B.
lactis-Gruppe 47,60 umol/g * 3,30, in der Plazebo-Gruppe dagegen nur 27,15 umol/g
+ 2,34 (p < 0,001). Die Acetat-Konzentrationen, die ca. 90 % der molaren Konzen-
trationen der Gesamt-SCFA in beiden Gruppen ausmachen, sind dementsprechend
in der B. lactis-Gruppe ebenfalls signifikant héher. Der Mittelwert der Acetat-Konzen-
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trationen wahrend der 3 Interventionswochen insgesamt betragt in der B. lactis-
Gruppe 33,50 uymol/g + 2,07 und in Plazebo-Gruppe 19,32 pymol/ + 1,53. Der signifi-
kante Unterschied (p < 0,001) zwischen den beiden Gruppen trifft auch auf die
Subgruppen, die Antibiotika erhalten haben, zu. Das geometrische Mittel der molaren
Anteile des SCFA-Profils Uber die Gesamtzeit ist in beiden Gruppen &hnlich
(C2:C3:C4:C5 B. lactis-Gruppe: 90:4:3,2:2; Plazebo-Gruppe: 89,3:5:3:2).

Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl [61] korreliert signifikant mit den Laktat-
konzentrationen (r = 0,336, p = 0,010) und den Acetat-Konzentrationen (r = 0,243,
p = 0,05).

Die durchschnittliche Konzentration des Gesamt-sigA Uber die gesamte Studienpe-
riode ist in der B. lactis-Gruppe signifikant héher im Vergleich zur Plazebo-Gruppe
(4,40 mg/kg + 0,49 vs. 2,47 mg/kg + 0,59, p = 0,021). Der Unterschied ist ausgeprag-
ter, wenn nur die Kinder beider Gruppen verglichen werden, die keine Antibiotika
erhalten haben (5,92 mg/kg + 1,46 vs. 2,38 mg/kg = 0,82, p = 0,009). In den Sub-
gruppen der Kinder, die Antibiotika erhalten haben, ist der Unterschied in den mittle-
ren Gesamt-slgA-Konzentrationen zwischen der B. lactis-Gruppe und der Plazebo-
Gruppe statistisch nicht signifikant. Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl [61]
korreliert nicht signifikant mit den Gesamt-silgA-Konzentrationen im Stuhl. Es ist je-
doch ein positiver Trend erkennbar (r = 0,344, p = 0,08).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Studie, dass Friihgeborene die enterale Gabe
lebender probiotischer Bakterien des Stammes B. lactis Bb12 wéahrend der ersten 3
Lebenswochen gut tolerieren und die regelmalige Verabreichung dieser Bakterien
den fakalen pH-Wert reduziert, die fédkalen Acetat- und Laktatkonzentrationen erhéht,
die Produktion von sIgA, der wichtigsten Antikdrper im Darm, erhéht und die intesti-
nale Entzindungsaktivitat reduziert.

Diese klinische Studie ist gemeinsam mit anderen gut kontrollierten Studien ein
wichtiger Schritt auf dem Weg zu einer Evidenz-basierten Anwendung von Probiotika
bei Frihgeborenen. Weitere Kurz- und Langzeitstudien sind jedoch erforderlich, be-
vor die Verabreichung von Bifidobacterium lactis Bb12 an Friihgeborene allgemein
empfohlen werden kann.
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Zusammensetzung von FM 2000

Hauptnahrstoffe:
Protein 23,3 g/100g
Fett 0,1 g/100g
Laktose 1,5 g/100g
Mineralstoffe und Spurenelemente:
Natrium 465 mg /100 g
Kalium 977 mg /100 g
Calcium 1744 mg /100 g
Magnesium 23 mg /100 g
Phosphor 1047 mg /100 g
Chlorid 400 mg /100 g
Ca/P 1,7
Zink 7 mg /100 g
Kupfer 0,24 mg/100g
Jod 350 Mg /100 g
Vitamine:
Vitamin A 4700 IU/100¢g
Vitamin E 23 IU/100g
Vitamin K1 47 Mg /100 g
Ascorbinsdure 230 mg /100 g
Vitamin B1 0,47 mg/100g
Vitamin B2 1,2 mg/100g
Vitamin B6 0,7 mg/100g
Folsaure 470 Mg /100 g
Osmolaritat:
(4,3 gin 100 ml Wasser) 92  mOsm/|
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Klinischer Score

Allgemeinzustand:

Beatmung/Atem-
unterstiitzung

Tropf

Antibiotika

Katecholamine

Zentraler Katheter

Harnblasenkatheter

Gesamt: 21 Punkte

gesund
schwer krank

o
in

Hautkolorit 0 Petechien/Hautblutungen
1 Graulich/Marmoriert
2 Blasse/Akrozyanose
3 Rosig

Peripherie (Hand) 0 Kinhl
1 Warm

Muskeltonus 0 Opisthotonus/Strecktendenz
1 Vorwiegend Hypotonie
2 Beugetonus

Spontan-Atmung 0 Einziehungen
1 Tachypnoe
2 Apnoen
3 Unauffallig

Herzfrequenz in Ruhe 1 < 100 oder > 180/min
2 100 — 180/min

0 Beatmung/instabil

1 Beatmung/stabil

2 CPAP

3 Sauerstoffapplikation
4 Keine

0 Vollparenteral
1 Teilparenteral
2 Gastrale Ernahrung

0 Ja
1 Nein

0 Ja
1 Nein

0 Ja
1 Nein

0 Ja
1 Nein



Anhang 76

Definition: Unerwiinschtes Ereignis

Als unerwiinschtes Ereignis gilt jedes Ereignis (Erkrankung, Anzeichen oder Symp-
tom), das wahrend der Studiendauer auftritt oder sich verschlimmert. Der Ausdruck
,unerwinschtes Ereignis* ist als weiter Begriff aufzufassen, der keine Kausalitat zwi-
schen dem eintretenden Ereignis und der Prifsubstanz beinhalten muss.

Bei Auftreten eines unerwiinschten Ereignisses — gleichgultig, ob ein kausaler Zu-
sammenhang zwischen diesem Ereignis und der verabreichten Studienmedikation
vermutet wird oder nicht — muss das Frihgeborene in jedem Fall so lange beobach-
tet werden, bis die Symptome abgeklungen und abnormale Laborwerte auf die Vor-
werte zurickgegangen sind, oder bis es eine plausible Erkldrung fur die beobachte-
ten Verdnderungen gibt oder bis zum Tod. Alle unerwiinschten Ereignisse sind im
Dokumentationsbogen (auf den Formbléttern ,schwerwiegende unerwiinschte Ereig-
nisse, ,geringfigige unerwinschte Ereignisse®) sowie in der betreffenden Kranken-
akte zu dokumentieren.

Zu unterscheiden sind grundsatzlich zwei Kategorien unerwiinschter Ereignisse,
namlich ,schwerwiegende“ und ,geringfligige“ unerwiinschte Ereignisse. Diese Un-
terscheidung bestimmt das weitere Vorgehen beziiglich der Meldung/Dokumentation
des betreffenden Ereignisses (siehe unten).

Schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse

Ein schwerwiegendes unerwiinschtes Ereignis ist ein unerwinschtes Ereignis, das
todlich oder lebensbedrohlich ist, das eine andauernde oder starke Schadigung
verursacht, eine stationdre Behandlung erfordert oder verlangert. Aul3erdem jedes
Ereignis, das als signifikante Gefahrdung bewertet wird (d.h. jedes Ereignis, dem
medizinische Relevanz zugeordnet wird und dem, unter besonderer Bericksichti-
gung des Gesamtzusammenhanges der vorliegenden Studien, besondere Bedeu-
tung zukommt).

Folgende unerwiinschte Ereignisse gelten als in hohem Malie mit der Friihgeburtlich-
keit assoziiert und unterliegen deshalb nicht den Dokumentationsanforderungen fur
schwerwiegende unerwinschte Ereignisse:

e Periventrikulare-intraventikulare Hirnblutungen
e bronchopulmuonale Dysplasie

e persistierender Ductus Arteriosus

e Retinopathia Praematurorum

e Laborwertschwankungen

¢ Indikation zur Beatmung und damit verbundene Komplikationen, wie z.B. Pneu-
mothorax, pulmonale Infekte.
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Folgende Ereignisse werden einmal pro Woche im Prifbogen abgefragt und doku-
mentiert, sie unterliegen deshalb nicht den Dokumentationsanforderungen fir
schwerwiegende unerwinschte Ereignisse:

e Bakterielle Infektionen
e Rotavirusinfektionen
e NEC.

Wenn jedoch eines dieser Ereignisse zum Tode des Friihgeborenen fiihrt, so muss
dieses Ereignis wie ein schwerwiegendes unerwinschtes Ereignis behandelt und
dokumentiert werden.

Alle anderen Ereignisse, die die Kriterien eines schwerwiegenden unerwiinschten
Ereignisses erfullen, missen innerhalb von 48 Stunden oder spéatestens am folgen-
den Werktag per Fax der Projektleitung und dem Studienmonitor gemeldet werden.
Sie mussen auRerdem am Ende des Prifbogens dokumentiert werden. Fur die Mel-
dung spielt es keine Rolle, ob ein Zusammenhang mit der Studiensubstanz besteht
oder nicht. Bitte kontaktieren Sie die folgenden Personen:

Dipl. med. Mike Pol3ner
Tel.: 069 - 66714946
Fax: 069 - 66714723

Geringfiligige unerwiinschte Ereignisse

Unerwinschte Ereignisse, die sich nicht einer der obengenannten Kategorien zuord-
nen lassen, gelten als geringfligig. Die Komplexitat des Zustands der Frihgeburtlich-
keit lasst neben klinisch relevanten unerwiinschten Ereignissen auch viele klinisch
nicht relevante unerwiinschte Ereignisse zu. Um die Durchflhrbarkeit der Meldungen
unerwlnschter Ereignisse praktikabel zu gestalten, sollen nur klinisch relevante,
geringfligige unerwiinschte Ereignisse gemeldet werden, wenn ein Zusammenhang
mit der Prifsubstanz vermutet wird. Jedes unerwiinschte Ereignis, das zum Tod des
Patienten fUhrt, muss als schwerwiegendes unerwiinschtes Ereignis behandelt und
dokumentiert werden (s.0.).

Geringfiigige unerwiinschte Ereignisse missen bei jeder Untersuchung im Prufbo-
gen notiert und als leicht, mittelstark oder stark klassifiziert werden, und zwar
ausschlieBlich auf der Basis medizinischer Kriterien.

Der Studienleiter wird aufgefordert, geringfigige unerwiinschte Ereignisse nach fol-
genden Punkten zu erfassen: Datum, Schweregrad, Haufigkeit, Dauer, Einschatzung
des Arztes, inwiefern dieses Ereignis abhangig von der Studie ist, Mallnahmen/
Ergebnis, Erfolg und eventuelle Schaden. Genaue Bbgen zur Erfassung dieser Da-
ten werden dem Studiendesign beigelegt.
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Der Schweregrad der unerwiinschten Ereignisse wird wie folgt charakterisiert:

Leichte Ereignisse:

Ereignisse, die im allgemeinen von kurzer Dauer sind, keine spezielle Behand-
lung erfordern und keinerlei Einfluss auf den klinischen Zustand des Patienten
haben.

Mittelstarke Ereignisse:

Ereignisse, die im allgemeinen leichte Unannehmlichkeiten oder geringfligige
Probleme fur den Patienten mit sich bringen und Einfluss auf den klinischen Zu-
stand des Patienten haben kdnnen, aber in der Regel durch einfache therapeuti-
sche MalRnahmen verbessert werden kénnen.

Schwere Ereignisse:

Ereignisse, die den klinischen Zustand des Patienten beeintrachtigen und in der
Regel eine allgemeine medikamentdse Behandlung oder eine andere Therapie
erfordern.

Der mégliche Zusammenhang zwischen Studienpraparat und unerwiinschtem Ereig-
nis (Kausalitat) wird vom Prifarzt anhand folgender Kriterien eingeschéatzt:

es existiert ein zeitlicher Zusammenhang zwischen Ereignis und Verwendung
des Studienpraparates

eine Wiedereinfuhrung des Studienpréparates fihrt zum Wiederauftreten der
Reaktion

vorausgegangene Futterungen mit dem Studienpraparat fihrten zu &hnlichen
Reaktionen

das Ereignis steht in keinem Zusammenhang zu anderen Bedingungen, Mal}-
nahmen oder Umweltfaktoren

Die kausale Verknipfung des unerwlinschten Ereignisses mit dem Studienpraparat
wird anschlieRend folgendermalden bestimmt:

ohne: es existiert kein Zusammenhang zwischen Ereignis und Stu-
dienpraparat

schwach: weniger als 2 der vier genannten Kriterien treffen zu

mdglich: mindestens 2 der vier genannten Kriterien treffen zu

wahrscheinlich: mindestens 3 der vier genannten Kriterien treffen zu

sicher: das Studienpraparat hat das Ereignis sicher ausgeldst

Falls weitere Untersuchungen, zur Einschatzung einer méglichen kausalen Verknup-
fung von Studienprdparat und unerwiinschtem Ereignis, notwendig sind, werden alle
Untersuchungen und Laboranalysen mit ihren Ergebnissen mit Hilfe der Prifbégen
dokumentiert.
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Elternbrief

Studie zur interventionellen Primirbesiedlung des Gastroenterons Friih-

geborener mit Bifidobacterium bifidum, Stamm Bb12

Liebe Eltern,

Herzlichen Gliickwunsch zur Geburt Ihres Kindes. Es ist viel zu friih auf die Welt
gekommen und braucht in den ersten Stunden und Tagen eine schonende Pflege und

Behandlung.

Unser wesentliches Ziel ist es zu verhindern, dass Thr Kind im weiteren Verlauf noch
Krankheiten erleidet, die sich wegen seiner Unreife in Folge zu frither Geburt leider
einstellen konnen. Friihgeborene haben ein hohes Risiko an Infektionen zu erkranken,

weil ihnen noch ausreichende Abwehrkrifte fehlen, um diese Infektionen zu bekéimpfen.

Viele Infektionen nehmen ihren Ausgang im Darm friihgeborener Kinder, der hiufig
durch krankmachende Bakterien in grofler Zahl besiedelt wird. Dies liegt daran, dass
Friihgeborene oft durch eine Operation (Kaiserschnitt) zur Welt kommen, intensiv-
medizinisch behandelt werden miissen und eben leider nicht gestillt oder evtl. sogar

iiberhaupt nicht iiber den Magen-Darm-Kanal erniihrt werden konnen.

Wir méchten dafiir Sorge tragen, dass es gar nicht erst zur Besiedlung des Darms Ihres
Kindes mit krankmachenden Bakterien kommt. Im Rahmen einer Untersuchungsreihe
wollen wir herausfinden, ob sich durch die Gabe von nicht krankmachenden Bifidus-
bakterien schwerwiegende Infektionen vorbeugen lassen. Bifidusbakterien findet man
im Darm gesunder gestillter Neugeborener in grofier Zahl. Dort verhindern sie die
Ansiedlung von gefihrlichen Krankheitserregern und schiitzen so vor Infektionen. Die
eingesetzten Bifidusbakterien werden normalerweise in fermentierten Milchen oder

Sduglingsmilchnahrungen eingesetzt und mit diesen verzehrt.

Wir moichten Threm Kind vom ersten Lebenstag an fiir die Dauer von 3 Wochen
Bifidusbakterien geben. Meistens erfolgt dies durch eine Sonde direkt in den Magen. Die

Untersuchung ist Plazebo-kontrolliert, d.h. ein Teil der Friihgeborenen bekommt die
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Bifidusbakterien, ein anderer Teil bekommt eine Zuckerlosung ohne Bifidusbakterien.
Ob Thr Kind der einen oder anderen Gruppe zugeordnet wird, wissen wir selbst nicht.
Die Zuordnung erfolgt unabhéngig von unserem Einfluss. Man nennt dieses Verfahren

Randomisieren.

Die sonst notwendige Behandlung dndert sich durch die Teilnahme an der Studie nicht.
Ihr Kind ist keinerlei durch die Studie verursachten Belastungen ausgesetzt. Wir unter-
suchen lediglich den in der Windel befindlichen Stuhl. Alle anderen diagnostischen und
Behandlungsmafinahmen verlaufen vollig unabhingig von der vorgesehenen Unter-

suchung.

Den genauen Ablauf erkliren Thnen gern Frau Dr. Rinne, Herr Dr. Schildt, Herr Dr.

Konig oder Herr Oberarzt Miiller.

Die Studie wird in Kooperation mit dem Deutschen Institut fiir Ernihrungsforschung in

Bergholz-Rehbriicke (Prof. Dr. M. Blaut) durchgefiihrt.
Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie konnen IThr Einverstindnis jederzeit,
ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile fiir die weitere medizinische Versorgung

Ihres Kindes, zuriickziehen.

Wir wiirden uns sehr freuen, wenn Sie einer Teilnahme Ihres Kindes an der Unter-

suchung zustimmen wiirden.

Wir bedanken uns ganz herzlich fiir Ihre Mitarbeit.
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Lebenslauf

Persénliche Daten:
Name:

Geboren:
Familienstand:

Schulausbildung:

1970 — 1978
1978 — 1981
1981 — 1982
1982
Studium:
1982 — 1988
1988 — 1990

Mike PoRRner
08. Juni 1963 in Neustadt/Orla
verheiratet, 3 Kinder

Allgemeinbildende Oberschule (POS) in Neunhofen
Erweiterte Oberschule (EOS/Gymnasium) in Pél3neck

Fortsetzung der Erweiterten Oberschule an der ABF in
Halle / Saale

Abitur (Note 1,6)

Studium der Humanmedizin am |. Medizinischen Institut in
Leningrad, abgeschlossen mit Staatsexamen und Diplom

begonnene Facharztausbildung Padiatrie an der Universitats-
kinderklinik Jena

Beruflicher Werdegang:

1988 — 1990
1990 — 2000
ab 2000

Universitatskinderklinik in Jena
Assistenzarzt

Nestlé Nutrition GmbH

Wissenschaftlicher Mitarbeiter im AuRendienst
Nestlé Nutrition GmbH

Leiter der Wissenschaftlichen Fachberatung
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1. Das Darm-assoziierte Immunsystem (GALT) ist das grofte Teilimmunsystem des
menschlichen Korpers. Bei Geburt ist das Darm-Immunsystem noch unreif. Bei
vaginal geborenen, gesunden, reifen und voll gestillten Neugeborenen kommt es
zu einer ,gesunden® Darmbesiedlung mit Prddominanz der Bifidusbakterien, die
die Reifung des GALT férdert. Die Darmflora beeinflusst die Physiologie der
Darmschleimhaut, ihre Barrierefunktion und die Immun- und Entziindungsantwor-
ten.

2. Auf Grund der Stérung der normalen bakteriellen Darmbesiedlung ist bei
Frihgeborenen das Risiko fiir die Ansiedlung potentiell pathogener Keime und die
Translokation von Bakterien durch die Darmschleimhaut erhéht. Damit wachst die
Gefahr fir vom Gastroenteron ausgehende Infektionen, die wegen der Unreife
des Immunsystems und der enteralen Mukosabarriere haufig besonders schwer
verlaufen und oft zu Sepsis flihren. Die gestérte bakterielle Darmbesiedlung gilt
zudem als ein wesentlicher Faktor fir das erhéhte Risiko Friihgeborener, an einer
nekrotisierenden Enterokolitis zu erkranken.

3. Die Erkenntnis, dass bestimmte probiotische Bakterien die Mukosabarriere des
Darms starken und die Reifung seines Immunsystems stimulieren, legt den
Gedanken nahe, bei Friihgeborenen Probiotika praventiv einzusetzen. Ziel dieser
Arbeit war es, die Vertraglichkeit und den Einfluss des probiotischen Stammes
Bifidobacterium lactis Bb12 auf die Gewichtsentwicklung, die klinischen Score-
werte sowie auf die Fermentation im Kolon und die Immunitat und Entziindungs-
aktivitdt der Darmschleimhaut bei Friihgeborenen zu prifen. Die Auswahl eines
geeigneten probiotischen Bakterienstammes war ein ganz wesentlicher Aspekt
bei der Studienplanung. Die Entscheidung, den Stamm Bifidobacterium lactis
Bb12 auszuwahlen, beruht in erster Linie darauf, dass dieser Stamm zu den
wenigen probiotischen Stammen mit vollstdndig entschlisselter DNS-Sequenz
seines Genoms gehért. Die gute Charakterisierung des Stammes und seine in
klinischen Studien gezeigte gute Vertraglichkeit bei alteren S&uglingen und
Kleinkindern sowie die beschriebenen positiven Wirkungen auf die Schleim-
hautimmunitat lieen ihn fir das Studienvorhaben als geeignet erscheinen. Die
klinische Studie wurde als prospektive, randomisierte, Plazebo-kontrollierte
Doppelblindstudie angelegt.



4. Als Probanden kamen alle Friihgeborenen in Frage, die zwischen August 2003
und Juli 2005 vom ersten Lebenstag an auf der Neugeborenenintensivstation im
Klinikum Ernst von Bergmann in Potsdam behandelt wurden. Voraussetzungen
fur die Aufnahme der Friihgeborenen in die Studie war ein Gestationsalter < 37
und > 26 Wochen, die schriftliche Einverstandniserklarung der Eltern sowie das
Fehlen von zuvor festgelegten folgenden Ausschlusskriterien: angeborene Fehl-
bildungen des Magen-Darm-Trakts, Chromosomenaberrationen, HIV-Infektion der
Mutter. Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt.

5. 69 Probanden, die alle gewtlinschten Kriterien erflllten, wurden randomisiert. 37
Frihgeborene wurden der B. lactis- und 32 der Plazebo-Gruppe zugeordnet. Die
Kinder der B. lactis-Gruppe erhielten zusatzlich zur Nahrung zweimal taglich das
Studienpraparat FM 2000 (Muttermilchverstarker) mit B. lactis Bb12, die Kinder
der Plazebo-Gruppe erhielten stattdessen FM 2000 ohne B. lactis Bb12. Die bei-
den Studienpraparate waren weder als Pulver noch in geléster Form voneinander
zu unterscheiden. Die erste Applikation erfolgte innerhalb der ersten 24 Lebens-
stunden. Die verabreichte Gesamtdosis B. lactis Bb12 wurde von 1,6 x 10° Bakte-
rien am ersten Tag schrittweise bis auf 4,8 x 10° Bakterien am 4. Tag gesteigert
und in dieser Dosis bis zum 21. Lebenstag verabreicht.

6. In einem fur diese Studie entwickelten Studienprotokoll wurden alle fir die End-
punkte relevanten klinischen Daten der Mutter und der Kinder erfasst. Von den
Friihgeborenen wurden taglich Gewicht und enterales Nahrungsvolumen protokol-
liert und die Applikation von Antibiotika sowie unerwiinschte Ereignisse und die
Drop-outs dokumentiert. Zweimal wdchentlich wurden die klinischen Scorewerte
als Mal fur den klinischen Gesamtzustand ermittelt. Pro Woche wurden 2
Stuhlproben gesammelt, um den pH-Wert und die Konzentrationen von kurzketti-
gen Fettsduren (Gesamt-SCFA, Acetat, Laktat) sowie von sIgA und Calprotectin
zu bestimmen.

7. Die Auswertung der Randomisierungsparameter zeigt, dass die beiden Gruppen
gut vergleichbar sind. Die klinischen Scorewerte der Kinder nehmen im Verlauf im
Mittel kontinuierlich zu. Weder im parametrischen noch im verteilungsfreien Test
ist zwischen den beiden Gruppen ein signifikanter Unterschied der Scoreentwick-
lung erkennbar. 46 (66,7 %) der 69 Frihgeborenen erhielten im Verlauf der
Studienperiode fur 2 oder mehr Tage Antibiotika. Der Unterschied zwischen bei-
den Gruppen ist statistisch nicht signifikant. Auch die Dauer der Antibiotika-Gabe
mit insgesamt 5,5 Tagen im Mittel bei den Kindern der B. lactis-Gruppe und 5,3
Tagen bei den Kindern der Plazebo-Gruppe ist gut vergleichbar. Bis zum 3. (B.
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lactis-Gruppe) bzw. 4. Lebenstag (Plazebo-Gruppe) fallt das Kdérpergewicht im
Mittel um knapp 50 g unter das Geburtsgewicht. Danach steigt das Gewicht im
Mittel stetig an, wobei die tagliche Zunahme des Kérpergewichts von durchschnitt-
lich 27 g ab etwa dem 5. Lebenstag annéhernd linear ist. Das tolerierte enterale
Nahrungsvolumen steigt bis etwa zum 9. Lebenstag im Mittel steil an. Ab dem 10.
Lebenstag ist der weitere Anstieg im Mittel anndhernd linear, aber deutlich flacher.
Die Verlaufe von Gewicht und enteralem Nahrungsvolumen sind insgesamt in bei-
den Gruppen jeweils weitgehend parallel. In beiden Gruppen ist die Gabe von
Antibiotika mit einer geringeren Gewichtszunahme verbunden.

. Die Ergebnisse unserer Studie' tiber den Einfluss von Bifidobacterium lactis Bb12

auf die Stuhlflora der Frilhgeborenen sind bereits publiziert. Uber die Wirkung von
B. lactis Bb12 auf die bakterielle Fermentation im Darm und die Immunitat und
Entzindungsaktivitdt der Darmschleimhaut liegen bisher keine Berichte in der
Literatur vor. Die Konzentrationen und Profile der fakalen kurzkettigen Fettsduren
(SCFA) kénnen Aufschluss Uber die bakterielle Fermentation und somit Uber die
mikrobielle Stoffwechselaktivitat im Darm geben. Die fakale slgA-Konzentration ist
ein geeigneter Marker fir die lokale Darmwandimmunitat und Calprotectin ist ein
non-invasiver, unspezifischer Marker flr Entziindungsprozesse in der Darm-
schleimhaut.

Der durchschnittliche fakale pH-Wert wahrend der gesamten 3-wdchigen Interven-
tionsperiode ist bei den Friihgeborenen der B. lactis-Gruppe signifikant niedriger
als bei den Frihgeborenen der Plazebo-Gruppe (5,68 + 0,10 vs. 6,38 = 0,10,
p =0,001). Die fakale Laktatkonzentration steigt in beiden Gruppen mit zuneh-
mendem Alter an. In allen 3 Interventionswochen ist jedoch der Unterschied der
Mittelwerte zwischen der B. lactis-Gruppe und der Plazebo-Gruppe signifikant
(p: 0,001; 0,007; 0,048). Die durchschnittliche Laktatkonzentration (ber die
gesamte Interventionsperiode ist in der B. lactis-Gruppe signifikant hdher als in
der Plazebo-Gruppe (11,43 £ 1,37 vs. 7,06 = 1,14 mmol/g Stuhl, p = 0,011). Die
Applikation von Antibiotika hatte in beiden Gruppen keine unterschiedlichen Ein-
flisse auf die fakalen Laktatkonzentrationen.

Der Mittelwert der Gesamt-SCFA-Konzentrationen im Stuhl stieg von der ersten
bis zur dritten Interventionswoche in der B. lactis-Gruppe von 20,25 + 2,11 auf
47,60 £ 3,30 uymol/g Stuhl und in der Plazebo-Gruppe von 18,64 + 2,57 auf 27,15

Mohan R, Koebnick, C Schildt J et al.: Effects of Bifidobacterium lactis Bb12 supplementation on intestinal
microbiota of preterm infants: a double-blind, placebo-controlled, randomized study. J Clin Microbiol 2006;
44:4025-31
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t 2,34 uymol/g Stuhl an. Der Unterschied zwischen den Gruppen war in der zwei-
ten und dritten Studienwoche signifikant (p = 0,013 bzw. p < 0,001). Die Acetat-
konzentrationen, die ca. 90 % der molaren Konzentrationen der Gesamt-SCFA in
beiden Gruppen ausmachen, stiegen dementsprechend in der B. lactis-Gruppe
ebenfalls innerhalb der 3 Interventionswochen von 18,23 £ 1,60 auf 43,35 + 2,78
pMmol/g Stuhl und in der Plazebo-Gruppe von 15,61 + 1,96 auf 24,18 £ 1,65 umol/g
Stuhl an. Die mittlere Acetatkonzentration der B. lactis-Gruppe im Stuhl betrug im
Gesamtzeitraum 33,50 £ 2,07 ymol/g Stuhl, die der Plazebo-Gruppe 19,32 + 1,25
pmol/g Stuhl. Der Unterschied zwischen den Gruppen ist hoch signifikant
(p = 0,001). Das ist sogar bei den Subgruppen, die Antibiotika erhalten haben, der
Fall (33,88 + 3,96 vs. 17,82 £ 2,5 pymol/g Stuhl). Das geometrische Mittel der
molaren Anteile des SCFA-Profils Uber die Gesamtzeit ist in beiden Gruppen &hn-
lich (C2:C3:C4:C5: B. lactis-Gruppe: 90:4:3,2:2, Plazebo-Gruppe: 89,3:5:3:2).

Die Anzahl der Bifidusbakterien im Stuhl korrelierte signifikant mit den Laktat-
(r=0,336, p=0,010) und den Acetatkonzentrationen (r =0,243, p = 0,05). Die
Ergebnisse zeigen, dass Bifidobacterium lactis Bb12 die bakterielle Fermentation
im Darm positiv beeinflusst. Die héheren SCFA- und Laktatkonzentrationen in der
B. lactis-Gruppe sind fiir den signifikant niedrigeren pH-Wert in der B. lactis-
Gruppe im Vergleich zur Plazebo-Gruppe verantwortlich. Durch den niedrigeren
pH-Wert wird die Hemmung des Wachstums potentiell pathogener Bakterien
unterstitzt.

Die durchschnittliche Konzentration des Gesamt-sIgA Uber die gesamte Studien-
periode war in der B. lactis-Gruppe signifikant héher als in der Plazebo-Gruppe
(4,40 £ 0,49 vs. 2,47 £ 0,59 mg/kg Stuhl, p = 0,021). Der Unterschied war noch
ausgepragter, wenn nur jene Probanden beider Gruppen verglichen wurden, die
keine Antibiotika erhalten haben (5,92 + 1,46 vs. 2,38 + 0,82 mg/kg Stuhl:
p = 0,009). In den Subgruppen der Kinder, die Antibiotika erhalten haben, war der
Unterschied in den mittleren Gesamt-slgA-Konzentrationen zwischen der B. lactis-
Gruppe und der Plazebo-Gruppe statistisch nicht signifikant. Die Anzahl der Bifi-
dusbakterien im Stuhl? korrelierte nicht signifikant mit den fakalen Gesamt-sIgA-
Konzentrationen. Es war jedoch ein positiver Trend erkennbar (r= 0,344,
p = 0,08).

Mohan R, Koebnick, C Schildt J et al.: Effects of Bifidobacterium lactis Bb12 supplementation on intestinal
microbiota of preterm infants: a double-blind, placebo-controlled, randomized study. J Clin Microbiol 2006;
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Die durchschnittliche Konzentration von Calprotectin insgesamt von allen Unter-
suchungszeitpunkten war in der B. lactis-Gruppe signifikant niedriger als in der
Plazebo-Gruppe (269,77 £ 26,21 vs. 350 + 31,29 mg/kg Stuhl, p = 0,041). Der
Unterschied zwischen den Gruppen wird deutlicher, wenn man nur Kinder ver-
gleicht, die keine Antibiotika erhalten haben (250,61 + 29,93 vs. 378,44 + 38,43
mg/kg Stuhl: p = 0,007). Dagegen ist der Unterschied der mittleren Calprotectin-
konzentrationen in den Subgruppen mit Antibiotikagabe nicht signifikant. Die im
Mittel signifikant niedrigere Calprotectinkonzentration in der B. lactis-Gruppe im
Vergleich zur Plazebo-Gruppe stiitzt die Hypothese, dass die Supplementation
von B. lactis Bb12 bei Frihgeborenen die Reifung und Immunitat der Darm-
schleimhaut stimuliert und die Produktion von entziindungshemmenden Zytokinen
férdert.

Die Vertraglichkeit von B. lactis Bb12 kann insgesamt als gut eingeschatzt wer-
den, auch dann, wenn B. lactis Bb12 bereits innerhalb der ersten 24 Lebensstun-
den verabreicht wird. Es gab keinen Fall einer unerwiinschten Nebenwirkung oder
gar einer schweren Erkrankung, die mit der Gabe von B. lactis Bb12 in kausalem
Zusammenhang steht.

Die Anzahl von Kindern, die eine nekrotisierende Enterokolitis (NEC) entwickel-
ten, war mit 3 vergleichsweise gering. Zwei der Kinder gehérten zur Plazebo-
Gruppe, ein weiteres zur B. lactis-Gruppe. Eine Analyse dieser Daten ist auf
Grund der geringen Fallzahlen nicht angezeigt. Die in den letzten Jahren publi-
zierten klinischen Studien geben Hinweise darauf, dass Probiotika das Risiko ei-
ner NEC bei Frihgeborenen reduzieren kénnen.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden randomisierten Plazebo-
kontrollierten klinischen Studie die Hoffnungen, dass Bifidobacterium lactis Bb12
ein probiotischer Stamm ist, der sich fiir die praventive und méglicherweise in der
Zukunft auch fur eine therapeutische Anwendung bei Friihgeborenen gut eignet.
Die Studie ist gemeinsam mit anderen gut kontrollierten Studien ein wichtiger
Schritt auf dem Weg zu einer Evidenz-basierten Anwendung von Probiotika bei
Frihgeborenen.



