Aus der Kilinik:

Klinikum Westbrandenburg GmbH
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Charlottenstralde 72
14467 Potsdam

Untersuchung des Einflusses des Probiotikums
Bifidobacterium lactis auf ausgewahlte fakale Immun- und
Entzindungsparameter und die Erkrankungsinzidenz bei durch

Kaiserschnitt geborenen Sauglingen

INAUGURALDISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizinwissenschaften
(Dr. rer. hum.)

der Universitatsmedizin Rostock

vorgelegt von

CAROLIN BURO

Rostock, April 2019

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002663



Jahr der Einreichung: 2019
Jahr der Verteidigung: 2020
Gutachter:

1. Prof. Dr. Michael Radke, Klinikum Westbrandenburg
2. Prof. Dr. Bernd Gerber, Klinikum Sidstadt Rostock
3. Prof. Dr. Holger Rohde, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS .......ccoiiitiiiieaittiee e ettt te e ettt e e e ettt e e e e mte e e e e e mbt e e e e e m bt e e e e e ambee e e e e ambeeeeeaannnneaeans I
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ......ccoiuttttieitittaeaattetaeaasbeeaeaaste e e e e ansteeaeaanbeeeeeanbeeeeeanbeeeeeannnneeeeans 1
TABELLENVERZEICHNIS ........ceiiiuttiteeaitieee e ettt e e e ettt e e e e aatte e e s e amste e e e e ansbe e e e e annte e e e e antneeeeannneeeeans v
ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......uutiiiiiiitiiaeaaitetee e sttt e e e aste e e e s astee e e e asbe e e e e anbe e e e e anbeeeeeannneaeeans \Y
T EINLEITUNG ....ooiiiiitiiiee ettt e e ettt e e e ettt e e e ekttt e e e o ne e e e e e e mte e e e e e nbee e e e e meeeaaeenseeaeeaansneaeaaansneaaanns 1
1.1 Der Kaiserschnitt im Wandel der Zeit..............ooooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 1
1.2 Gesundheitliche Folgen des Kaiserschnittes flir Mutter und Kind ............cccccceeeeei, 3
1.3 Konsequenzen flr die neonatale Gastrointestinalbesiedlung und das Immunsystem ...... 4
1.3.1 Bakterielle Kolonisierung des Gastrointestinaltraktes von Neugeborenen ............. 4

1.3.2 Bedeutung der Muttermilch fir die Mikrobiotaentwicklung und das Immunsystem. 5

1.3.3 Mechanismen der postnatalen Immunsystemreifung...............cccoo 7
1.4 Probiotika als Interventionsmdglichkeit nach Kaiserschnitt .............cccocvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 9
1.4.1 Uberblick der klinischen Einsatzméglichkeiten von Probiotika .............................. 11
1.4.2 Bifidobacterium animalis SUbSP. 1aCHS ..........ccccooeiiiiiiiiiiiii e 12
1.5 ZICISTEIIUNG .ottt 13
2 PROBANDEN UND METHODEN .......ccuuiiiiiiiiiiiaeaitiieaeaateeeaeaaneeeaeaansseeaeaaneeeaeeannseeeaeannseeaean 14
2.1 StUAIENPIODANAEN ...ttt e e e e e e e e e e e e e 14
A e T o] g 1] =T 1 T T 15
2.3 StUAIENPIOAUKL ... 15
2.4 StUdIENADIAUT ... 16
2.4.1 Dosierung des StudienprodUKLES...........oouuiiiiiiiiiiiie e 17
2.4.2 Dokumentation der Studiendaten ... 19
2.4.3 StuhlprobensammiUNg..........cooooiiii i 19
2.4 .4 Erkrankungsinzidenzen und Begleitmedikationen................ccccoo 20
2.5 Referenzprobanden..........oooooiiiii i 21
A IS - L[] 1 SRR OPUPRRROPPPR 22



INHALTSVERZEICHNIS

3 ERGEBNISSE ........ciiiiittiiieaittete e e ettt eee e e ateeee e o aeeeea e e seeeeeeaanteeeeaeameeeeeeaanseeeeeaanneeaeeaanrneeeeanens 23
3.1 Vergleich der basalen Gruppencharakteristika .............cccccooiiiiiiiiiiiii e, 23
3.2 Studienpopulation nach Drop-outs und AussChlUSSEeN ...........cccovvvviiiiiiiiieeieeeeee e, 26
3.2.1 Subgruppenbildung der Stillgruppen...........ooouiiieiiiiii e 27
3.2.2 Subgruppenbildung der Formulagruppen ..........ccccooeeiiiiiiiiiceie e 27
I B S =Y =T (=Y gV | (] o] o 1= T SERPPRPR 28
3.3 AnthropometriSChe Daten .........oooiiiiii e 28
3.3.1 KOIMPEIGEWICKLT ... e 29
3.3.2 KOIPEITANGE ... e 31
3.3.3 KOPIUMIANG ...eei et e e e e e et e e e e e e eaaaaas 32
3.4 NahrungsmittelvertraglichKeit............ccoooiii e 32
3.4.1 STUNITEQUENZ ...t e e e e e et e e e e e e e e eeeaaes 33
3.4.2 SPUCKITEQUENZ ...t e e e e e e e e e e e ea e e e e e aaeeeeaaes 34
3.5 StUhIPrObENANAIYSE .......ueiiiieeee e 34
B Tt B o o BT =Y o P USRPPRSPR 35
3.5.2 Sekretorisches Immunglobulin A ... .. ... 39
3.5.3 AIPha-T-ANtitryPSiN .o a e aaaae 42
KR 071 ] o] 0] (=Y o1 11 o USSP 44
3.6 ErkrankungSiNZIAENZ .........cooiiiie e e 46
3.6.1 Zusammenfassung und Einteilung der aufgetretenen Erkrankungen.................... 46
3.6.2 Erkrankungsinzidenzen der ersten vier Lebensmonate .............ccccccoiiiiiiiiis 47
3.6.3 Dauer der Atemwegserkrankungen und der behandelten Bldhungen/Koliken ...... 48
3.7 KorrelationSanalySEN .........ccooi oo 50
4 DISKUSSION ... ..uitiiiiaiitete e et ee e e ettt e e ettt e e e e aasee e e e e aanee e e e e amneeeeeaanneeeeeeanneeeaeeansneaeeannteeaaann 52
5 ZUSAMMENFASSUNG ......cceiiuuiitiaaittieaeaatteeaaaaateeaeaaseeeaeaaneeeaeaaaseseaaeansseaeeaanseeaeeaansneaeeaanens 76
6 LITERATURVERZEICHNIS ........oetiiiiiiiiaeaaiteiae e ettt eeeaatteeaeeasteeaeaasteeaeaantaeeaaaansneaeaaaneneaeeaanees 78
ANHANG ...ttt e ettt e oottt e e ettt e e e e e m ettt e e e aa b ee e e e e amnee e e e e e nsee e e e e annte e e e e aaneeeeeeanrneeas Vil



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

1.1:
1.2
1.3:

2.1:
3.1:
3.2:

3.3:

3.4:

3.5;

3.6:

3.7:

3.8:

3.9:

3.10:

3.11:

3.12:

Beeinflussung der kindlichen Mikrobiotaentwicklung .............cccccovviiiiiiiiiiiiiiininnnnn. 7
Stimulation des Immunsystems durch die intestinale Mikrobiota .......................... 8

Zusammenfassung beschriebener Wirkungen von Probiotika im Darm des

MENSCNEN ... e e et e e et eaeees 10
Schematische Darstellung des Studienablaufes...........ccooiiiiii. 16
Gesamtdarstellung der Studienpopulation ..............oouiiiiiiiiii e, 26

Gewichtsentwicklung der Studien- und Referenzgruppen in den ersten vier
LeDENSMONALEN ... 29
Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme der Studien- und Referenzgruppen
in den ersten vier Lebensmonaten ... 30
Entwicklung der Kdrperlangen der Studien- und Referenzgruppen in den ersten
vier Lebensmonaten...... ... 31

Entwicklung der Kopfumfange der Studien- und Referenzgruppen in den ersten

vier Lebensmonaten... ... 32
Stuhlproben-pH-Werte zu den Visiten 3und 5.........ccccoeeiiiiiic . 36
Separierte Darstellung der zeitlichen pH-Wert-Verlaufe der Probanden .............. 38
Konzentrationen an sekretorischem Immunglobulin A zu den Visiten 3 und 5 .....41
Alpha-1-Antitrypsin-Konzentrationen zu den Visiten 3und 5.....................os 43
Calprotectinkonzentrationen zu den Visiten 3und 5., 45

Kumulative Inzidenz und durchschnittliche Erkrankungsdauer der
ALeMWEGSErKIraNKUNGEN. ... ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeieeea bbb eeeebaeaseeeeneeeaneanennne 49
Kumulative Inzidenz und durchschnittliche Erkrankungsdauer der behandelten
Blahungen und KOIKEN ... 49
Schematische Darstellung von Interventionsstrategien zur Abschwachung der

Effekte einer Entbindung per Kaiserschnitt...........cooooiiiiiii, 74



TABELLENVERZEICHNIS

TABELLENVERZEICHNIS
Tab. 1.1:  Anzahl der Kaiserschnittentbindungen in deutschen Krankenhausern von 1991-
2O L AP 2
Tab. 1.2: Vergleich der Kaiserschnittraten ausgewahlter europaischer Lander im Jahr 2010 2
Tab. 2.1: Ubersicht der Ein- und AusSChIUSSKItErieN.............cccceveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
Tab. 2.2: Dosierung des Studienproduktes.............cooiiiiiiiiiiiiieii e 18
Tab. 2.3: Baselinedaten der Probanden ..o 19
Tab. 3.1: Charakterisierung der Intention-To-Treat-(ITT)-Gruppen hinsichtlich der Baseline-
= 1 (=] o 24
Tab. 3.2: Durchschnittliche Stuhlfrequenz pro Tag ..........cceeiiiiiiiiiiicce e, 33
Tab. 3.3: Durchschnittliche Spuckfrequenz pro Tag........cccceeeiieviiiiiiiiiiieeeeeeeeceee e, 34
Tab. 3.4: Gruppenstarken der auswertbaren Stuhlproben ...........cccccccoeiiiiiiiii, 35
Tab. 3.5: Ergebnisse der pH-Wert-MesSuNg............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 35
Tab. 3.6: Ergebnisse der SIGA-MESSUNG.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
Tab. 3.7: Ergebnisse der 01-AT-MESSUNG ..........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
Tab. 3.8: Ergebnisse der Calprotectin-MesSuNg ... 44
Tab. 3.9: Erkrankungsinzidenz der ersten vier Lebensmonate ...............ccooevviiiiiiinnns 47
Tab. 3.10: Korrelationskoeffizienten r der Stuhlprobenparameter an Visite 3........................ 50
Tab. 3.11: Korrelationskoeffizienten r der Stuhlprobenparameter an Visite 5........................ 51
Tab. 4.1: Schematischer Vergleich der Parameterveranderungen bezogen auf die
Ergebnisse der Referenzgruppe nach vier Lebensmonaten..............ccccccceeeee. 70
Tab. 4.2: Schematischer Vergleich der Parameterveranderungen zwischen den

Formulagruppen nach vier Lebensmonaten ... 72



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

%

°C

%)
al-AT
Mg
Abb.
AE

B. lactis
BF
bzw.
ca.

cfu
cm

d

d.h.

dl

E. coli
EL
ELISA
et al.
etc.
FF

g
GOS/FOS
h

HA
HMO
iv.
ITT

kg

KS

LGG

MF

Prozent

Grad Celsius

Durchschnitt

Alpha-1-Antitrypsin

Mikrogramm

Abbildung

Adverse Event (unerwiinschtes Ereignis)
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Breast-Fed (gestillt)
beziehungsweise

circa

colony forming units (koloniebildende Einheiten)
Zentimeter

days (Tage)

das heifdt

Deziliter

Escherichia coli

Entlassung

enzyme linked immunosorbent assay
und andere

et cetera (und die Ubrigen)
Formula-Fed (formulaernahrt)
Gramm
Galacto-/Fructooligosaccharide
Stunde

hypoallergen

Humane Milcholigosaccharide
intravends

Intention-To-Treat

Kilogramm

Kaiserschnitt

Liter

Lactobacillus rhamnosus GG

Mean (Mittelwert)

Mix-Fed (zwiemilchernahrt)



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

mg

mi

n

n.s.
NEC
nm
OR
p-Wert
Pla

PP
Pro
PUFA
r

REF
RSV
S. thermophilus
SD
sigA
Sign.
SSW, vSSW
Tab.

U

USw.

vgl.
VS.
WHO
z.B.

VI

Milligramm

Milliliter

Probandenanzahl

nicht signifikant

Nekrotisierende Enterokolitis

Nanometer

Odds Ratio (Relatives Risiko)

Signifikanzwert

Placebo

Per Protocol

Probiotik

Polyunsaturated fatty acids (mehrfachungesattigte Fettsauren)
Korrelationskoeffizient

Referenz

Respiratorisches-Synzytial-Virus

Streptococcus thermophilus

Standard Deviation (Standardabweichung)
sekretorisches Immunglobulin A

Signifikanz

Schwangerschaftswoche, vollendete Schwangerschaftswoche
Tabelle

Untersuchung

und so weiter

Visite

vergleiche

versus

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

zum Beispiel



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Als mittlerweile funfthaufigster operativer Eingriff in Deutschland [1] stellt der Kaiserschnitt eine
Standardprozedur dar, die viele Kinder das Licht der Welt erblicken lasst. Dennoch zeigt sich
aufgrund der geschichtlichen und medizinischen Entwicklung dieser Entbindungstechnik eine
Verschiebung von Nutzen und Risiko, die im Folgenden auch hinsichtlich der kurz- und
langfristigen gesundheitlichen Auswirkungen auf die Sauglinge naher erlautert werden soll.
AnschlieRend wird das Probiotikum Bifidobacterium animalis subsp. lactis hinsichtlich der
gastrointestinalen und klinischen Bedeutungen und Funktionen diskutiert, sowie die

Zielstellung der vorliegenden Dissertation erlautert.

1.1 Der Kaiserschnitt im Wandel der Zeit

Der Ursprung des Begriffs ,Kaiserschnitt” ist bis heute unklar, die Ableitung vom rémischen
Kaiser Julius Caesar, der der Legende nach selbst per Schnittentbindung zur Welt gekommen
sein soll, gilt als unwahrscheinlich. Der Wortherkunft nach geht der Kaiserschnitt
mdglicherweise aus dem Lateinischen Caesura, auf Deutsch ,Einschnitt®, hervor, sodass im
Laufe der Geschichte Uber mittellateinisch Sectio Cesaria wurde, der Kaiserschnitt, wie es im

Englischen heute noch heif3t (,Cesarean Section®).

Den ersten Kaiserschnitt, den Mutter und Kind Uberlebten, soll der Schweinekastrator Jacob
Nufer um das Jahr 1500 durchgefihrt haben, nachdem seine Frau tagelang in den Wehen lag
und sich kein Geburtsfortschritt abzeichnete. In letzter Verzweiflung, mit dem Grundwissen der
Schnitttechnik und Wundversorgung seines Berufes und dem Segen des Prélaten flhrte er
den Kaiserschnitt aus, bei dem Mutter und Kind tberlebten. In den folgenden Jahren brachte
seine Frau noch sechs weitere Kinder auf naturlichem Weg zur Welt, darunter sogar Zwillinge
[2]. Der erste in Deutschland erfolgreich durchgefiihrte Kaiserschnitt erfolgte 1610 durch

Jeremias Trautmann in Wittenberg [3].

War der Kaiserschnitt in der Geschichte eher eine sehr seltene Ausnahme, so nimmt die
operative Entbindungstechnik heutzutage seit Jahrzehnten weltweit stark zu und liegt
mittlerweile in vielen Landern deutlich Uber den von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
als adaquat eingeschatzten 10-15 % [4]. Dabei sind deutliche lander- und regionsspezifische
Unterschiede von rund 4 % Kaiserschnittrate in Zentral- und Westafrika verglichen mit einer
zehnfach hdéheren Kaiserschnittrate in Lateinamerika (44 %) zu beobachten [5]. Die Griinde
fur den weltweiten Anstieg von Sektiogeburten werden kontrovers diskutiert, im Allgemeinen
werden dabei sowohl die steigende Zunahme an Krankenhausgeburten als auch die

steigenden Kaiserschnittraten innerhalb der Krankenhauser angefiihrt [5]. Interessanterweise
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konnte im Jahr 2015 keinerlei Reduktion von miutterlicher oder kindlicher Sterblichkeit bei

Kaiserschnittraten von tber 10 % festgestellt werden [6].

Auch in Deutschland sind die Entbindungen per Sektio deutlich angestiegen und haben sich
in den letzten 25 Jahren verdoppelt. Lag der Anteil der Krankenhausgeburten 1991 mit 15,3 %
Kaiserschnitten noch knapp im Rahmen der WHO-Empfehlung, sind diese innerhalb von zwei

Jahrzehnten auf Uber 32 % gestiegen (vgl. Tab. 1.1) [7].

Tab. 1.1: Anzahl der Kaiserschnittentbindungen in deutschen Krankenh&ausern von 1991-2017

Entbundene Frauen in deutschen Krankenhausern
Jahr Anzahl Anzahl Entbindungen Anteil in %
Insgesamt durch Kaiserschnitt
1991 822 842 126 297 15,3
2001 715136 161 548 22,6
2011 642 791 206 791 32,2
2017 762 343 232 505 30,5

Erst in den letzten sechs Jahren ist ein leichter Riickgang dieser Entwicklung zu beobachten.
Im europaischen Vergleich liegt Deutschland oberhalb des Durchschnitts von rund 25 %,
hingegen weisen die Niederlande und die skandinavischen Lander deutlich geringere

Sektioraten auf [8]:

Tab. 1.2: Vergleich der Kaiserschnittraten ausgewahlter europdischer Lander im Jahr 2010

Land Kaiserschnittrate in %
Finnland 16,8
Niederlande 17,0
Norwegen 17,1
Schweden 17,1
Danemark 22,1
England 246
Osterreich 28,8
Deutschland 31,3
Schweiz 33,1
Polen 34,0
Italien 38,0
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Die Grunde fur die teilweise hohen Kaiserschnittraten werden unter medizinischem
Fachpersonal kontrovers diskutiert. Als Faktoren werden unter anderem das veranderte
Risikoprofil bei steigendem maternalen Alter zum Zeitpunkt der Entbindung, wie auch
okonomische Faktoren (hohere Fallpauschale bei geringerem Zeitaufwand in den Kliniken)
oder die Wahrnehmung des Kaiserschnittes als sichere, planbare und schmerzarme

Entbindungsvariante vermutet [4, 9].
1.2 Gesundheitliche Folgen des Kaiserschnittes fur Mutter und Kind

Trotz des in Notsituationen absolut indizierten Vorgehens zum Schutz des Lebens von Mutter
und Kind sollte der Kaiserschnitt als operativer Eingriff aufgrund der kurz- und langfristigen
Risiken nur in diesen lebensrettenden Umstanden erfolgen und nicht als gleichwertige
Alternative zur Spontangeburt bewertet werden [4, 10]. Dabei werden als absolute Indikationen
fur die Geburt per Kaiserschnitt unter anderem Lageanomalien des Kindes (Querlage),
lebensbedrohliche Schwangerschaftsgestosen (z.B. Praklampsie, HELLP-Syndrom), fetale
Asphyxien (Sauerstoffmangelversorgung des Kindes), eine Uterusruptur oder eine

Uberlagerung des Muttermundes durch Plazentagewebe (Plazenta praevia) beschrieben [11].

Das Risiko flr unerwiinschte neonatologische Ereignisse, wie der respiratorischen
Anpassungsstorung, und fur die gesamte kindliche Morbiditat steigt vor allem bei geplanten
Kaiserschnitten [12]. Dabei erhoht sich das relative Risiko signifikant mit einem geringeren
Gestationsalter (OR: 2,1 bei 37 SSW, OR: 1,5 bei 38 SSW vs. 39 SSW (p < 0,001)), sodass
eine geplante Sektio aufgrund der damit verbundenen Risikoerhéhung nicht vor 39 vollendeten

Schwangerschaftswochen stattfinden sollte [13].

Des Weiteren konnten in mehreren Studien langfristige negative Auswirkungen der kindlichen
Gesundheit nach Kaiserschnittgeburt belegt werden. So steigt das Risiko fir Asthma und
Diabetes Typ 1 um jeweils 20 % [14, 15]. AulRerdem erkranken Kaiserschnittkinder haufiger
an Gastroenteritis [16] und Diarrhoe [17] und zeigen ein erhdhtes relatives Risiko fir die
Entwicklung von allergischer Rhinitis [18], Zoliakie [19], Adipositas [20] und

Lebensmittelallergien, vor allem bei familidrer Pradisposition [21].

Auch die mutterliche Morbiditat ist aufgrund von mdglichen Komplikationen, wie beispielsweise
erhohter Blutverlust, postnatale Infektionen, Organverletzungen und dem Risiko einer
Uterusruptur bei einer Folgeschwangerschaft, erhoht [22, 23]. Dabei zeigte sich eine hdhere
Morbiditdt bei den sogenannten Notkaiserschnitten im Vergleich zu den geplanten
Schnittentbindungen [24]. Eine aktuelle Metaanalyse ergab einerseits zwar ein reduziertes
Risiko fir Harninkontinenz nach einem Kaiserschnitt verglichen mit einer Vaginalgeburt,

jedoch steigt auch das Risiko fir eine Fehl- oder Totgeburt bei einer Folgeschwangerschaft



EINLEITUNG

sowie flr Plazentaprobleme, wie beispielsweise der pathologischen Verwachsung dieser mit

der Gebarmuttermuskulatur oder der Plazenta praevia [25].

Letztlich ist auch die emotionale Mutter-Kind-Bindung durch das fehlende natirliche
Geburtserlebnis signifikant verandert, sodass vor allem Mdatter mit ungeplanten

Kaiserschnitten haufiger Emotionen wie Trauer und Enttduschung empfinden [26].

1.3 Konsequenzen fiir die neonatale Gastrointestinalbesiedlung und

das Immunsystem

Der Darm des Menschen ist mit einer Vielzahl von Bakterien besiedelt, die im erwachsenen
Gastrointestinaltrakt in der grof3ten Anzahl im Kolon vorkommen und dabei Gesamtzahlen von
bis zu 10" koloniebildende Einheiten pro Gramm Fézes erreichen [27]. Hauptvertreter sind
dabei unter anderem die Gattungen Bacteroides, Bifidobacterium, Enterobacteriaceae,

Lactobacillus, Streptococcus und Clostridium [27].

Diese Mikroorganismen im menschlichen Darmsystem besitzen viele verschiedene
Funktionen, darunter die Fermentierung von unverdauten Nahrungsbestandteilen zur
Energiegewinnung, die Verhinderung der Ansiedelung und des Wachstums von potentiellen
Pathogenen, das Training des Immunsystems, die Produktion von Vitaminen und sie tragen
zur sogenannten ,oralen Toleranz“ bei [28, 29]. Letzte bezeichnet dabei die geringere
Sensitivitdt gegenlber Antigenen, die den Verdauungstrakt passieren und somit

Uberreaktionen des Immunsystems vermeiden oder abschwéchen [30].

Die Etablierung einer physiologischen Mikrobiota nach der Geburt tragt zu einer starken
Stimulation der Reifung des sogenannten darmassoziierten lymphatischen Gewebes und der
mukosalen Immunitat bei [31]. Die Bedeutung dieser Interaktion von Darmbakterien und
Darmgewebe wird aufgrund der Tatsache verdeutlicht, dass rund 80 % der gesamten

immunologisch aktiven Zellen des menschlichen Kdrpers dort lokalisiert sind [32].
1.3.1 Bakterielle Kolonisierung des Gastrointestinaltraktes von Neugeborenen

Eine mogliche Ursache der unter 1.2 genannten immunologischen Erkrankungen von per
Sektio geborenen Kindern ist die verzdgerte mikrobielle Besiedlung des Gastrointestinal-
traktes postnatal, da dies ein kritischer Zeitpunkt fur die optimale Entwicklung und Reifung des
Darm- und Immunsystems ist [33—36]. Wahrend bei einer Vaginalgeburt die Bakterien aus dem
mutterlichen Geburtskanal und der Rektalflora unwillkirlich vom Kind geschluckt werden, fehit

diese ,Startkultur® bei per Kaiserschnitt geborenen Kindern [37-39].

Trotz der urspringlich allgemein angenommenen Sterilitdt des Fetus im Mutterleib, konnten

mittlerweile in neueren Forschungen eine mikrobielle Besiedlung der Plazenta, des

4
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Fruchtwassers und des Mekoniums nachgewiesen werden, sodass von einer mikrobiellen
Erstbesiedlung bereits intrauterin ausgegangen werden kann [40—43]. Dennoch stellt der
Entbindungsmodus einen der wichtigsten Faktoren fur die Entwicklung der kindlichen
Darmmikrobiota dar, da bei einer Spontangeburt die Darmbesiedlung zuerst von fakultativ
anaeroben Bakterien, wie Escherichia, Enterokokken und Streptokokken erfolgt, die in den
ersten Tagen den Sauerstoff verbrauchen und durch diese Milieuveranderung die Etablierung
von anaeroben Bakterien, welche bei vaginal geborenen, voll gestillten Kindern hauptsachlich
Bifidobakterien sind, begunstigen [44—46]. In mehreren Studien der letzten Jahre konnte so
gezeigt werden, dass die deutlichsten Unterschiede von per Kaiserschnitt Geborenen in der
geringeren Besiedlung von Bifidobakterien und Bacteroides und einem héheren Vorkommen
von E. coli-Bakterien und von potentiellen Pathogenen (Clostridium difficile) begriindet liegen

sowie die Gesamtbakterienzahl deutlich verringert ist [39, 45, 47-49].

Weitere wichtige Faktoren der Mikrobiotabeeinflussung in den ersten Lebenswochen stellen
unter anderem das Gestationsalter bei Entbindung, die Art der Ernahrung (gestillt vs.
formulaerndhrt), die maternale Antibiotikaeinnahme und familidare Lebenssituationen
(Vorhandensein von Geschwisterkindern, landlicher oder stadtischer Wohnort, Haustier-
kontakt, Ernahrung usw.) dar [38, 42, 50-52]. AuRerdem besteht auch ein Unterschied in der
mikrobiellen Besiedlung von Kindern, die durch einen geplanten Kaiserschnitt zur Welt kamen.
Da bei diesem im Vergleich zu einem Notkaiserschnitt definitiv keine vorzeitige Eréffnung der
Fruchtblase und somit kein Kontakt zur Mikroflora des Geburtskanals stattfand, ergaben sich

geringere Gesamtbakterienanzahlen fur diese Kinder [52, 53].

1.3.2 Bedeutung der Muttermilch fir die Mikrobiotaentwicklung und das

Immunsystem

Ein weiterer Nachteil der Sektioentbindung ist die verzégerte Laktation und damit die spatere
bzw. verringerte Versorgung des Neugeborenen mit Muttermilch auch aufgrund von Zugabe
von Formulamilch in den ersten vier Lebenstagen [54]. So konnte in einer Metaanalyse gezeigt
werden, dass es eine negative Assoziation zwischen der Kaiserschnittentbindung und dem
frihen Stillstart nach der Geburt gibt. Nach einem gelungenen Stillstart hat der Geburtsmodus

jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl von gestillten Kindern nach sechs Monaten [55].

Muttermilch ist einzigartig und zeichnet sich neben dem fir Sauglinge optimal zusammen-
gesetzten Mineral- und Nahrstoffgehalt durch das Vorkommen von immunologisch wirksamen
Substanzen, wie beispielsweise Immunglobuline, Lysozym, ungesattigte langkettige
Fettsauren und Enzyme, aus [56]. Zusatzlich stellt Muttermilch eine Quelle von Bifidobakterien
und weiteren Mikroorganismen dar, die zusammen mit den ebenfalls enthaltenen humanen

Milcholigosacchariden (HMO) als einzigartiges Substrat fir die Bifidoflora [57] in
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synergistischem Effekt die intestinale Barrierefunktion erhéhen und zu den positiven
Wirkungen der Bifidobakterien beitragen [58, 59]. Dabei bilden die HMO mit rund 10-20 g/I
neben Laktose und Fett den drittgroRten Bestandteil der Muttermilch und sind aufgrund der
hohen Konzentrationen und der strukturellen Komplexitat einzigartig in menschlicher Milch
[60]. Als prabiotischer Nahrungsbestandteil fir die Bifidobakterien besitzen HMO eine grol3e
Bedeutung, da sie nutritiv dem Saugling nicht zur Verfigung stehen und unverdaut in den
Dickdarm gelangen [61]. Dort werden diese Oligosaccharide selektiv als Substrat fur das
Bifidobakterienwachstum verwendet, was auf eine Koevolution von Mensch und dieser
Bakterienspezies hinweist [62]. Dartiber hinaus konnte in menschlichen Koloncarcinomzellen
in vivo 2012 gezeigt werden, dass Bifidobakterien, die auf humanen Milcholigosacchariden
gewachsen waren, hohere Adhasionsraten sowie eine hdhere Expression von
Zellmembranglycoproteinen, Adhasionsmolekiilen und antiinflammatorischen Zytokinen
zeigten [63]. Diese Mechanismen verdeutlichen die einzigartige und spezielle Beziehung
zwischen HMO-gewachsenen Bifidobakterien und den intestinalen Epithelzellen, vor allem in
der daraus resultierenden Senkung der Darmpermeabilitdt durch die Verstarkung der

interzellularen Adhasion.

Zusatzlich findet beim Stillen ein Austausch von Mikroorganismen zwischen der mutterlichen
Hautoberflache und dem Saugling statt, was zu einer zusatzlichen Exposition von Bakterien in

der unmittelbaren Umgebung des Kindes flihrt [46].

Im Vergleich zu formulaernahrten weisen gestillte Sauglinge ein geringes Infektionsrisiko fur
Magen-Darm-Erkrankungen und Infektionen der Atemwege auf [64]. Ebenfalls konnte eine
Risikoreduktion in der Entwicklung von Asthma und allergischen Ekzemen in den ersten vier
Lebensjahren beobachtet werden, wenn Kinder in den ersten drei bis vier Lebensmonaten mit
Muttermilch ernahrt wurden [65, 66]. Der Einfluss auf die Darmbarrierefunktion, die bei
gestillten Sauglingen in den ersten Lebenstagen physiologisch abnimmt, ist bei
formulaerndhrten Kindern verandert, sodass die intestinale Permeabilitdtsverringerung
verzogert stattfindet [67]. Die Arbeitsgruppe um Penders konnte im Jahr 2005 aulerdem
zeigen, dass nicht gestillte Kinder eine signifikant héhere Pravalenz von potentiellen

Pathogenen wie dem Chlostridium difficile aufweisen [68].

Zusammenfassend lasst sich in Abbildung 1.1 darstellen, dass hauptsachlich sowohl der
physiologisch veranderte Start der Gastrointestinalbesiedlung durch eine Geburt per
Kaiserschnitt als auch die verzdogerte oder fehlende Muttermilcherndhrung als
Hauptnahrungsquelle fur die Mikrobiota die kurz- und langfristigen immunologischen und
gastrointestinalen Konsequenzen von kaiserschnittgeborenen Kindern begunstigen [29, 69—
71].
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zunahmein der Schwangerschaft
etc.

Mikrobiota des Kindes

Abb. 1.1: Beeinflussung der kindlichen Mikrobiotaentwicklung (modifiziert nach [71])

Faktoren wie der Gewichts-, Ernahrungs- und Immunsystemstatus der Mutter wahrend der Schwangerschaft
beeinflussen den ersten bakteriellen Kontakt des Kindes im Mutterleib. Ebenso bestimmen die Art der Entbindung
und auch die Laktation maRgeblich die Entwicklung der intestinalen Mikrobiotazusammensetzung und damit den
Gesundheitszustand des Kindes.

1.3.3 Mechanismen der postnatalen Inmunsystemreifung

In einem 2013 erschienenen Review von Di Mauro et al. wurden die biologischen Zusammen-
hange der frihen Darmbesiedlung mit dem Immunsystem zusammengefasst [72]. Dabei sind
diese abhangig von der Interaktion zwischen dem Darmlumeninhalt, des intestinalen Epithels

und den dendritischen Zellen des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (vgl. Abb. 1.2):
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Abb. 1.2: Stimulation des Imnmunsystems durch die intestinale Mikrobiota (modifiziert nach [72])
Kommensale Bakterien des menschlichen Darmsystems aktivieren direkt und indirekt das Immunsystem tber das
darmassoziierte lymphatische Gewebe. Hauptmechanismen sind dabei die Aufnahme von Antigenen Uber die M-
Zellen und die Auslaufer der dendritischen Zellen zur Antigenprasentation in lymphatische Zellbereiche der Lamina
propria. Daraufhin wird die T-Zellantwort sowie die B-Zell-Differenzierung induziert.

Das Darmlumen bzw. die Mukusschicht ist durch eine Epithelschicht von der Lamina propria
getrennt. Spezialisierte M-Zellen, die Uber dem lymphatischen Gewebe (Peyer’s Patch)
lokalisiert sind, sind in der Lage, mikrobielle und Lebensmittelantigene aus dem Lumen durch
das Epithel in die Lamina propria zu transportieren. Zusatzlich prasentieren die dendritischen
Zellen die Antigene durch Aufnahme ihrer Auslaufer den naiven T-Zellen, die eine intestinale
Immunantwort vermitteln [72]. Kommensale Bakterien, wie beispielsweise Bifidobakterien,
kénnen dabei die Differenzierung von B-Zellen in Immunglobulin A-produzierende Plasma-
zellen fordern, indem die M-Zellen die aufgenommenen Bakterien zu den B-Zellen in den
Peyer-Plaques transportieren oder die dendritischen Zellen diese direkt ins Lumen

transportieren [73].

Die T-Zell-Antwort verlauft hinsichtlich der Zytokinproduktion entweder auf zellvermittelter
(Th1) oder humoraler (Th2) Ebene, beide Prozesse sind im gesunden System streng reguliert
[72]. Da das unreife Immunsystem von Neugeborenen eine Th2-Verschiebung zeigt,
beglnstigt eine physiologische postnatale Darmbesiedlung mit vor allem Bifidobakterien eine

Verlagerung zur Th1-Antwort, was in einer Balance dieser Systeme resultiert. Somit

8
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verhindern Bifidobakterien eine T-Zell-imbalance, die Kklinisch zu Erkrankungen bzw.

UberschielRenden Immunreaktionen fiihren kann [74].

Bereits 1997 konnte durch Sudo et al. gezeigt werden, dass die Entwicklung der oralen
Toleranz als wichtiger Schritt in der Reifung des Immunsystems abhangig von einer
Besiedlung mit Bifidobakterien ist. Dabei konnte die immunologische Th2-Verschiebung in
keimfreien Mausen nach der Geburt durch die Besiedlung mit dem Bifidobacterium infantis
ausbalanciert werden und eine orale Toleranz wiederhergestellt werden, jedoch ausschlielilich
in der Neonatalphase [75]. Jakobsson et al. konnten 2014 weiterhin zeigen, dass per
Kaiserschnitt geborene Kinder eine geringere Bakteriendiversitat sowie eine reduzierte Th1-
Zellantwort in den ersten zwei Lebensjahren besal3en, sodass die Autoren schlussfolgerten,
dass die frilhen postnatalen Anderungen der Darmmikrobiota die spatere immunologische
Sensitivitat beeinflussen [36]. So besitzen pradispositionierte Kaiserschnittkinder ein deutlich

hoheres Risiko fiur die Entstehung von Nahrungsmittelallergien [21].

Die Entwicklung bzw. Aufrechterhaltung der oralen Toleranz durch das darmassoziierte
lymphatische Gewebe im Zusammenspiel mit ndtzlichen natirlichen und probiotischen
Bakterien sowie die Senkung der intestinalen Permeabilitat durch balancierte inflammatorische
Reaktionen sind demzufolge bedeutend in der postnatalen Immunsystemreifung und der

Verhinderung von Nahrungsmittelallergien [30].
1.4 Probiotika als Interventionsmoglichkeit nach Kaiserschnitt

Eine Mdglichkeit zur Intervention bei gastrointestinaler Dysbalance ist der Einsatz von
Probiotika [70]. Definitionsgemal sind Probiotika, abgeleitet aus dem lateinischen Wort ,,pro*
(,fir*) und dem griechischen Wort ,bios” (,das Leben*), laut WHO ,lebende Mikroorganismen,
die in adaquat eingenommenen Mengen zu einer positiven Wirkung auf die Gesundheit des
Wirtes beitragen® [76]. Zu den am haufigsten untersuchten und als sicher eingestuften
Probiotika zahlen Bifidobakterien und Laktobazillen [77, 78]. Dabei sind die Wirkungen der
einzelnen Bakterienstrange unterschiedlich und die individuellen Eigenschaften sollten vor
dem Einsatz in klinischen Studien evaluiert werden [46]. Aufierdem sollten Probiotika
kontinuierlich zugefihrt werden, da die Adhasion an die Mukosazellen von endogen

zugefuhrten Bakterien im menschlichen Darm fraglich ist [79].
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Die wichtigsten Funktionen von Probiotika sind zusammenfassend schematisch in Abbildung

1.3 dargestellt:
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schitzen vor
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verbessern die
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Darmbakterien-
zusammensetzung
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N T-Helferzellbalance
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Abb. 1.3: Zusammenfassung beschriebener Wirkungen von Probiotika im Darm des Menschen (modifiziert
nach [80, 81])

Dargestellt sind die Hauptfunktionsweisen, wie Probiotika im Gastrointestinaltrakt des Menschen wirken kénnen.
Neben der direkten Beeinflussung der Bakterienzusammensetzung durch Erh6hung der Anzahl von Bifidobakterien
und/oder Laktobazillen und der Bildung von Fermentationsprodukten zur Energielieferung und Ansauerung des
Darmmilieus konnten indirekte Schutzmechanismen vor Pathogenen und die Verbesserung der Immunitat des
Darmsystems beschrieben werden.

Probiotika starken somit auf der einen Seite die Mikrobiota und das Immunsystem des Wirtes
und schutzen andererseits gleichzeitig durch verschiedene Mechanismen und der
kompetitiven Hemmung um Substrate und Bindungsstellen vor krankheitserregenden
Bakterien (vgl. Abb. 1.3). Dies unterstreicht die Bedeutung von Probiotika in der mdglichen
Behandlung von gastrointestinalen Besiedlungsverzégerungen und darm- oder immun-

assoziierten Erkrankungen.

10



EINLEITUNG

1.4.1 Uberblick der klinischen Einsatzméglichkeiten von Probiotika

Die in Abbildung 1.3 dargestellten Mechanismen von Probiotika im menschlichen Organismus

deuten auf die vielen klinischen Einsatzmoglichkeiten hin.

Die Wirkung von Probiotika in der Pravention bzw. der Behandlung von allergischen
Erkrankungen bei Kindern wurde 2009 in einer grolRen Metaanalyse analysiert [82]. Dabei
konnte gezeigt werden, dass in den meisten Studien positive Effekte des Probiotikaeinsatzes
in der Behandlung von atopischen Ekzemen, vor allem bei Patienten mit Lebensmittelallergie,
erzielt wurden. Ein Langzeiteffekt hinsichtlich der Reduktion von atopischen Ekzemen bei tber
900 funfjahrigen Kindern konnte dabei unter den per Kaiserschnitt geborenen festgestellt
werden, jedoch nicht in der Gesamtkohorte. Einige Studien zeigten keinen Effekt der Ekzem-
pravention, allerdings wurden keinerlei unerwlnschte Ereignisse beobachtet. Da in den
Untersuchungen unterschiedliche probiotische Stamme und Interventionsstrategien
eingesetzt wurden, ist die Aussagekraft und Vergleichbarkeit allerdings reduziert zu bewerten
[82].

Probiotika zeigen weiterhin eine deutliche Evidenz in der Behandlung von Durchfall-
erkrankungen [78], vor allem in der Reduzierung des Risikos von Chlostridium difficile-

assoziierten Durchfallen (60 % Reduktion im Vergleich zur Placebogruppe) [83].

Des Weiteren konnte in einer Studie mit Bifidobakterien und Laktobazillen gezeigt werden,
dass diese die Inzidenz von Todesfallen und der nekrotisierenden Enterokolitis (NEC), eine
schwere Darmentzindung, die vor allem fruhgeborene S&uglinge betrifft, signifikant
reduzierten [84]. Dies konnte auch in einer gro3en Metaanalyse mit insgesamt tber 2000
Frihgeborenen, die ein sehr niedriges Geburtsgewicht hatten, bestatigt werden, da im
Gesamteffekt eine Reduktion der NEC-Falle um 30 % durch die Gabe von Probiotika erzielt

werden konnte [85].

AuRerdem konnten akute Infektionen und das Risiko von wiederkehrenden respiratorischen
Infekten im ersten Lebensjahr in formulaerndhrten Kindern durch den Einsatz von

probiotischen Bifidobakterien und Laktobazillen reduziert werden [86].

Auf laborparametrischer Ebene bewirken Probiotika eine Senkung des intestinalen pH-Wertes
und eine Erhéhung der Gesamtanzahl von Bifidobakterien und Laktobazillen in den Fazes [79]
sowie eine positive Beeinflussung der Darmimmunitat durch Erhéhung der Anzahl von

Immunglobulin-sezernierenden Zellen [87].

Die Ergebnisse zeigen, dass Probiotika ein grol3es therapeutisches Potential in der Modulation
der gastrointestinalen Mikrobiota und der Entzindungsaktivitat bzw. der Immunantwort

besitzen. Dennoch sind mehr Studien nétig, um eine groRere klinische Evidenz zu erreichen
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und adaquate Empfehlungen auszusprechen. Zu I6sende Probleme sind dabei vor allem die
Auswahl an probiotischen Stammen, die Individualitat der Wirkungsbereiche, die Unterschiede
in synergistischen vs. individuellen Effekten von Bakterienstdmmen und die Definierung der
Wirtscharakteristika in den Studiengruppen (klinische Bedingungen, Startbedingungen der

Darmmikrobiota, Ernahrungsform, Umweltfaktoren etc.) [71].
1.4.2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Eins der bis heute am besten untersuchten probiotischen Bakterien ist das Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (kurz B. lactis), welches in Uber 370 wissenschaftlichen Publikationen

beschrieben wurde, wovon mehr als 180 klinische Studien sind (Stand Februar 2016) [88].

B. lactis ist ein gram-positives, unbewegliches, anaerobes Bakterium, welches seit 1983 in der
Zellkulturbank der Firma Chr. Hansen, Danemark, gelagert ist [89]. Technologisch ist es
aufgrund der guten Stabilitat, der hohen Sauerstofftoleranz, der Sauren- und Gallensalz-
stabilitat und der Fermentationsaktivitat als probiotisches Nahrungserganzungsmittel geeignet
[89]. Das Genom wurde 2004 vollstandig entschlisselt und im Jahre 2010 publiziert [90].

B. lactis besitzt eine gute Adhasionsfahigkeit in vitro an humanen fakalen Mukuszellen [91],
Uberlebt die gesamte Magen-Darm-Passage [92] und lasst sich dosisabhangig in den Fazes
nachweisen [93]. Dies entspricht einer optimalen Voraussetzung fur die Funktionsfahigkeit als

Probiotikum.

Hinsichtlich der klinischen Relevanz konnte unter anderem gezeigt werden, dass die
Supplementation von Sauglingsformulanahrung mit B. lactis zusammen mit Streptococcus
thermophilus von den Probanden gut toleriert wurde, sicher war, zu einem normalen
Wachstum und zu einer geringeren Inzidenz von Koliken und dem Gebrauch von Antibiotika
fuhrte [94]. AulRerdem kann B. lactis allein [95] oder in Kombination mit Lactobacillus
rhamnosus GG [86] zu einer deutlichen Reduktion von respiratorischen Infekten im Kindesalter

fuhren, sowie die Symptomatik von atopischen Ekzemen signifikant verbessern [96].

Bezulglich der Immunmarker im Stuhl lassen sich fir die Supplementation von B. lactis in
mehreren klinischen Studien zeigen, dass das sekretorische Immunglobulin A im Vergleich zur
Placebosupplementation erhéht ist [97—100]. In der Studie von Mohan et al. aus dem Jahr
2008 konnte darlber hinaus analysiert werden, dass die Supplementation von B. lactis bei
Frihgeborenen zu einer Absenkung des fakalen pH-Wertes und einer Erhéhung der
kurzkettigen Fettsauren fuhrte und auch die Konzentration von Calprotectin, einem fakalen

Entziindungsmarker, im Vergleich zur Placebointervention sank [99].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Bakterium B. lactis hinsichtlich seiner

technofunktionellen, gesundheitsférdernden und immunverbessernden Eigenschaften ein
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sicheres Probiotikum darstellt. Vor allem aufgrund der Tatsache, dass die Darmbesiedlung mit
nutzlichen Bifidobakterien von kaiserschnittgeborenen Kindern wie unter Abschnitt 1.3.1
beschrieben verzogert ist, stellt die prophylaktische Gabe von B. lactis eine vielversprechende
Moglichkeit dar, die damit verbunden gastrointestinalen und immunologischen Folgen zu

reduzieren.
1.5 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss des probiotischen Bakteriums Bifidobacterium animalis
subsp. lactis auf gesunde, reifgeborene Kaiserschnittkinder unter Berlcksichtigung der
Ernahrungsweise (gestillt oder formulaernahrt) zu analysieren. Dabei werden Daten einer
Subgruppe einer klinischen Studie ausgewertet. Die jeweiligen Ernahrungsgruppen sollen
hinsichtlich der Entwicklung anthropometrischer Parameter, der Nahrungsvertraglichkeit
anhand von Stuhl- und Spuckfrequenz, der fakalen Immun- und Entziindungsmarker zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten und der Erkrankungsinzidenz in den ersten vier Lebens-
monaten in Abhangigkeit von einer B. lactis- oder Placebo-Supplementation untersucht und
analysiert werden. Zusatzlich sollen die Ergebnisse mit einer studienunabhangigen
Referenzgruppe aus gesunden, reifen, vaginal geborenen und voll gestiliten Kindern

verglichen werden.
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2 PROBANDEN UND METHODEN

Die Studie wurde als eine prospektive, randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte, 12-
monatige, multizentrische Parallelstudie mit 4 Erndhrungsgruppen geplant (hypoallergene
Formulanahrung + B. lactis vs. hypoallergene Formulanahrung + Placebo, sowie gestillt +
B. lactis vs. gestillt + Placebo) und von der Ethikkommission der Landesarztekammer

Brandenburg genehmigt.

Fur die Dissertation wurden ausschlief3lich die Daten einer Subgruppe des Zentrums Potsdam
verwendet. Die Auswertung der Probandendaten erfolgte bis zu einem Alter von vier

Lebensmonaten.
2.1 Studienprobanden

Die Rekrutierung der fir die Dissertation erforderlichen Probanden im Zentrum Potsdam
erfolgte zwischen Januar 2014 und Juni 2015. Dabei kamen alle im Klinikum Westbrandenburg

geborenen Kinder infrage, die folgende Kriterien erflillten:

Tab. 2.1: Ubersicht der Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
e schriftliche Einwilligungserklarung der e kongenitale Erkrankungen oder
Mutter bzw. Sorgeberechtigten angeborene Fehlbildungen
e Alter der Mutter = 18 Jahre e Absehbarkeit, dass die Eltern
e gesundes Neugeborenes Schwierigkeiten haben werden, das
e Geburt durch Kaiserschnitt geplante Ernahrungsregime einzuhalten
e Einzelgeburt e geplante Wiedereinweisung ins
e Alter zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Krankenhaus innerhalb der ersten 14
Studie <72 h Lebenstage
e Gestationsalter = 37 vSSW und e Behandlung mit Antibiotika zum
< 42 vSSW Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie

e Korpergewicht 2 10 % und <90 %

Perzentile

vSSW: vollendete Schwangerschaftswochen

Die Eltern der Probanden wurden umfassend mindlich und schriftlich aufgeklart und hatten
ausreichend Bedenkzeit fur die Zustimmung zur Studienteilnahme. Eine Einwilligungs-

erklarung wurde vor Studienbeginn von den Muttern bzw. Eltern unterzeichnet.
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2.2 Randomisierung

Die Randomisierung der Probanden erfolgte entsprechend der Probandennummer fortlaufend
und somit zufallig anhand einzeln versiegelter Randomisierungsumschlage, die nach der
Unterzeichnung der Einwilligungserklarung gedffnet wurden. Entsprechend einem Verhaltnis
von 1:1 erfolgte die Zuteilung entweder zur Probiotik- oder zur Placebogruppe. Das
Studienpersonal sowie die Eltern der Probanden blieben im gesamten Studienverlauf
verblindet, sodass eine objektive Datenerfassung aufgrund des doppelblinden Designs

gegeben war.
2.3 Studienprodukt

Bei dem in dieser Studie verwendeten Probiotikum handelt es sich um das Bifidobacterium
animalis subsp. lactis NCC 2818, CNCM [-3446 der Firma Chr. Hansen, Danemark.

Im Verlauf der Studie wurden zwei unterschiedliche Dosierungsformen des Studienproduktes

verwendet:

e Stickpacks mit 1-10"cfu (50 mg) B. lactis oder Placebo in 950 mg HA-
Formulapulver
e 800 g-HA-Formula-Dosen supplementiert mit 108 cfu/g Pulver B. lactis oder

Placebo

Bei dem Placebo handelte es sich um die entsprechende Menge HA-Formula. Die
Zusammensetzung der sowohl in den Stickpacks als auch in den Dosen verwendeten
hypoallergenen Sauglingsanfangsnahrung ist identisch mit der kommerziell erhaltlichen BEBA

HA Pre Nahrung der Firma Nestlé, Schweiz (Zutatenliste siehe Anhang).
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2.4 Studienablauf

Der Studienablauf der ersten vier Lebensmonate der Probanden ist in Abbildung 2.1

schematisch dargestellt:

Vol gestilt + B. laclis

B. lactis
> 50 % HA-Formula emahrt + B. lactis
Ein-/ Vol gestilit + Placebo
Ausschiuss- £
kriterien Placebo
> 50 % HA-Formula eméhrt + Placebo
| | | | | |
| I I I I |
Visite: vO vl V2 V3 v4 V5
Alter: <72 h vor EL 14+3d 28+3d 56+3d 112+ 7d
Aufnahme in die Studie Einteing zur 1. Stuhiprobe 2. Stuhiprobe
Randomisienung Emahrungsgruppe
Baselinedatenerhe bung

l j
|

Erkrankungen und Begleitmedikationen
Nahrnungsmittehlvertraglichkeit

I

Anthropometrische Daten

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Studienablaufes
Abgebildet sind die jeweiligen Visiten 0 bis 5 im zeitlichen Verlauf, das Alter der Probanden zu den jeweiligen Visiten

und die Intervention bzw. Erndhrungsform in den ersten vier Lebensmonaten. Die Aufnahme der Daten bzw. die
Sammlung der Stuhlproben sind zu den entsprechenden Visiten gekennzeichnet.
EL = Entlassung, h = Stunden, d = Tage

Nach erfolgtem Screening hinsichtlich der Ein- und Ausschlusskriterien (vgl. Abschnitt 2.1)
sowie der Einholung der schriftlichen Einwilligung der Eltern, wurden insgesamt sechs
Studienvisiten (VO bis V5) in den ersten vier Lebensmonaten der Probanden durchgefihrt. Die
Aufnahme in die Studie, sowie die Randomisierung und Erfassung der Baselineparameter
erfolgte zur Visite 0. Die Einteilung zu der entsprechenden Ernahrungsgruppe, die
ausschlieBlich hinsichtlich der Entscheidung der Mutter (aktuelle Ernahrungssituation des

Kindes) erfolgte, fand zur Visite 2 nach 14 £ 3 Lebenstagen statt. Die anthropometrischen
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Daten wurden an allen Studienvisiten erfasst. Die Nahrungsmittelvertraglichkeit, sowie die
Erkrankungen und Begleitmedikationen wurden zu den Studienterminen von den Eltern mittels
auszufillender Tageblcher an den Visiten 2 bis 5 abgefragt. Die Einsammlung der

erforderlichen Stuhlproben fand an den Visiten 3 und 5 statt.
2.4.1 Dosierung des Studienproduktes

In den ersten 14 Lebenstagen erfolgte die Verabreichung des Studienproduktes unabhangig
vom Ernahrungsregime als orale Einmaldosis pro Tag (B. lactis 1-10'° cfu/Tag oder Placebo
in Stickpacks). Da die Gabe dessen bereits wahrend des Krankenhausaufenthaltes begann,
wurde den Muttern taglich bis zur Entlassung das Studienprodukt sowie 5 ml abgekochtes
Wasser zur Verfugung gestellt. AnschlieRend konnten die Matter individuell vor der nachsten
Mabhizeit des Kindes den Inhalt des Stickpacks in das Wasser geben und dies vor dem Stillen

als 5-ml-Portion verabreichen.

Alle Mitter wurden dazu angehalten, die ersten vier Monate ausschlief3lich zu stillen. Wenn
das Stillen nicht moglich bzw. nicht gewollt war, wurde eine hypoallergene Formulanahrung

zur Verfligung gestellt.

Wenn eine Mutter sich bereits vor Beginn der Studie zum Abstillen entschieden hatte, wurde
der Inhalt des Stickpacks direkt mit der nachsten Flaschenmahlzeit verabreicht. Dabei
handelte es sich um die entsprechende HA-Formulanahrung ohne Probiotikzusatz. Nach der
Entlassung erfolgte die Studienproduktgabe einmal taglich zu Hause von den Eltern geman

den Vorgaben.

Bei der Visite 2 (14 + 3 d nach Entbindung) erfolgte die Zuordnung zu einer der beiden

Ernahrungsgruppen je nach aktueller Ernahrung:

e Formulagruppe: (Nahrung > 50 % HA Sauglingsmilch)
o Stillgruppe: (100 % gestillt)

Die Stillgruppe erhielt weiterhin pro Tag eine orale Dosis des Studienproduktes bis zum Ende
der Studie. Die Formulagruppe wechselte nach Tag 14 auf die HA-Formulanahrung (B. lactis
1-108 cfu/g Pulver oder Placebo), welches nach Packungsanweisung zubereitet wurde (ein
Messloffel pro 30 ml abgekochtem, auf Trinktemperatur abgekihltem Wasser) und nach
Bedarf (ad libitum) geflttert wurde.
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Eine Ubersicht der gesamten Studienproduktdosierung im Verlauf ist in Tabelle 2.2 dargestellt:

Tab. 2.2: Dosierung des Studienproduktes

Probiotikgruppe

Placebogruppe

1 Stickpack/Tag

1 Stickpack/Tag

VO -V2 (B. lactis 1-10"° cfu in 950 mg HA-Formula) (1000 mg HA-Formula)
+ Muttermilch/HA-Formula + Muttermilch/HA-Formula
ad libitum ad libitum
V2 -V5 Stillgruppe Formulagruppe Stillgruppe Formulagruppe
1 Stickpack/Tag 800g-Dosen 1 Stickpack/Tag 800g-Dosen
(B. lactis 1-10"° cfu in (B. lactis 108 cfu/g (1000 mg HA- (HA-Formula)
950 mg HA-Formula) HA-Formula) Formula)
+ Muttermilch HA-Formula + Muttermilch HA-Formula
ad libitum ad libitum ad libitum ad libitum

Die durchschnittliche Trinkmenge der Formulagruppe betragt laut Angaben auf der HA-
Nahrung ab der 3. Lebenswoche ca. 675 ml pro Tag und steigert sich auf insgesamt ca.
1000 ml pro Tag am Ende des 4. Lebensmonates. Damit ist bei einer durchschnittlichen
Einnahme von 850 ml pro Tag (zwischen 2 Wochen und 4 Monaten nach Geburt) eine tagliche
Aufnahme von ca. 1,1-10' cfu B. lactis gegeben, sodass von einer vergleichbaren

Probiotikeinnahme in den beiden Ernahrungsgruppen (Stillen und Formula) auszugehen ist.

Probanden, die nicht voll gestillt waren und deren Erndhrung zur Visite 2 aus < 50 % HA-
Formula bestand, wurden von der weiteren Studienteilnahme aus administrativen Griinden

ausgeschlossen.
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2.4.2 Dokumentation der Studiendaten

Nach Studieneinschluss und Randomisierung der Probanden wurden zur Visite O (Baseline-

Visite) folgende Daten notiert:

Tab. 2.3: Baselinedaten der Probanden

Probandendaten Daten der Mutter Daten der Familie
e Geburtsdatum e Alter zum Zeitpunkt der e Anzahl der im gleichen
e Geburtszeit Entbindung Haushalt lebenden
e Schwangerschaftswoche e Rauchstatus vor der Geschwister
e Geburtsmodus Schwangerschaft

Antibiotikaeinnahme

(KS primar/sekundar)
e Geburtsgewicht, -lange, - unmittelbar vor Geburt
kopfumfang
e Apgar-Score (1 + 5 min)
e Geschlecht
KS = Kaiserschnitt

Die Studienmitter wurden gebeten, wahrend der gesamten Studiendauer alle Erkrankungen
und Begleitmedikationen ihres Kindes in einem Tagebuch zu notieren. Auf3erdem sollten drei
Tage vor den jeweiligen Studienvisiten (Visite 2 - 5) die Nahrungsmittelvertraglichkeit als
Stuhlfrequenz (pro 24 h) und Spuckhaufigkeit von den Eltern in ein separates Dokumentations-

heft eingetragen werden.

Weiterhin erfolgte zu den Visiten 1 - 5 eine korperliche Untersuchung der Probanden sowie
die Erfassung anthropometrischer Daten (Kérpergewicht, Kérperlange und Kopfumfang). Es
wurden die TageblUcher und Dokumentationshefte zur Nahrungsmittelvertraglichkeit
ausgegeben bzw. eingesammelt und Erkrankungen sowie Begleitmedikationen notiert.
AuRerdem wurden offene Fragen zu den einzelnen Punkten mit den Muttern besprochen und

die Regelmaligkeit der Studienprodukteinnahme abgefragt.
2.4.3 Stuhlprobensammlung

Zur Analyse von fakalen Immun- und Entziindungsmarkern wurden die Mitter gebeten, zu den
Studienvisiten 3 und 5 eine Stuhlprobe ihres Kindes mitzubringen. Dazu wurde an den Visiten
2 und 4 jeweils ein Stuhlsammlungskit, bestehend aus einem beschriftetem Stuhlréhrchen und
einer verschlielRbaren Plastiktite, ausgegeben. Mit dem im Réhrchen befestigten Loffel sollte
eine Stuhlprobe am Visitentag bzw. am Vorabend aus der Windel entnommen werden und in
der Tute verschlossen bis zum Studientermin im Kuhlschrank gelagert werden. Auf3erdem

wurden Datum und Uhrzeit der Stuhlprobenentnahme von den Eltern notiert.
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Nach Ankunft im Studienzentrum wurde der pH-Wert der Proben mittels pH-Meter (WTW
pH538 mit Hamilton Biotrode SN 0020858 bzw. WTW pH3110 mit SenTix ®Mic pH-Mikro-
Elektrode, Weilheim, Deutschland) nach vorheriger Kalibration (Referenzpufferldésungen
pH 4,00 und pH 7,00) gemessen und die Stuhlfarbe sowie —konsistenz notiert. Die Lagerung
der Stuhlproben erfolgte in einem 2-ml-Reaktionsgefal} bei - 80 °C.

Zur weiteren Analyse wurden die Proben auf Trockeneis in das Auftragslabor Immundiagnostik
AG (Bensheim, Deutschland) gesendet und dort weiterverarbeitet. Dazu wurden mittels des
Stuhlaufbereitungssystems SAS 15 mg jeder Probe entnommen und in 1,5 ml Extraktions-
puffer suspendiert. AnschlieRend erfolgte die Analyse der Proben mittels eines
standardisierten ELISA-Verfahrens nach den entsprechenden Vorgaben der Kits. Die
Messung der optischen Dichte nach Farbumschlag erfolgte bei 450 nm. Anhand von
verschiedenen Standardkonzentrationen konnten mit Hilfe der Extinktionen die
Konzentrationen der Parameter im Stuhl berechnet werden. Die ermittelten Werte wurden in
mg/ml (slgA), ug/ml (Calprotectin) bzw. mg/dl (a1-AT) Frischmasse angegeben, wobei 1 ml =
1g Stuhl entsprach. Gemessene Maximalwerte (slgA > 15 mg/ml, a1-AT > 225 mg/dl,
Calprotectin > 2100 pg/ml) wurden vom Labor an definierten Referenzgeraden extrapoliert

angegeben.
2.4.4 Erkrankungsinzidenzen und Begleitmedikationen

Die Auswertung der Erkrankungen erfolgte anhand der dokumentierten Eintrage der Eltern in
das Tagebuch sowie bei den Visiten. Dabei wurden Art und Dauer der Erkrankung notiert,

sowie die eventuell bendtigten Medikamente.

Die Unterteilung der Erkrankungsinzidenzen fur diese Dissertation erfolgte in folgende
Rubriken:

e Respiratorische Erkrankungen

o Koliken/Blahungen

e Augeninfektionen

e Hauterkrankungen im Windelbereich
e Durchfallerkrankungen

o Fieber

e Sonstige Erkrankungen
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2.5 Referenzprobanden

Fur diese Dissertation wurde eine studienunabhangige Referenzgruppe rekrutiert, die als
Vergleichsgruppe hinsichtlich der Stuhlprobenanalyse und Erkrankungsinzidenz in den ersten
vier Lebensmonaten diente und sich aus vaginal geborenen, gesunden, termingerechten, voll
gestillten Kindern zusammensetzte. Die Bildung der Referenzgruppe wurde von der

Ethikkommission der Landesarztekammer Brandenburg zustimmend bewertet.

Die Eltern der Probanden wurden umfassend mundlich und schriftlich aufgeklart und hatten
ausreichend Bedenkzeit fir die Zustimmung zur Teilnahme an der Referenzgruppe. Die

Einwilligungserklarung wurde vor Studienbeginn von den Muttern unterzeichnet.

Fir die Referenzgruppe kamen alle im Klinikum Westbrandenburg geborenen Kinder infrage,

die folgende Einschlusskriterien erflllten:

¢ schriftliche Einwilligungserklarung der Mutter/der Sorgeberechtigten
e Alter der Mutter 2 18 Jahre

e gesundes Neugeborenes

e Vaginalgeburt

o Einzelgeburt

e Alter zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie < 11 Tage

e Gestationsalter = 37 und < 42 vollendete Schwangerschaftswochen

e Korpergewicht 2 10 % und < 90 % Perzentile

Aulerdem sollten die Matter beabsichtigen, das Kind in den ersten vier Lebensmonaten voll

zu stillen.

Als Ausschlusskriterien der Referenzgruppe galten dieselben der unter Abschnitt 2.1

genannten Punkte der kaiserschnittgeborenen Kinder.

Da fur die Referenzgruppe keine Studienvisiten und keinerlei kérperliche Untersuchungen

vorgesehen waren, wurden folgende Daten dieser Kinder erfasst:

e Daten des Untersuchungsheftes (U1 bis U4) im Alter von 4 Monaten
e Daten des Impfausweises im Alter von 4 Monaten
o ausgeflllter Erkrankungs- und Medikamentendokumentationsbogen im Alter von vier

Monaten

AulRerdem erfolgte die Baseline-Datenerfassung analog zur Visite O der Studienkinder (vgl.
Tab. 2.3). Vor der Entlassung wurde den Miuittern ein Stuhlsammlungskit sowie der

Erkrankungs- und Medikamentendokumentationsbogen mitgegeben.
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Die Stuhlprobensammlung erfolgte entsprechend zu den Zeitpunkten der Studienkinder (28 +
3 Tage und 112 + 7 Tage nach Entbindung). Die Mutter wurden telefonisch am Vorabend
benachrichtigt, eine Stuhlprobe einzusammeln und diese im Kihischrank zu lagern. Die Probe

wurde am nachsten Tag abgeholt und sofort im Studienzentrum verarbeitet (siehe 2.4.3).

2.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS 24 (IBM Analytics) verwendet. Es
erfolgte eine Auswertung der normalverteilten Daten mittels ANOVA-Analyse, nicht
normalverteilte bzw. nicht varianzhomogene Daten wurden mittels des nichtparametrischen
Kruskal-Wallis-Tests durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden
zur Lokalisierung des statistischen Unterschiedes mittels Post-Hoc-Analyse (Dunn-Bonferroni-
Test) ermittelt. Nominale Daten wurden mittels des exakten Tests nach Fisher analysiert. Bei
verbundenen, nicht normalverteilten Stichproben erfolgte die statistische Analyse mittels

Wilcoxon-Test.

Die Korrelationsanalysen fir metrische, nicht normalverteilte Daten wurden mittels Spearman-
Rho-Analyse ausgewertet sowie flr nominale und metrische Daten mittels ETA-Koeffizienten
dargestellt und gemalf den Kriterien nach Cohen (1992) in schwache (r < 0.3), moderate (0.3 <
r < 0.5) oder starke (0.5 < r < 1.0) Effekte eingeteilt [101].

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fir alle Datenanalysen auf 5 % festgelegt, somit wurden
Unterschiede als statistisch signifikant gewertet, wenn p < 0,05 bzw. hoch signifikant, wenn

p < 0,01 ermittelt wurde.
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3 ERGEBNISSE

Im Rahmen der Studie konnten 82 Probanden bis Juni 2015 rekrutiert werden. Davon wurden
40 der Probiotikgruppe und 42 der Placebogruppe zugeordnet. Fir diese Dissertation wurden
die Daten bis zum Alter von vier Monaten der Probanden (bis einschlieRlich Visite 5)
verwendet, da in diesem Zeitraum eine ausschlieBliche Milchernahrung bei allen Probanden
erfolgte und somit eine Vergleichbarkeit der Gruppen gewahrleistet wurde. Fur die

Referenzgruppe konnten 11 Probanden rekrutiert werden.
3.1 Vergleich der basalen Gruppencharakteristika

Die Ergebnisse der analysierten Baseline-Daten, die zur Visite 0 erhoben wurden, sind in

Tabelle 3.1 dargestellt:
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Tab. 3.1: Charakterisierung der Intention-To-Treat-(ITT)-Gruppen hinsichtlich der Baseline-Daten

Probiotik Placebo Referenz Signifikanz
n =40 n=42 n=11
Geschlecht
mannlich n (%) 22 (55,0) 25 (59,5) 6 (54,5) n.s.
Gestationsalter (M + SD)
vSSW | 39,2+1,0 39,2+1,2 39,5+ 1,1 n.s.
Entbindungsmodus
prim. Sektio n (%) 13 (32,5) 10 (23,8) 0(0,0) n.s.A
spontan n (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 11 (100)
Anthropometrische
Geburtsdaten (M = SD)

Kdrpergewicht (kg) | 3,46 + 0,38 3,48 £ 0,39 3,41 +0,29 n.s.
Korperlange (cm) | 49,43 +£2,14 49,86+1,89 49,64+1,12 n.s.
Kopfumfang (cm) | 35,28 +1,28 35,36+ 1,06 35,55+ 1,01 n.s.

Apgar-Score
nach Geburt (M + SD)

1 min 84+13 84+15 8,9+0,3 n.s.

5 min 9,2+0,8 9,3+0,7 9,9+0,3 *
Alter der Mutter bei Geburt
(M £ SD) in Jahren 31,2+ 5,1 32,5+43 30,6 +4,7 n.s.
Antibiose i.v. der Mutter
unmittelbar vor Geburt

n (%) 5(12,5) 7 (16,7) 1(9,1) n.s.
mindestens ein
Geschwisterkind im
gleichen Haushalt lebend

n (%) 19 (47,5) 16 (38,1) 3(27,3) n.s.
mutterlicher Rauchstatus
vor der Schwangerschaft

Raucher n (%) 9 (22,5) 14 (33,3) 6 (54,6) n.s.

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung), vSSW = vollendete

Schwangerschaftswochen, prim. = primar, i.v. = intravends
A Signifikanzaussage bezieht sich ausschlieBlich auf den Vergleich zwischen Probiotik- und Placebogruppe

* p =0,01; Unterschied in Referenzgruppe begriindet, Post-Hoc-Analyse paarweise Vergleiche der Gruppen:
Probiotik vs. Placebo p = 1,000 (n.s.), Probiotik vs. Referenz p = 0,009 (**), Placebo vs. Referenz p = 0,019 (*)

n.s. = nicht signifikant
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In der Probiotikgruppe waren 55,0 % der rekrutierten Probanden mannlich, verglichen mit
59,5 % in der Placebo- und 54,5 % in der Referenzgruppe. Der Unterschied in der Verteilung
ist nach Anwendung des exakten Fisher’s Test nicht signifikant. Ebenso kein signifikanter
Unterschied (p =0,735) lieR sich in dem Gestationsalter (vollendete Schwangerschafts-
wochen, vSSW) zum Zeitpunkt der Geburt in den einzelnen Gruppen feststellen (Probiotik 39,2
+ 1,0 vSSW vs. Placebo 39,2 + 1,2 vSSW vs. Referenz 39,5 + 1,1 vSSW). In den
Studiengruppen kamen 32,5 % (Probiotik) bzw. 23,8 % (Placebo) der Probanden per primarer
Sektio zur Welt, der Unterschied ist nicht signifikant (p = 0,381). Alle anderen Studien-
probanden kamen demnach per sekundarer Sektio zur Welt. Da die Referenzgruppe aus
ausschliefllich vaginal geborenen Kindern besteht, liegt der signifikante Unterschied der
Gruppenverteilung ausschlieRlich im Vergleich der Probiotik- bzw. Placebogruppe mit der
Referenzgruppe begriindet, dieser Unterschied ist aufgrund des ,Goldstandard“-Charakters

der Referenzgruppe so forciert.

In den anthropometrischen Daten der Geburtsmale lassen sich keine signifikanten
Unterschiede beim Koérpergewicht (p =0,668), der Koérperlange (p =0,532) und des
Kopfumfangs (p = 0,866) zwischen den drei Gruppen feststellen. Gleiches gqilt fur das
maternale Alter zum Zeitpunkt der Geburt (p = 0,275), sowie die Apgar-Werte 1 Minute nach
der Geburt der Probanden (p = 0,460). Im Vergleich dazu besteht ein signifikanter Unterschied
bei den Apgar-Werten 5 Minuten nach Geburt der Probanden (p = 0,010). Die Lokalisierung
des statistischen Unterschieds liegt ausschlie3lich in der Referenzgruppe begriindet, da die
Post-Hoc-Analyse (paarweise Vergleiche der Gruppen) keinen Unterschied zwischen den
Studiengruppen nachweisen konnte (p = 1,000), jedoch zwischen den Sektioprobanden und
den vaginal entbundenen Probanden (PRO vs. REF:p = 0,009 (**) bzw. PLA vs. REF:
p = 0,019 (*)).

Eine intravendse Antibiotikabehandlung unmittelbar vor der Geburt erhielten 12,5 % der Mutter
der Probiotikgruppe, sowie 16,7 % der Mutter der Placebogruppe und 9,1 % der Mitter der
Referenzgruppe. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. Ebenso keine signifikanten
Unterschiede lieften sich fir das Vorhandensein von mindestens einem Geschwisterkind,
welches im gleichen Haushalt lebt, sowie flir den maternalen Raucherstatus vor Beginn der

Schwangerschaft feststellen.

25



ERGEBNISSE

3.2 Studienpopulation nach Drop-outs und Ausschliissen

Die Aufteilung der gesamten Studienpopulation ist schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt.
Es ergaben sich nach Einteilung in der fur diese Dissertation als “Per-Protocol”-definierten
Gruppen mit konkreten Erndhrungsregimes (vgl. Abschnitte 3.1.1-3.1.3) Stichprobengrofien
von 8 bis 13 Probanden pro Gruppe.

Probanden
n=93
\
v v
Studienprobanden Referenzprobanden
(Kaiserschnitt entbunden) (Spontangeburt, gestillt)
n=282 n=11
v
Referenz (REF
NT-Gruppe renz (REF)
Drop oul:
\Wunsch der Eemn =11
keane R n=4
administy, Gride n=2
v ¥
Formulagruppe (FF)
n=17
Drop oul/ Ansschiuss: Drup oull Ausschiuss: Drwp oul! Aursschiuss: Drop oulf Ausschiuss: Drup oulf Ausschiuss:
=  AE/ohne Angaben =2 = AEfohne Amgabe n=2 - <)% gesiltanVsn=2 = AE/ohne Angaben=1 - <Bi%gestlanVin=3
- <)% gestitan V5n=3 = MixFednach¥in=2 - sonstige Gamden=2 - MuxFednachVin=6
=  sonstige Guide n=2 = somshige Grimde n=1 = sonstige Grimde n=1
h 4
FF-Pro FF-Pla REF
n=9 n=9 n=8

,—
—

f

PP-Gruppe

Abb. 3.1: Gesamtdarstellung der Studienpopulation

Dargestellt sind die gesamtrekrutierte Intention-To-Treat-Gruppe (ITT) sowie die nach Drop-out und Ausschluss
gebildete Per-Protocol-Gruppe (PP), die in die Analyse mit einbezogen wurden.

n = Probandenanzahl, Pro = Probiotik (B. lactis)-supplementiert, Pla = Placebo-supplementiert, BF = Breastfed
(gestillt), FF = Formulafed (formulaernahrt), Mix-fed = Zwiemilchernahrt (sowohl gestillt als auch formulaernahrt),
REF = Referenzgruppe, AE = Adverse Event (unerwlinschtes Ereignis)

Zwei Wochen nach Studieneinschluss erfolgte zur Visite 2 die Einteilung in eine der beiden
Erndhrungsgruppen entsprechend der zu diesem Zeitpunkt aktuellen Erndhrung des
Probanden. Dabei wurden 34 Probanden in die Stillgruppe und 31 in die Formulagruppe
eingeteilt. 15 Probanden schieden bereits vor Visite 2 auf Wunsch der Eltern (n = 11) oder
ohne Rickmeldung (n =4) aus. Zwei Probanden wurden aus administrativen Griinden am
Visitentermin 2 aus der Studie ausgeschlossen (Anteil Muttermilch <100 % und > 50 %).

Sechs Probanden wurden aufgrund eines lieferbedingten Problems nicht in die Auswertung
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mit einbezogen. Nach der Visite 2 schieden weiterhin finf Probanden aufgrund von
unerwiinschten Ereignissen (Schreiphasen, Anderung der Stuhlkonsistenz) bzw. ohne

Ruckmeldung aus.
3.2.1 Subgruppenbildung der Stillgruppen

Hinsichtlich der Ernahrungssituation erfolgte fur die Auswertung der Dissertation eine weitere
Aufspaltung in Subgruppen, da aus unterschiedlichen Grinden das vorgegebene
Ernahrungsregime nicht von allen Muattern bis zur Visite 5 eingehalten werden konnte. So
waren in den beiden Stillgruppen 19 Probanden bis zum Alter von vier Monaten voll gestillt.
Zwei Probanden wurden in diese Gruppe miteinbezogen, da der Anteil der Ersatznahrung als
vernachlassigbar gewertet wurde und zu beiden Zeitpunkten der Stuhlproben die Probanden
mindestens 24 Stunden vorher ausschlieBlich Muttermilch erhielten und somit laut WHO als
voll gestillt gelten [102]. Weitere vier Probanden waren in diesem Zeitraum zu mindestens
80 % gestillt und erhielten nach mindestens einem bzw. drei vollgestillten Monaten entweder
tageweise oder weniger als taglich eine Mahlzeit als Flaschennahrung. Dabei wurde jedoch

sichergestellt, dass es sich dabei um eine probiotikafreie Sduglingsnahrung handelte.

Fanf Probanden wurden vor Visite 5 komplett abgestillt oder waren an Visite 5 weniger als

80 % gestillt. Diese wurden aus der Auswertung ausgeschlossen.
3.2.2 Subgruppenbildung der Formulagruppen

Auch die Formulagruppe wurde fir die Auswertung der Dissertation in weitere Untergruppen
aufgeteilt. Insgesamt 15 Mutter aus beiden Supplementationsgruppen hatten sich bis zur
Visite 2 entschieden, komplett abzustillen und zu 100 % die Studiennahrung zu verwenden.
Drei Probanden wurden nach Visite 2 nur geringfugig mit Muttermilch ernahrt und waren bis
vor Visitendatum 3 komplett abgestillt. Dadurch war auch bei diesen Probanden gewahrleistet,

dass die Stuhlprobensammlung bei definierter Milcherndhrung (100 % Formula) stattfand.

Acht Probanden wurden sowohl mit Muttermilch, als auch mit Formulanahrung ernahrt (MF=
Mix-fed). Da zu unterschiedlichen Zeitpunkten (zwischen V3 und V5) die Muttermilch-
ernahrung eingestellt wurde und somit keine Gruppenhomogenitat bestand, wurden diese

Probanden aus der Auswertung ausgeschlossen.
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3.2.3 Referenzgruppe

Fur die Referenzgruppe konnten 11 Probanden rekrutiert werden. Davon schieden drei
Probanden aus der Auswertung aus (n = 1 weniger als 80 % gestillt, n = 2 abgestillt vor Ende
des 4. Lebensmonat). Die Ubrigen acht Probanden bildeten die Referenzgruppe, wovon sechs
Probanden bis zum Alter von vier Monaten zu 100 % gestillt waren und zwei Probanden nach
drei voll gestillten Monaten weniger als taglich maximal eine Flaschenmahlzeit erhielten und
somit mindestens zu 80 % gestillt waren (vgl. Abschnitt 3.2.1). Auch hierbei wurde

sichergestellt, dass es sich um eine probiotikafreie Sauglingsnahrung handelte.
3.3 Anthropometrische Daten

In die statistische Auswertung wurden nur Probanden einbezogen, die wie unter 3.2
beschrieben einer definierten Ernahrungsgruppe zugeordnet und von denen bis zur Visite 5
alle notwendigen Daten erfasst wurden (,Per-Protocol“-Gruppe). Es werden folgende

Abklrzungen fur die einzelnen Gruppen verwendet:

o BF-Pro (Probiotik (B. lactis) -supplementierte Stillgruppe)

¢ BF-Pla (Placebo-supplementierte Stillgruppe)

e FF-Pro (Probiotik (B. lactis) -supplementierte Formulagruppe)
e FF-Pla (Placebo-supplementierte Formulagruppe)

o REF (Referenzgruppe)

Bei allen Visiten wurden die anthropometrischen KoérpermalRe (Gewicht, Lange und
Kopfumfang) ermittelt. Die Daten der Referenzgruppe wurden den arztlichen Untersuchungs-
heften der empfohlenen Vorsorgeuntersuchungen entnommen und in zeitlichem Bezug zu den
Visiten gesetzt. Dabei entsprachen die U1 der Visite 0 (Baseline-Daten der Geburt), die U2
der Visite 1 (vor Entlassung), die U3 der Visite 3 (1 Monat alt) und die U4 der Visite 5 (4 Monate
alt). Um eine Vergleichbarkeit der Gruppen bezlglich der Referenzgruppe zu gewahrleisten,
wurden nur die anthropometrischen Daten dieser Visiten (0,1, 3 und 5) der Studienkinder

verwendet.
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3.3.1 Korpergewicht

Die ermittelten Daten der Kérpergewichte in Kilogramm (kg) der einzelnen Gruppen zu den

verschiedenen Zeitpunkten sind in Abbildung 3.2 dargestellt:
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Abb. 3.2: Gewichtsentwicklung der Studien- und Referenzgruppen in den ersten vier Lebensmonaten
Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte der zu den Visiten 0, 1, 3 und 5 ermittelten Kdrpergewichte der vier
Behandlungsgruppen BF-Pro (n = 10), BF-Pla (n = 13), FF-Pro (n = 9), FF-Pla (n = 9) sowie der Referenzgruppe
REF (n = 8). Die Standardabweichungen sind nicht dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die tabellarischen Daten der Mittelwerte und Standardabweichungen sind dem Anhang zu
entnehmen.

Im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte ergaben sich in den jeweiligen Gruppen keine
signifikanten  Unterschiede bezlglich der Korpergewichte. Die physiologische
Gewichtsabnahme zum Zeitpunkt vor der Entlassung (V1) ist in allen Gruppen gleichermalfen
erkennbar und betragt durchschnittlich 187,1 £84,2 g (M £ SD). Dies entspricht einer

durchschnittlichen Gewichtsabnahme von 5,4 + 2,3 % vom Geburtsgewicht.

Auch im Endgewicht zum Zeitpunkt nach 4 Monaten (V5) ergeben sich keine Unterschiede
zwischen den Gruppen (BF-Pro: 6,9 + 1,1 kg; BF-Pla: 6,7 + 0,8 kg; FF-Pro: 6,6 + 0,7 kg; FF-
Pla: 6,4 + 0,7 kg; REF: 6,5 + 0,5 kg).

Zur Analyse der Gewichtszunahmen in den ersten vier Lebensmonaten wurde auf3erdem die

Gewichtsanderung als Zunahme in Gramm pro Tag (g/d) berechnet und grafisch dargestellit:
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Abb. 3.3: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme der Studien- und Referenzgruppen in den ersten
vier Lebensmonaten

Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte der durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahme zwischen den
Visiten 0 und 5 der vier Behandlungsgruppen sowie der Referenzgruppe. Die Standardabweichungen der einzelnen
Gruppen sind als Fehlerbalken dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen.

Die durchschnittliche Gewichtszunahme pro Tag betragt in den Gruppen BF-Pro: 30,7 £ 8,1 g;
BF-Pla: 28,4 + 7,0 g; FF-Pro: 27,4 + 6,0 g; FF-Pla: 26,7 £ 7,8 g und in der Referenzgruppe
REF: 29,9 £ 4,1 g). Die Unterschiede in den Gruppen sind nicht signifikant (p = 0,729). Die
gleichmaRigste Gewichtszunahme innerhalb der Gruppen ist aufgrund der geringeren
Standardabweichung in der Referenzgruppe erkennbar. Eine leicht hdhere Gewichtszunahme
pro Tag ist in den Stillgruppen insgesamt (BF-Pro, BF-Pla und REF) im Vergleich zu den
Formulagruppen (FF-Pro und FF-Pla) erkennbar, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant
(p =0,214).
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3.3.2 Korperlange

Die ermittelten Daten der Korperlangen in Zentimeter (cm) zu den verschiedenen Zeitpunkten
sind in Abbildung 3.4 dargestellt:

65,0 -

63,0 -

61,0 A

59,0 A
§ —e— BF-Pro
£ 57,0 A
g —0— BF-Pla
c 55,0 A
Y FF-Pro
@
2 53,0 1 FF-Pla
.g 51,0 1 / REF

49,0 - =

47,0 A

45,0

VO - Geburt V3 -1 Monat V5 - 4 Monate

Abb. 3.4: Entwicklung der Korperlangen der Studien- und Referenzgruppen in den ersten vier
Lebensmonaten

Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte der zu den Visiten 0, 3 und 5 ermittelten Korperldngen der vier
Behandlungsgruppen BF-Pro (n = 10), BF-Pla (n = 13), FF-Pro (n = 9), FF-Pla (n = 9) sowie der Referenzgruppe
REF (n = 8). Die Standardabweichungen sind nicht dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die tabellarischen Daten der Mittelwerte und Standardabweichungen sind dem Anhang zu
entnehmen.

Zum Zeitpunkt V1 (2 - 3 Tage nach der Geburt) sind keine Werte dargestellt, da diese aufgrund

der kurzen Zeitspanne nicht erneut gemessen wurden.

Im Gruppenvergleich bezuglich der Koérperlangen ergaben sich zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede. Die Korperlangen betragen nach vier Lebensmonaten in den
Gruppen: BF-Pro: 63,4 £ 3,5 cm; BF-Pla: 63,9 + 4,8 cm; FF-Pro: 64,0 £ 2,6 cm; FF-Pla: 63,8
+ 1,9 cm; REF: 62,2 £ 2,7 cm (M = SD).
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3.3.3 Kopfumfang

Die ermittelten Daten zu den Kopfumfangen in Zentimeter (cm) zu den verschiedenen

Zeitpunkten sind in Abbildung 3.5 dargestellt:
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Abb. 3.5: Entwicklung der Kopfumfiange der Studien- und Referenzgruppen in den ersten vier
Lebensmonaten

Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte der zu den Visiten 0, 3 und 5 ermittelten Kopfumfange der vier
Behandlungsgruppen BF-Pro (n = 10), BF-Pla (n = 13), FF-Pro (n = 9), FF-Pla (n = 9) sowie der Referenzgruppe
REF (n = 8). Die Standardabweichungen sind nicht dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die tabellarischen Daten der Mittelwerte und Standardabweichungen sind dem Anhang zu
entnehmen.

Zum Zeitpunkt V1 (2 - 3 Tage nach der Geburt) sind vergleichbar mit der Kérperlange keine

Werte dargestellt, da diese aufgrund der kurzen Zeitspanne nicht erneut gemessen wurden.

Es ergaben sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der gemessenen Kopfumfange
innerhalb der 5 Gruppen. Zur Visite 5 wurden folgende Werte ermittelt: BF-Pro: 41,7 £ 1,8 cm;
BF-Pla: 41,8 + 1,1 cm; FF-Pro: 41,1 £ 1,2 cm; FF-Pla: 41,1 £ 1,3 cm; REF: 41,1 £ 1,0 cm
(M £ SD).

3.4 Nahrungsmittelvertraglichkeit

Anhand der von den Eltern notierten Daten Uber Spuckhaufigkeit und Stuhlfrequenz der
Probanden jeweils drei Tage vor einer Visite, kdnnen Rickschlisse auf die Vertraglichkeit des
Probiotikums B. lactis gezogen werden. Da in der Referenzgruppe keinerlei Behandlung
erfolgte, wurden diese Daten dort nicht erhoben. Der Vergleich bezieht sich somit
ausschliel3lich auf die vier Studiengruppen (BF-Pro, BF-Pla, FF-Pro und FF-Pla). Die
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Zeitpunkte der Dokumentation entsprechen flir V2 zwei Wochen, fir V3 einen Monat, fur V4

zwei Monate und fur V5 vier Monate nach Geburt.
3.4.1 Stuhlfrequenz

In Tabelle 3.2 sind die durchschnittlichen Stuhlhaufigkeiten pro Tag angegeben (Summe der

Anzahl der Stihle pro Tag geteilt durch drei Beobachtungstage vor der jeweiligen Visite).

Tab. 3.2: Durchschnittliche Stuhlfrequenz pro Tag

Stuhlfrequenz BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla Signifikanz*
(M £ SD) n=10 n=13 n=9 n=9
V2 59+13 54+22 23109 3,0£1,3 n.s.
V3 50+1,3 42+24 1,9+1,3 1,7+0,6 n.s.
V4 3,5+1,8 26+1,8 1,3+0,3 1,3+£0,7 n.s.
V5 26+1,8 1,8+2,0 0,9+0,3 09+04 n.s.

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung)
* Signifikanzaussagen nur fir den Vergleich der jeweils entsprechenden, gleichen Ernahrungssubgruppen
angegeben (BF-Pro vs. BF-Pla, FF-Pro vs. FF-Pla), n.s. = nicht signifikant

Anhand der Daten ist erkennbar, dass Probanden der Stillgruppe zu allen Zeitpunkten eine
gréllere durchschnittliche Anzahl von Stuhlgéngen pro Tag absetzten als formulaernahrte
Probanden. Dies entspricht der physiologischen Erwartung aufgrund der durchschnittlich
haufigeren Stillmahlzeiten im Vergleich zu Flaschenkindern. Dabei sind die Unterschiede
zwischen der BF-Pro-Gruppe mit jeweils beiden FF-Gruppen (Pro und Pla) an V2 und V3
statistisch signifikant (p <0,05). Da auch bei den Stillkindern die Stuhlfrequenz mit
zunehmendem Alter sinkt, ist dieser Unterschied zu den Zeitpunkten der Visiten 4 und 5 nicht

mehr signifikant.

Da fur die Bewertung der Nahrungsmittelvertraglichkeit der Unterschied zu den jeweiligen
korrespondierenden Ernahrungsgruppen (BF-Pro vs. BF-Pla und FF-Pro vs. FF-Pla) wichtig
ist, sind die ermittelten Signifikanzen in der Tabelle nur flr den Vergleich Probiotik vs. Placebo

angegeben. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
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3.4.2 Spuckfrequenz

In Tabelle 3.3 sind die durchschnittlichen Spuckhaufigkeiten pro Tag angegeben (Summe der
Anzahl der Spuckereignisse pro Tag geteilt durch drei Beobachtungstage vor der jeweiligen
Visite).

Tab. 3.3: Durchschnittliche Spuckfrequenz pro Tag

Spuckfrequenz BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla Signifikanz
(M £ SD) n=10 n=13 n=9 n=9
V2 25+28 27+22 30+22 38 £24 n.s.
V3 26+24 34128 3,0+3,2 356122 n.s.
V4 24+23 23120 24+23 26+1,9 n.s.
V5 23+24 1,8+2,1 22+23 32+20 n.s.

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung), n.s. = nicht signifikant

Hinsichtlich der Spuckfrequenzen pro Tag konnten keinerlei signifikante Unterschiede sowohl
innerhalb der korrespondierenden Ernahrungsgruppen als auch Uber die Gruppen insgesamt

ermittelt werden.
3.5 Stuhlprobenanalyse

Fir die Analyse der Immun- und Entziindungsmarker wurden die Stuhlproben wie unter
Abschnitt 2.4.3 beschrieben gesammelt und analysiert. Aus unterschiedlichen Grinden
konnten nicht von allen Probanden zu den definierten Zeitpunkten analysierbare Stuhlproben
eingesammelt werden (Stuhl zu flissig, keine Mdglichkeit der Entnahme aus der Windel, zu
wenig Probenmaterial, kein Stuhlgang des Probanden im vorgesehenen Zeitfenster, private

Grunde der Probandeneltern).

Fir die Stuhlprobenanalysen wurden nur komplette Probensatze (vorhandene und
auswertbare Stuhlproben an V3 und V5) verwendet, da aufgrund der geringeren Gruppen-

starken individuelle Effekte somit besser ausgewertet werden kdénnen.

Ein Proband der BF-Pla-Gruppe wurde aus der Stuhlprobenanalyse ausgeschlossen, da die

Probe an V3 sowohl phanotypisch als auch anhand der Messwerte einen Ausreil3er darstellte.

34



ERGEBNISSE

Daraus ergaben sich flr die Analysen der Stuhlproben folgende Gruppenstarken:

Tab. 3.4: Gruppenstarken der auswertbaren Stuhlproben

Gruppe BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF

Anzahl Probanden gesamt n=10 n=13 n=9 n=9 n=28

Anzahl auswertbarer
Stuhlproben (V3 und V5)

n=9 n=10 n=7 n=9 n=7

Die durchschnittliche Lagerzeit der Proben in den Probandenhaushalten bei 4 - 8 °C bis zur
Analyse betrug fur die Stuhlproben an V3 9,1 + 6,3 Stunden und war innerhalb der Gruppen
nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,560). Die Lagerzeit der Stuhlproben an V5 betrug
durchschnittlich 11,0 £ 8,4 Stunden und zeigte ebenso innerhalb der Gruppen keinen
statistischen Unterschied (p = 0,398). Messbare Effekte in den Zielparametern aufgrund der

unterschiedlichen Lagerzeit kbnnen somit ausgeschlossen werden.
3.5.1 pH-Wert

Die Ergebnisse der pH-Wert-Messung der Stuhlproben zu den Zeitpunkten V3 (1 Monat) und

V5 (4 Monate) sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst:

Tab. 3.5: Ergebnisse der pH-Wert-Messung

pH-Wert BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF Sign.
(M £ SD) n=9 n=10 n=7 n=9 n=7
V3 585+0,58 5441033 648+089 6,66+048 5,42+0,80 >
V5 500+0,29 557+0,88 6,56+064 6,33+0,68 4,95+044 ***

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung)

Die durchschnittlichen pH-Werte der gestillten Probanden sind niedriger als bei den

formulaernahrten Kindern, sowohl an Visite 3 als auch an Visite 5.

Dabei wurde zur Visite 3 in der FF-Pla-Gruppe der héchste Stuhl-pH-Wert von 6,66 + 0,48
ermittelt. Leicht niedriger ist der pH-Wert in der B. lactis-supplementierten Formulagruppe
(6,48 + 0,89). Die pH-Werte in den Studienstillgruppen sind deutlich niedriger (BF-Pro 5,85 +
0,58 und BF-Pla 5,44 + 0,33), den niedrigsten pH-Wert weist jedoch die Referenzgruppe mit
5,42 + 0,80 auf. Die Verteilung der pH-Werte Uiber die Gruppen an Visite 3 nach Analyse mittels
Kruskal-Wallis-Test ist nicht identisch (p =0,001). Zur Lokalisierung der statistischen

Unterschiede wurden anschlieRend paarweise Vergleiche (Post-Hoc-Tests) durchgefiihrt. Ein
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signifikanter Unterschied besteht dabei zwischen der formulaernahrten Placebogruppe und
der Referenzgruppe (p = 0,023), sowie zwischen der formulaernahrten Placebogruppe und der
gestillten Placebogruppe (p = 0,003). Alle anderen Gruppen sind statistisch nicht voneinander

verschieden.

Nach viermonatiger Studienphase ist der Unterschied zwischen den Gruppen noch deutlicher
(p = 0,000). Der durchschnittliche pH-Wert der Referenzgruppe ist dabei weiterhin der
niedrigste mit 4,95 + 0,44, was einer deutlichen Absenkung im Vergleich zu V3 entspricht.
Vergleichbar damit ist der pH-Wert der gestillten Probiotik-Gruppe (BF-Pro 5,00 £ 0,29). Die
hochsten pH-Werte sind entsprechend in den Formulagruppen gemessen worden (FF-Pro
6,56 + 0,64 und FF-Pla 6,33 £ 0,68).

Auch hier wurden paarweise Vergleiche durchgefuhrt. Dabei ergaben sich die signifikanten
Unterschiede jeweils flir die Referenzgruppe im Vergleich mit beiden Formulagruppen (FF-
Pro vs. REF: p=0,008 (**) und FF-Pla vs. REF: p =0,013 (*)), als auch fir die B. lactis-
supplementierte Stillgruppe (BF-Pro) mit beiden Formulagruppen (BF-Pro vs. FF-Pro:
p = 0,007 (**) und BF-Pro vs. FF-Pla: p = 0,012 (*)).

Zur Verdeutlichung der Effekte zwischen den Gruppen und den Zeitpunkten sind die

Ergebnisse in Abbildung 3.6 dargestellt:
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Abb. 3.6: Stuhlproben-pH-Werte zu den Visiten 3 und 5

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen pH-Werte der an Visite 3 (1 Monat) und 5 (4 Monate)
eingesammelten Stuhlproben. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Die vier
Behandlungsgruppen sowie die Referenzgruppe sind insgesamt hinsichtlich ihrer pH-Werte statistisch voneinander
verschieden. Die entsprechenden Signifikanzen sind als * in der Grafik abgebildet (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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Ein Effekt der Probiotikaeinnahme zwischen den korrespondierenden Ernahrungsgruppen ist
statistisch nicht signifikant (BF-Pro vs. BF-Pla sowie FF-Pro vs. FF-Pla: p = 1,000). Dennoch
zeigt sich eine deutliche Absenkung des pH-Wertes im Verlauf der Zeit in der B. lactis-
supplementierten Stillgruppe (BF-Pro). Der Unterschied der pH-Werte in dieser Gruppe ist
zwischen Visite 3 (5,85 + 0,58) und Visite 5 (5,00 £ 0,29) bei Anwendung des Wilcoxon-Tests
fur verbundene Stichproben signifikant (p = 0,015). Dieser Effekt der pH-Wert-Reduktion ist in
diesem Mal} in keiner der weiteren Studiengruppen nachweisbar. Fur die Referenzgruppe
ergibt sich ein statistischer Trend flr den Unterschied zwischen den Werten an Visite 3 und
Visite 5 (p=0,091). Auch hier reduziert sich der pH-Wert im Verlauf der ersten vier

Lebensmonate.

Um den Einfluss des Stillens und der Probiotikaeinnahme auf die pH-Wert-Reduktion sowie
den Effekt der intraindividuellen Unterschiede in den einzelnen Gruppen zu verdeutlichen,
wurden die einzelnen Probanden der Behandlungs- und Referenzgruppen hinsichtlich ihrer
pH-Werte grafisch in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7: Separierte Darstellung der zeitlichen pH-Wert-Verlaufe der Probanden

Dargestellt sind fur die einzelnen Probanden die jeweiligen pH-Wert-Verlaufe in den Behandlungsgruppen BF-
Pro (A), BF-Pla (B), FF-Pro (C), FF-Pla (D) und der Referenzgruppe REF (E) von V3 (1 Monat) zu V5 (4 Monate).
Die entsprechende Signifikanz ist als * in der Grafik abgebildet (* p < 0,05).

Im Vergleich der Stillgruppen miteinander zeigt sich deutlich, dass in der B. lactis-Stillgruppe
(A) die pH-Werte der einzelnen Probanden an V3 einer gréf3eren individuellen Schwankungs-
breite unterliegen (Minimum 5,17 bis Maximum 6,60), was sich auch in der gréReren
Standardabweichung erkennen lasst. Dennoch zeigt sich bei fast allen Probanden eine
deutliche Senkung des pH-Wertes im Verlauf bis V5. In der Stillgruppe mit Placebo-
Supplementierung (B) ergibt sich nach 4 Monaten eine deutlich gréRere Spannbreite an pH-

Werten und eine gréRere Anzahl von Probanden mit steigendem pH-Wert.
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Innerhalb der Formulagruppen (C und D) sind die Probandenunterschiede deutlich
divergenter. Sowohl pH-Wert-Senkungen als auch -Steigerungen lassen sich gleichermalen
feststellen, wobei kein einheitlicher Trend feststellbar ist und die Spannbreiten sowohl an V3

als auch an V5 groRRer ausfallen als in der BF-Pro-Gruppe.

In der Referenzgruppe (E) zeigt sich im zeitlichen Verlauf eine Senkung und Angleichung des
pH-Wertes. Bei fast allen Probanden kommt es zu einer Reduktion des pH-Wertes um
durchschnittlich 0,6 Einheiten.

Zusammenfassend lassen sich pH-Wert-Anderungen sowohl hinsichtlich der errechneten
Mittelwerte als auch grafisch anhand der einzelnen Probandendaten nur fur die B. lactis-

supplementierte Stillgruppe (BF-Pro) und die Referenzgruppe (REF) nachweisen.
3.56.2 Sekretorisches Immunglobulin A

Die Ergebnisse der Stuhlprobenauswertung beziglich der Konzentrationen des

sekretorischen Immunglobulin A (sIgA) sind in Tabelle 3.6 dargestellt:

Tab. 3.6: Ergebnisse der slgA-Messung

slgA BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF Sign.
in mg/ml n=9 n=10 n=7 n=9 n=7
(M £ SD)
V3 28,4+10,8 23,6+9,6 51143 3019 22072 o
V5 27,4+200 142+8,38 44 +22 40+£36 11,9+8.22 e

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung)

Zur Visite 3 sind die sIlgA-Werte in den Gruppen mit gestillten Probanden deutlich hdher. Dabei
ist die Stuhlkonzentration in der B. lactis-Stillgruppe (BF-Pro) mit durchschnittlich 28,4 mg/ml
am hdchsten. Den niedrigsten Gehalt an sIgA mit 3,0 = 1,9 mg/ml lieR® sich fur die Formula-
Placebo-Gruppe (FF-Pla) ermitteln. Die Verteilung der slgA-Werte tber die Gruppen an V3
nach Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test ist nicht identisch (p = 0,000). Zur Lokalisierung der
statistischen Unterschiede wurden paarweise Vergleiche (Post-Hoc-Tests) durchgefihrt.
Diese ergaben, dass die Formulagruppen verglichen mit den jeweiligen Stillgruppen nicht
identisch sind (FF-Pla vs. BF-Pro, BF-Pla und REF: p < 0,05 sowie FF-Pro vs. BF-Pro und BF-
Pla: p < 0,05).

Die slgA-Werte der B. lactis-supplementierten Stillgruppe (BF-Pro) liegen durchschnittlich um

29 % uber den Werten der Referenzgruppe und um 20 % Uber den Werten der entsprechenden
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Placebo-Stillgruppe (BF-Pla). Dieser Unterschied innerhalb der Stillgruppen ist jedoch
statistisch nicht signifikant (BF-Pro vs. BF-Pla, BF-Pro vs. REF und BF-Pla vs. REF: p = 1,000).
Gleiches gilt fur den Vergleich der Formulagruppen untereinander (FF-Pro vs. FF-Pla:
p = 1,000).

Vergleichbar mit den Ergebnissen zu Visite 3 bleiben die slgA-Werte an Visite 5 in den
Stillgruppen deutlich tGber den der Formulagruppen. Die Verteilung tber die Gruppen ist nach
statistischer Auswertung ebenfalls hoch signifikant (p = 0,000) verschieden und liegt nach
Anwendung der paarweisen Vergleiche in den Parameterunterschieden der B. lactis-
Stillgruppe mit den Formulagruppen begriindet (BF-Pro vs. FF-Pro: p = 0,005 und BF-Pro vs.
FF-Pla: p = 0,000).

In der Referenzgruppe zeigt sich ein deutliches Absinken der slgA-Konzentration um rund
46 % im Verlauf der Zeit (22,0 £ 7,2 mg/ml an V3 vs. 11,9 + 8,2 mg/ml an V5). Der Unterschied
ist nach Anwendung des Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben signifikant (p = 0,018).
Eine vergleichbare Reduktion von ca. 40 % ist in der BF-Pla-Gruppe erkennbar (23,6 +
9,6 mg/ml an V3 vs. 14,2 £+ 8,8 mg/ml an V5). Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant (p = 0,114). Demgegeniber steht jedoch eine gleichbleibend hohe slIgA-
Konzentration von 28,4 + 10,8 mg/ml (V3) vs. 27,4 + 20,0 mg/ml (V5) in der B. lactis-
supplementierten Stillgruppe (BF-Pro). In den Formulagruppen lassen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den slgA-Konzentrationen der unterschiedlichen Zeitpunkte

feststellen.

Aufgrund der hohen interindividuellen Unterschiede der Probanden innerhalb einer Gruppe,
die sich durch vergleichsweise hohe Standardabweichungen vom Mittelwert erkennen lassen,
erfolgte die grafische Auswertung der Daten mittels Darstellung Gber Boxplots, die sowohl die
Mediane als auch den Interquartilsbereich (Spannbreite der Daten zwischen 25 % und 75 %)

und die Ausreil3er erkennbar machen.
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Abb. 3.8: Konzentrationen an sekretorischem Immunglobulin A zu den Visiten 3 und 5

Dargestellt sind die Interquartilsbereiche der gemessenen fakalen slgA-Werte an V3 (1 Monat) und V5 (4 Monate).
Die Spannweiten der Minimal- bzw. Maximalwerte sind als Antennen dargestellt. Die Ausreiflerwerte sind als
Punkte aufierhalb markiert. Fir die Gruppe BF-Pro ist der AusreilRerwert an V5 nicht dargestellt (75,9 mg/ml).

*a, *b, *c sind jeweils signifikant verschieden von a, b, ¢ (p < 0,05), # zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0,05)
der verbundenen Stichproben zwischen V3 und V5.

Die Boxplot-Grafik zeigt unterschiedliche Verteilungen der einzelnen Gruppen zu den zwei
Untersuchungszeitpunkten V3 und V5. Die Stillgruppen (BF-Pro, BF-Pla und REF) besitzen
deutlich groRere Interquartilsbereiche als die Formulagruppen (FF-Pro und FF-Pla). Die
Mediane der gestillten Placebo-Gruppe (BF-Pla) und der Referenzgruppe (REF) sind zu
beiden Zeitpunkten ahnlich zu den in Tabelle 3.6 aufgeflihrten Mittelwerte. Vergleichsweise
hoher liegt dabei sowohl der Median, als auch der Interquartilsbereich, also die Menge der
mittleren 50 % der Daten, der gestillten B. lactis-Gruppe (BF-Pro). Dieser Effekt ist zur Visite
5 noch deutlicher erkennbar als an Visite 3. Der nicht signifikante Unterschied liegt in den

restlichen Daten mit grol3er Streuungsbreite begriindet.

Die Kastengrafiken der Formulagruppen lassen erkennen, dass die Medianwerte an Visite 3
fast identisch sind (FF-Pro 2,8 mg/ml vs. FF-Pla 2,9 mg/ml), der Median der B. lactis-Gruppe
zur Visite 5 hingegen fast doppelt Gber dem Median der korrespondierenden Placebo-Gruppe
liegt (FF-Pro 5,8 mg/ml vs. FF-Pla 3,2 mg/ml). Dieser Effekt liegt darin begriindet, dass in der
FF-Pro-Gruppe mehr als die Halfte (57 %) der Probanden Werte von Gber 5 mg/ml erreichen,

in der FF-Pla-Gruppe hingegen nur 22 % der Probanden diesen Wert Ubersteigen. Der Median
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stellt hinsichtlich der groRen Gruppenschwankungen einen genaueren Vergleichsparameter

dar.
3.5.3 Alpha-1-Antitrypsin

Die Ergebnisse der Stuhlprobenauswertung bezlglich der Konzentrationen von Alpha-1-
Antitrypsin (a1-AT) sind in Tabelle 3.7 dargestellt:

Tab. 3.7: Ergebnisse der a1-AT-Messung

al-AT BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF Sign.
in mg/dl n=9 n=10 n=7 n=9 n=7
(M SD)
25,8 24,2 155,2 431,8 12,1 s
ve +18,9 + 14,8 + 165,1 + 553,6 + 10,2
V5 53,0 30,5 585,4 435,6 22,1 s
+ 58,4 + 39,1 +557,0 +268,8 +12,7

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung)

Zur Visite 3 wurde die niedrigste durchschnittliche a1-AT-Konzentration in der Referenzgruppe
mit 12,1 £ 10,2 mg/dl ermittelt. Doppelt so hohe Werte wurden in den Studienstillgruppen (BF-
Pro 25,8 £ 18,9 mg/dl sowie BF-Pla 24,2 + 14,8 mg/dl) gemessen, wohingegen die héchste
Konzentration in der formulaernahrten Placebogruppe (FF-Pla) mit 431,8 + 553,6 mg/dl
analysiert wurde. Die Verteilung der Gruppenparameter ist nicht identisch (p = 0,000). Der
Unterschied liegt ausschliel3lich in der vergleichsweise sehr hohen Konzentration der FF-Pla-
Gruppe im Vergleich mit den Stillgruppen begriindet (FF-Pla vs. BF-Pro: p = 0,008 (**); FF-Pla
vs. BF-Pla: p = 0,012 (*) und FF-Pla vs. REF: p = 0,000 (***)).

Nach viermonatiger Studienzeit ist in allen Gruppen ein Anstieg der a1-Antitrypsin-
Konzentrationen erkennbar. Auffallend dabei sind die jeweils rund doppelt so hohen Werte in
der Referenz- und gestillten B. lactis-Gruppe und eine ca. 3,7-fache Konzentrationserhéhung
in der formulaerndhrten B. lactis-Gruppe (FF-Pro). Dieser Unterschied zwischen den
Zeitpunkten ist nach Anwendung des statistischen Tests flir verbundene Stichproben fir die

Referenzgruppe (p = 0,043) und flr die FF-Pro-Gruppe (p = 0,018) statistisch signifikant.

Nur leichte Konzentrationsanstiege lieRen sich in den durchschnittlichen fakalen a1-AT-

Mengen fir die Placebo-supplementierten Gruppen (BF-Pla und FF-Pla) ermitteln.

Um die Unterschiede der Zeitpunkte und zwischen den einzelnen Gruppen grafisch zu

veranschaulichen, wurden diese in folgender Boxplot-Abbildung dargestellt:
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Abb. 3.9: Alpha-1-Antitrypsin-Konzentrationen zu den Visiten 3 und 5

Dargestellt sind die Interquartilsbereiche der gemessenen fakalen a1-AT-Werte an V3 (1 Monat) und V5 (4 Monate).
Die Spannweiten der Minimal- bzw. Maximalwerte sind als Antennen dargestellt. Die Ausreiflerwerte sind als
Punkte auRerhalb markiert und fiir Werte Giber 800 mg/dl nicht abgebildet (FF-Pro V5: 1810,0; FF-Pla V3: 1778,3;
FF-Pla V5: 942,8). Die funf Gruppen sind statistisch voneinander verschieden, jedoch nicht hinsichtlich der
korrespondierenden Ernahrungsgruppen (jeweils Pro vs. Pla im Vergleich).

*a, *b, *c sind jeweils signifikant verschieden von a, b, c (p < 0,05), # zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0,05)
der verbundenen Stichproben zwischen V3 und V5

In Abbildung 3.9 werden die hohen Standardabweichungen vor allem in den Formulagruppen
deutlich. Die interindividuellen Unterschiede sind in diesen Gruppen sehr hoch, was sich

anhand der Spannweiten (Bereich zwischen Minimum und Maximum) darstellen Iasst:

o FF-Pro: Spannweiten von 357,2 (V3) bis 1653,0 (V5)
e FF-Pla: Spannweiten von 1711,5 (V3) bis 851,4 (V5)

Dies zeigt, dass es in diesen Gruppen Probanden mit sehr geringen und Probanden mit sehr
hohen Konzentrationen an a1-AT gab. Im Vergleich dazu sind die individuellen Schwankungen

in den Stillgruppen hinsichtlich der a1-AT-Konzentrationen relativ stabil.

Fir die Gruppenvergleiche an Visite 5 Iasst sich weiterhin feststellen, dass die Verteilung der
a1-AT-Konzentrationen nicht identisch ist (p = 0,000). Die paarweise Vergleichsanalyse ergab
dabei die Lokalisierung des statistischen Unterschiedes zwischen den Stillgruppen und den
Formulagruppen (BF-Pro vs. FF-Pro und FF-Pla: p < 0,05 (*); BF-Pla vs. FF-Pro und FF-Pla:
p <0,01 (**); REF vs. FF-Pro und FF-Pla: p < 0,01 (**)). Zwischen den einzelnen Still- bzw.
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Formulagruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der a1-AT-

Konzentrationen.
3.5.4 Calprotectin

Die Ergebnisse der Stuhlprobenauswertung beziglich der fakalen Calprotectin-

konzentrationen sind in Tabelle 3.8 dargestellt:

Tab. 3.8: Ergebnisse der Calprotectin-Messung

Calprotectin BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF Sign.
in pg/mi n=9 n=10 n=7 n=9 n=7
(M £ SD)
V3 2455 269,7 1240,8 712,3 197,1
+135,0 +109,7 +15583,8 +653,7 1129
V5 368,0 212,0 758,9 319,3 220,4
+ 302,0 +135,3 + 654,5 +142,3 +227,8

M = Mean (Mittelwert), SD = Standard Deviation (Standardabweichung), n.s. = nicht signifikant

Zur Visite 3 ergab sich die geringste Calprotectinkonzentration in der Referenzgruppe mit
durchschnittlich 197,1 £ 112,9 ug/ml. Die héchste Konzentration wurde in der B. lactis-
supplementierten Formulagruppe (FF-Pro) mit 1240,8 + 1553,8 ug/ml ermittelt. Die hohe
Standardabweichung zeigt bereits, dass in dieser Gruppe eine deutliche Schwankungsbreite
an gemessenen Konzentrationen existiert, da zwei Probanden sehr hohe Calprotectin-
konzentrationen (3049,9 ug/ml und 3910,2 ug/ml) aufwiesen im Vergleich zum restlichen
Gruppendurchschnitt (d 345,1 ug/ml). Die Auswertung erfolgte daher anhand der grafisch
besser darstellbaren Median- und Interquartilsberechnung (Abb. 3.10):
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Abb. 3.10: Calprotectinkonzentrationen zu den Visiten 3 und 5

Dargestellt sind die Interquartilsbereiche der gemessenen fakalen Calprotectinwerte an V3 (1 Monat) und V5
(4 Monate). Die Spannweiten der Minimal- bzw. Maximalwerte sind als Antennen dargestellt. Die Ausreierwerte
sind als Punkte aulRerhalb markiert. Die fiinf Gruppen sind statistisch nur an V5 voneinander verschieden, jedoch
nicht hinsichtlich der korrespondierenden Erndhrungsgruppen (jeweils Pro vs. Pla im Vergleich). Die entsprechende
Signifikanz ist als * in der Grafik abgebildet (* p < 0,05).

In dieser Abbildung wird darstellbar, dass an Visite 3 der Median der FF-Pro-Gruppe mit einem
Wert von 446,5 ug/ml im vergleichbaren Bereich mit den anderen Studiengruppen liegt. Der
Median der FF-Pla-Gruppe ist mit 588,3 ug/ml etwas héher, wohingegen die Stillgruppen die
geringsten Medianwerte aufweisen (BF-Pro 244,6 ug/ml, BF-Pla 288,5 ug/ml und REF
197,5 ug/ml). Der Unterschied zwischen den Gruppen ist dabei statistisch nicht signifikant,

auch wenn ein Trend erkennbar ist (p = 0,074).

Zur Visite 5 zeigt sich deutlich, dass der Interquartilsbereich der FF-Pro-Gruppe aufgrund der
geringeren Streuungsbreite der Einzeldaten kleiner wird. Damit wird auch die
Standardabweichung geringer, wenngleich diese verhaltnismaRig hoch bleibt. Die biologische
Diversitat ist in allen Gruppen erkennbar und einzelne Ausreil’erwerte der BF-Pro-, FF-Pro-
und der REF-Gruppe liegen deutlich Uber den Durchschnittsbereichen. Der Median der
Referenzgruppe ist mit 154,4 ug/ml weiterhin der niedrigste und ahnlich dem der BF-Pla-
Gruppe (181,4 ug/ml). Die Gruppen BF-Pro und FF-Pla zeigen vergleichbare Konzentrationen
(240,1 pg/ml bzw. 270,0 ug/ml). Der hochste Wert ergab sich fur die formulaernahrte B. lactis-
Gruppe (FF-Pro) mit 472,5 pg/ml, darin liegt auch die nicht identische Verteilung der Gruppen
begriindet (p = 0,032), denn einzig der paarweise Vergleich zwischen der Referenzgruppe und

der FF-Pro-Gruppe ergab einen signifikanten Unterschied (p = 0,046). Die Verteilung der
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anderen vier Gruppen ist demnach nicht verschieden. Auch hinsichtlich des zeitlichen
Verlaufes ergab sich fir keine Gruppe ein signifikanter Unterschied zwischen den Visiten 3
und 5 (p > 0,05).

3.6 Erkrankungsinzidenz

Anhand der von den Mittern bzw. Eltern der Probanden ausgeflillten Tagebtlicher
(Studiengruppen) bzw. Dokumentationsbdgen zu Erkrankungen und Medikamenteneinnahme

(Referenzgruppe), wurden die Erkrankungen im Folgenden analysiert.
3.6.1 Zusammenfassung und Einteilung der aufgetretenen Erkrankungen

Aufgrund der in den ersten vier Lebensmonaten geringen Pravalenzen wurden flr diese

Dissertation die Erkrankungen in folgende Gruppen zusammengefasst:

o Respiratorische Erkrankungen: alle Erkrankungen bzw. Beschwerden der oberen und

unteren Atemwege, deren Symptome langer als 24 h anhielten (Husten, Schnupfen,
Halsinfektionen, Bronchitis, allgemeine Erkaltungsbeschwerden, grippale Infekte,
RSV-Infektionen)

e Behandelte Blahungen/Koliken: Aufgrund der stark unterschiedlichen subjektiven

Wahrnehmung von Blahungen und Verdauungsbeschwerden als Ursache von Koliken
bzw. der klinischen Auspragung wurden Blahungen bzw. Koliken fir diese Dissertation
nur dann als solche bewertet, wenn eine medikamentdse Behandlung des Kindes mit
einem oder mehreren Praparaten zur Abschwachung der Beschwerden eingesetzt
wurde.

¢ Augeninfektionen: diagnostizierte Konjunktivitis oder unspezifische Augeninfektionen

¢ Hautinfektionen im Windelbereich: Windeldermatitis und/oder Windelsoor bzw. wunde,

behandelte Hautstellen im Windelbereich

o Fieber: alle fieberhaften Infekte (ausgenommen kurzfristige Fieberepisoden als
definierte und alleinige Impfreaktion, da dies keiner Infektion als solcher entspricht
sondern als normale Nebenwirkung einzuschéatzen ist)

o Durchfall: wassrige Stuhle, die bedeutend von der normalen Konsistenz in Haufigkeit
und/oder Menge abweichen (ausgenommen wurden Durchfallerkrankungen als
Nebenwirkungen aufgrund von Antibiotikaeinnahmen (der stillenden Mutter oder des
Probanden selbst) oder Impfungen, wenn sonst keinerlei weitere klinische

Symptomatik ersichtlich war)

Die Inzidenzen der Erkrankungen Fieber und Durchfall wurden aufgrund der geringen

Fallzahlen (3 bzw. 4 bei insgesamt 49 Probanden in 5 Gruppen) nicht explizit ausgewertet.
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Weitere unerwiinschte Erkrankungen, die innerhalb der Gesamtpopulation auftraten, wurden
ebenfalls aufgrund der geringen Inzidenzen (<4 Falle) nicht ausgewertet (Atopische
Dermatitis, Erbrechen, Hypothyreose, Neugeborenenakne, Neugeborenengelbsucht,

Obstipation, Virusexanthem, Zyste im Mund).
3.6.2 Erkrankungsinzidenzen der ersten vier Lebensmonate

Die analysierten Erkrankungsinzidenzen sind in Tabelle 3.9 dargestellt. Dabei wurde auch
ausgewertet, bei wie vielen Probanden keinerlei unerwlnschte Ereignisse im Sinne der oben
definierten Erkrankungen auftraten und somit die ersten vier Lebensmonate als infektionsfrei
gewertet werden kdnnen. Aufgrund der Mehrfachtestung der Gruppen untereinander mittels
des exakten Tests nach Fisher erfolgte eine Adjustierung des Signifikanzniveaus zur
Vermeidung systematischer Fehlerakkumulationen. Da fir jeden Gruppenvergleich flnf

Merkmalsvergleiche erfolgten, wurde der p-Wert auf 0,01 (0,05 : 5 Testungen) angepasst.

Tab. 3.9: Erkrankungsinzidenz der ersten vier Lebensmonate

BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF Signifikanz
n=10 n=13 n=9 n=9 n=38
Respiratorische
2 (20) 6 (46) 4 (44) 4 (44) 3 (38) n.s.
Erkrankungen
Blahungen/Koliken 4(40) 8(62) 3(33) 7 (79)" 0 (0)* *
Augeninfektionen 2 (20) 3 (23) 1(11) 2 (22) 2 (25) n.s.
Hauterkrankungen
_ _ 0 (0) 2 (15) 0(0) 2 (22) 1(13) n.s.
(Windelbereich)
Keinerlei
unerwunschte 5 (50) 2 (15) 3 (33) 0 (0) 3 (38) n.s.
Ereignisse

*p < 0,01 (adjustiert) fir REF vs. BF-Pla und REF vs. FF-Pla, n.s. = nicht signifikant

Bezuglich der Inzidenz von respiratorischen Erkrankungen ist deutlich erkennbar, dass in der
gestillten B. lactis-Gruppe (BF-Pro) nur rund halb so viele Falle auftraten im Vergleich zu allen
anderen Gruppen (20 % vs. 46/44/44/38 %). Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant (p > 0,01).

Ein signifikanter Unterschied lieR sich jedoch in der Inzidenz der behandelten Blahungen bzw.
Koliken zwischen den Placebogruppen und der Referenzgruppe ermitteln, da sowohl in der
entsprechenden Stillgruppe (BF-Pla), als auch in der Formulagruppe (FF-Pla) mehr als zwei
Drittel der Kinder betroffen waren, verglichen mit keinem Probanden in der Referenzgruppe.

Der Unterschied ist nach Anwendung des exakten Fisher’s Test und p-Wert-Adjustierung
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signifikant (BF-Pla vs. REF: p =0,007; FF-Pla vs. REF: p=0,002). Ein Vergleich der
Behandlungsgruppen untereinander zeigt, dass sowohl in den Still- als auch in den
Formulagruppen deutlich mehr Kinder der Placebointervention an Blahungen und/oder Koliken
litten, als die entsprechenden B. lactis-behandelten Probanden. Der Unterschied ist in den
Formulagruppen grofer, jedoch statistisch nicht signifikant (BF-Pro vs. BF-Pla: 40 % vs. 62 %;
FF-Pro vs. FF-Pla: 33 % vs. 78 %, p > 0,01).

Augeninfektionen treten in jeder Gruppe auf, jedoch sind die Inzidenzen in den einzelnen

Gruppen eher gering (11 % bis maximal 25 %) und auch vergleichbar (p > 0,01).

Bei den Hauterkrankungen im Windelbereich gab es in den Gruppen BF-Pla sowie FF-Pla
jeweils zwei betroffene Probanden, was einer Inzidenz von 15 % bzw. 22 % entspricht,
wohingegen keine Probanden in den jeweiligen B. lactis-supplementierten Gruppen (BF-Pro
und FF-Pro) diese Symptomatik in den ersten vier Lebensmonaten zeigten. In der
Referenzgruppe wurde ein Fall an Windelsoor dokumentiert. Der Unterschied ist zwischen den

Gruppen jedoch nicht signifikant (p > 0,01).

Der Vergleich von erkrankungsfreien Probanden innerhalb der Gruppe (keine unerwiinschten
Ereignisse in den ersten vier Lebensmonaten) zeigt, dass mit einer Auftretenswahrschein-
lichkeit von 50 % in der BF-Pro-Gruppe, diese die meisten gesunden Probanden beinhaltet,
gefolgt von der REF-Gruppe mit 38 %. Demgegenuber gibt es keinen Probanden in der FF-
Pla-Gruppe, der erkrankungsfrei im Studienzeitraum blieb. Der Unterschied zwischen den

Gruppen ist statistisch jedoch nicht signifikant.
3.6.3 Dauer der Atemwegserkrankungen und der behandelten Blahungen/Koliken

Um die in den ersten vier Lebensmonaten am haufigsten auftretenden Erkrankungen
(respiratorische Infekte und behandelte Blahungen und/oder Koliken) genauer zu analysieren,
wurden sowohl die Inzidenzen als auch die durchschnittlichen Erkrankungstage grafisch

ausgewertet:
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Abb. 3.11: Kumulative Inzidenz und durchschnittliche Erkrankungsdauer der Atemwegserkrankungen
Dargestellt ist die Erkrankungshaufigkeit (A) der Referenz- und Behandlungsgruppen in den ersten vier
Lebensmonaten sowie die durchschnittliche Erkrankungsdauer in Tagen (B). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.

Die rund 50%ige Reduktion der kumulativen Inzidenz der respiratorischen Erkrankungen
zwischen der gestillten B. lactis-Gruppe (BF-Pro) und allen anderen Gruppen zeigen sich
deutlich in der grafischen Darstellung (vgl. Abb. 3.11), wohingegen die Auswertung der
durchschnittlichen Erkrankungsdauer zeigt, dass in dieser Gruppe und in der formulaernahrten
Placebogruppe (FF-Pla) die Infekte durchschnittlich 3 - 4 Tage langer bis zur Genesung
andauern. Die kurzeste Erkrankungsdauer zeigte sich in der Referenzgruppe mit
durchschnittlich 3,7 £ 2,1 Tagen pro Erkrankung. Eine statistische Beurteilung war aufgrund

der geringen Fallzahlen nicht méglich, sodass die Auswertung rein deskriptiv erfolgte.

Fir die behandelten Blahungen und Koliken ist die analog erfolgte Auswertung in Abb. 3.12

dargestellt:
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Abb. 3.12: Kumulative Inzidenz und durchschnittliche Erkrankungsdauer der behandelten Bladhungen und
Koliken

Dargestellt ist die Erkrankungshaufigkeit (A) der Referenz- und Behandlungsgruppen in den ersten vier
Lebensmonaten sowie die durchschnittliche Erkrankungsdauer in Tagen (B). Es ergaben sich signifikante
Unterschiede in der kumulativen Inzidenz zwischen den Placebogruppen (BF-Pla und FF-Pla) mit der
Referenzgruppe. *p < 0,001 (adjustiert)
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Dabei zeigt sich die bereits erwdhnte Reduktion der kumulativen Inzidenz der B. lactis-
supplementierten Gruppen im Vergleich mit den jeweiligen korrespondierenden Placebo-
supplementierten Erndhrungsgruppen deutlich. Bezogen auf die Erkrankungsdauer ist ein
deutlicher Effekt in der gestillten B. lactis-Gruppe (BF-Pro) erkennbar, da diese mit
durchschnittlich 30,0 + 25,1 Tagen die geringste Beschwerdedauer aufwiesen verglichen mit
mehr als doppelt so langen Zeitrdumen in den weiteren Gruppen (BF-Pla: 70,4 + 50,9 Tage,
FF-Pro: 80,7 £40,2 Tage, FF-Pla: 81,9+ 23,2 Tage). Ein Unterschied zwischen den
formulaernahrten Gruppen ist in der Dauer nicht erkennbar. Auch hier erfolgte die Auswertung
auf rein deskriptiver Ebene, da eine statistische Analyse aufgrund der geringen Fallzahlen

nicht moglich war.
3.7 Korrelationsanalysen

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der unter 3.5.1 bis 3.5.4 analysierten Ergebnisse der
Stuhlprobenauswertungen wurden Korrelationsanalysen nach Spearman durchgefihrt. Dabei

werden Zusammenhange zwischen den einzelnen Parametern deutlich.

In Tabelle 3.10 sind die signifikanten Korrelationskoeffizienten der Stuhlprobenergebnisse der

Visite 3 dargestellt.

Tab. 3.10: Korrelationskoeffizienten r der Stuhlprobenparameter an Visite 3

V3 (n=42) al-AT Calprotectin pH-Wert
slgA - 0.502** n.s. - 0.632**
a1-AT 0.581** 0.482**

**p < 0,01, n.s. = nicht signifikant

Stark negative Zusammenhange sind zwischen den gemessenen slgA-Werten und den a1-
AT-Werten analysiert worden, d.h. je hoher die fakalen Werte des sekretorischen
Immunglobulin A im Stuhl nachweisbar sind, desto geringer sind die a1-Antitrypsin-Werte
(p = 0,001). Gleiches gilt fir den Zusammenhang zwischen slgA- und pH-Werten (p = 0,000).
Die Korrelationen sind dabei statistisch hoch signifikant (p < 0,01).

Weiterhin sind stark positive Korrelationen (r = 0.581) zwischen den a1-AT-Werten mit den
Calprotectinspiegeln ermittelt worden, dieser Zusammenhang ist statistisch hoch signifikant
(p = 0,000). Eine moderate Korrelation besteht aulerdem zwischen den a1-AT- und den pH-
Werten (r = 0.482, p = 0,001).
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Die Korrelationen konnten dabei ebenso flr die Proben an Visite 5 nachgewiesen werden und

sind in Tabelle 3.11 dargestellt.

Tab. 3.11: Korrelationskoeffizienten r der Stuhlprobenparameter an Visite 5

V5 (n=42) al-AT Calprotectin pH-Wert
slgA - 0.485** n.s. -0.477*
al-AT 0.531** 0.660**

**p < 0,01, n.s. = nicht signifikant

Die an Visite 3 noch stark negativen Korrelationen zwischen sIgA und a1-AT sowie dem pH-
Wert sind an Visite 5 leicht abgeschwacht in ihrer Auspragung (r > 0.3). Die Korrelationen
bleiben jedoch statistisch hoch signifikant (p = 0,001). Im Vergleich dazu steigt der Effekt

zwischen a1-AT und dem pH-Wert an Visite 5 von einem mittleren zu einem starken Effekt.

Zur Untersuchung der Zusammenhange zwischen den aufgetretenen Erkrankungen sowie der
unter Abschnitt 3.2 dargestellten nominalen Baseline-Parameter mit den analysierten
Stuhlprobenparametern wurden diese mittels des ETA-Koeffizienten analysiert. Dieses
Zusammenhangsmal gibt dabei keine Signifikanzen an, lasst jedoch Korrelationen zwischen
nominalen und metrischen Variablen darstellen. Dabei wurden nur die Korrelationen bewertet,

die einen mindestens moderaten Effekt (r > 0.3) aufzeigten.

Die Analyse des ETA-Koeffizienten konnte nur wenige Zusammenhange aufgrund der

Stichprobengrofie und des explorativen Charakters dieser Studienauswertung aufzeigen.

Ein moderat positiver Zusammenhang konnte zwischen dem Auftreten von Hauterkrankungen
im Windelbereich und den gemessenen al1-AT-Werten an Visite 3 analysiert werden
(r=0.417). Des Weiteren ist ein moderater Effekt zwischen dem Vorhandensein von
mindestens einem Geschwisterkind im gleichen Haushalt und den Calprotectinwerten, sowohl
an Visite 3 als auch an Visite 5 erkennbar (r = 0.328 (V3) und r = 0.357 (V5)). Der deutlichste
moderate Zusammenhang konnte zwischen der Erkrankungsfreiheit (keine unerwlnschten
Ereignisse in den ersten vier Lebensmonaten) und dem slgA-Spiegel an V5 ermittelt werden
(r=0.424).
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss des probiotischen Bakteriums
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. lactis) auf fakale Immun- und Entzindungsmarker
sowie auf die Erkrankungsinzidenz von gesunden, reifgeborenen Sauglingen untersucht, die
per Kaiserschnitt zur Welt kamen. Dabei wurden Subgruppendaten der ersten vier

Lebensmonate der Probanden einer klinischen Studie ausgewertet.

Die Randomisierung der Studienpopulation in Probiotik- und Placebogruppe ergab eine
Vergleichbarkeit der Gruppen, da sie hinsichtlich der einzelnen Baseline-Parameter nicht
voneinander verschieden sind. Die rekrutierte Referenzgruppe ist ebenfalls kongruent zu den
Studiengruppen, da sich aulRer fir den Apgar-Wert nach 5 Minuten keinerlei signifikante
Unterschiede ergeben. Dieses von Virginia Apgar 1953 entwickelte standardisierte
Bewertungssystem beschreibt dabei fiunf wichtige Funktionen 1, 5 und 10 Minuten nach der
Geburt (Atmung, Puls, Muskelspannung, Durchblutung der Haut und Reflexe) [103]. Vaginal
geborene Kinder erholten sich aufgrund der durchschnittlich héheren 5-Minuten-Apgar-Werte
in dieser Studie somit schneller als per Sektio geborene Kinder, die ein groReres Risiko flr
respiratorische Anpassungsstorungen haben [12]. Dies scheint vor allem aufgrund der
Tatsache, dass auch Notsektios in den Studiengruppen vorhanden waren als nachvollziehbar,
da der Geburtsstress fur diese Kinder deutlich groRer ist und eine signifikante Assoziation
zwischen operativer Entbindung im Notfall und geringeren Apgar-Werten besteht [104].
Aufgrund der jedoch insgesamt auch in den Kaiserschnittstudiengruppen hohen Apgar-Werten
von 9,2 + 0,8 (Probiotik) sowie 9,3 £ 0,7 (Placebo) ist eine Beeinflussung der weiteren

Ergebnisse als unwahrscheinlich zu bewerten.

Einfluss von B. lactis auf den Verlauf der Wachstumsparameter sowie die

Nahrungsmittelvertraglichkeit

Zur Ermittlung des Einflusses einer B. lactis-Supplementation auf die Sicherheitsparameter
Wachstum und Nahrungsmittelvertraglichkeit wurden die anthropometrischen Daten
Korpergewicht, Koérperlange und Kopfumfang sowie die Stuhl- und Spuckhaufigkeit der
Probanden zu den jeweilig vorgesehenen Visiten ermittelt und innerhalb der Gruppen

miteinander verglichen.

Die in dieser Studie gemessenen Korpergewichte in den ersten vier Lebensmonaten der
Probanden zeigen, dass alle vier Studiengruppen unabhangig von der Art der Ernahrung oder
der Studienproduktsupplementation (B. lactis oder Placebo) gleichmalig an Gewicht
zunahmen und nicht voneinander verschieden waren. Auch der physiologische

Gewichtsverlust in den ersten Lebenstagen lag mit durchschnittlich 5,4 + 2,3 % im Rahmen
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der Empfehlung von hdchstens 7 % bei gestillten Neugeborenen [105]. Die Kdrpergewichte
nach vier Lebensmonaten entsprachen mit durchschnittlich 6,9 + 1,1 kg, 6,7 + 0,8 kg, 6,6
0,7kg, 6,4 £ 0,7 kg und 6,5 + 0,5 kg (BF-Pro, BF-Pla, FF-Pro, FF-Pla und REF) den
Empfehlungen der WHO fur gesunde, gestillte Sauglinge, wonach diese im Mittel nach vier
Monaten 6,7 kg wiegen [106]. In allen Gruppen konnte eine Gewichtszunahme von mindestens
26,7 g bis maximal 30,7 g pro Tag ermittelt werden, was sich mit der Empfehlung von einer
minimalen Zunahme von 20 g taglich in den ersten Lebenswochen deckt [107]. Es ist daher
von einer gleichmaligen Gewichtszunahme pro Tag, unabhdngig vom Entbindungsmodus,

des Ernahrungsregimes und der Probiotikabehandlung auszugehen.

Auch fir die Entwicklung des Langenwachstums und der Zunahme der Kopfumfange konnten
sowohl innerhalb der Gruppen als auch im Bezug zu den durchschnittlichen Werten der WHO
(63,0 cm Korperlange und 41,1 cm Kopfumfang im Alter von vier Monaten) keine Unterschiede

ermittelt werden [106].

Die Gabe des Probiotikums B. lactis ergab somit keine Diskrepanz im Wachstum von
gesunden per Kaiserschnitt geborenen Kindern, weder bei formulaerndhrten noch bei
gestillten Probanden. Alle Ergebnisse waren vergleichbar mit der Referenzgruppe aus vaginal

geborenen, gestillten Sauglingen, die keinerlei Supplementation erhalten hatten.

Hinsichtlich der Stuhlhaufigkeit konnte gezeigt werden, dass gestillte Sauglinge haufiger Stuhl
ausscheiden als formulaerndhrte Sauglinge. Sowohl in der B. lactis-supplementierten
Stillgruppe als auch in der Placebo-Stillgruppe konnten Stuhlhdufigkeiten von anfangs 5,9 +
1,3 bzw. 5,4 + 2,2 zur Visite 2 ermittelt werden, die im Verlauf der ersten vier Lebensmonate
in der Haufigkeit abnahmen. Ein Unterschied hinsichtlich der Probiotiksupplementation konnte
nicht errechnet werden. Die Ergebnisse sind kongruent mit denen der Arbeitsgruppe um
Camurdan et al., die 2015 zeigten, dass gestillte Kinder in den ersten Lebensmonaten
signifikant haufiger Stuhl absetzten als formulaerndhrte Kinder und der Unterschied mit

zunehmendem Alter abnimmt [108].

Die Spuckhaufigkeit war innerhalb der Gruppen zu keinem Zeitpunkt voneinander
verschieden, sodass insgesamt gezeigt werden konnte, dass weder in den Stillgruppen noch
in den Flaschengruppen die Stuhl- oder Spuckfrequenz von der Studienprodukteinnahme

beeinflusst wurde.

Die Supplementation des Probiotikums B. /actis kann somit zusammenfassend hinsichtlich der
Analyse der Wachstumsparameter und der Nahrungsvertraglichkeit als sicher bewertet
werden, da sich keinerlei Unterschiede in den korrespondierenden Ernahrungsgruppen
nachweisen lielRen und auch im Vergleich mit den Daten der WHO ein normales Wachstum

der Probanden erreicht wurde. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit der Studie von Saavedra
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et al., die im Jahr 2004 die Vertraglichkeit und Sicherheit von zwei Formulanahrungen
untersuchten, die unterschiedlich hoch dosierte B. lactis- und S. thermophilus-
Konzentrationen enthielten [94]. Nach einer durchschnittichen Formulaeinnahme von
210 Tagen konnten keinerlei Unterschiede in der Vertraglichkeit, Sicherheit oder im Wachstum
festgestellt werden. Auch die Untersuchung von Radke et al. zeigte 2017 bei der Verwendung
von einer B. lactis-supplementierten Formulanahrung keinerlei Unterschiede hinsichtlich der
Vertraglichkeit und des Wachstums in den ersten zwdlf Lebensmonaten zur Kontrollgruppe,
sodass diese als sicher bewertet werden konnte [100]. Einzig die Stuhlfrequenz war in der
B. lactis-Gruppe in den ersten drei Monaten hdher als in der Kontrollgruppe, zeigte jedoch
dabei nur die Angleichung zur Referenzgruppe aus gestillten Sduglingen. Der Unterschied war

nach sechs Lebensmonaten nicht mehr signifikant.

Einfluss von B. Jactis auf die fakalen Immun- und Entziindungsmarker

Zur Untersuchung des Einflusses der B. lactis-Supplementation auf die fakalen Immun- und
Entzindungsmarker wurden zu zwei Zeitpunkten Stuhlproben der Probanden eingesammelt
und analysiert. Dabei fand die Abgabe der ersten Stuhlprobe nach einem Lebensmonat statt
(28 £ 3 Tage nach Geburt = V3) und die Zweite nach vier Lebensmonaten (112 £+ 7 Tage nach
Geburt = V5). Da ausschliel3lich Proben von Probanden verwendet wurden, die sowohl an V3
als auch an V5 eine ausreichend analysierbare Menge abgegeben hatten, konnten auch
zeitliche Bezlge hinsichtlich der Verlaufsparameter statistisch ausgewertet und Ergebnis-
beeinflussungen aufgrund von unterschiedlichen Startwerten ausgeschlossen werden. Es
wurden folgende Parameter analysiert: der pH-Wert, das sekretorische Immunglobulin A,

Alpha-1-Antitrypsin und Calprotectin.
pH-Wert

Der pH-Wert von voll gestillten Kindern liegt bei ungefédhr 5,0 und damit im sauren
Bereich [109]. Aufgrund der geringeren Pufferkapazitat der Formulanahrungen verschiebt sich
bei nicht gestillten Kindern der pH-Wert in den Bereich des neutralen Milieus, was das
Wachstum von potentiellen Pathogenen begunstigt [109]. Die Ernahrung von Sauglingen hat
einen groRRen Effekt auf die Darmmikrobiotazusammensetzung, so sind gestillte Sauglinge im
Alter von einem Monat hauptsachlich mit Bifidobakterien kolonisiert [45]. Die Arbeitsgruppe
um Rinne et al. konnte im Jahr 2005 weiterhin zeigen, dass auch im Alter von sechs Monaten
formulaernahrte Kinder geringere Mengen von Bifidobakterien im Stuhl aufwiesen als voll
gestillte Kinder [110].

Bifidobakterien und somit auch das Probiotikum B. lactis beglnstigen die Ansaduerung des

Darmlumens durch Fermentation von unverdaulichen Kohlenhydraten zu kurzkettigen
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Fettsauren und tragen somit zum Schutz des Darm- und Immunsystems bei. Mohan et al.
verdffentlichten im Jahr 2008 eine placebokontrollierte Studie zur Untersuchung des Effekts
einer B. lactis-Gabe bei 69 frihgeborenen Kindern. Dabei konnte analysiert werden, dass
B. lactis-behandelte Sauglinge hohere Acetat- und Lactatkonzentrationen und folglich einen

signifikant geringeren pH-Wert aufwiesen [99].

Die Untersuchung der Stuhlproben in der vorliegenden Arbeit bezliglich des pH-Wertes ergab
innerhalb der Gruppen, dass die formulaernahrten Kinder sowohl in der B. lactis- als auch in
der Placebo-supplementierten Gruppe zu beiden Untersuchungszeitpunkten (V3 und V5) die
hochsten pH-Werte aufwiesen. Diese lagen mit durchschnittlich 6,56 + 0,64 (FF-Pro) und
6,33 £ 0,68 (FF-Pla) nach vier Lebensmonaten weiterhin im schwach sauren, fast neutralen
Bereich. Der Unterschied dieser Gruppen war dabei hinsichtlich der Referenzgruppe aus
vaginal geborenen, voll gestillten Kindern als ,Goldstandard“ mit einem durchschnittlichen pH-
Wert von 4,95 statistisch signifikant (p = 0,008 und p = 0,013). Auffallig dabei ist jedoch die
Tatsache, dass nach einem Lebensmonat (V3) ausschlieRlich die Placebo-Formulagruppe
statistisch von der Referenzgruppe, als auch von der entsprechenden Stillgruppe (BF-Pla)
verschieden ist (p = 0,023 und p =0,003), nicht jedoch die B. lactis-behandelte Formula-
gruppe. Diese zeigte zwar im Mittel hdhere Konzentrationen, da es jedoch in dieser Gruppe
auch Probanden mit deutlich geringeren pH-Werten gab, ist ein statistischer Unterschied zu
allen anderen, auch gestillten, Gruppen nicht nachweisbar. Der Einfluss der
Probiotikaeinnahme scheint somit die pH-Erhdhung in den formulaernahrten Kindern etwas zu
verzégern bzw. aufzuhalten. Nach vier Lebensmonaten ist diese Gruppe ebenso wie die
Placebo-Formulagruppe statistisch von den Stillgruppen verschieden. Der Einfluss der
Ernahrung wird im zunehmenden Alter auch aufgrund der steigenden Nahrungsmenge grofer,
sodass dann die pH-Absenkung durch die Bildung der kurzkettigen Fettsduren durch die

Bifidobakterien nicht mehr ausreicht, um einen statistischen Effekt zu erzielen.

Fir die gestillten Kaiserschnittkinder in den Behandlungsgruppen konnten nach einem
Lebensmonat Werte von 5,85 + 0,58 (BF-Pro) bzw. 5,44 + 0,33 (BF-Pla) gemessen werden,
die sich im zeitlichen Verlauf jedoch gegensatzlich entwickelten. Interessanterweise war der
durchschnittliche pH-Wert der gestillten Placebogruppe (BF-Pla) nach einem Lebensmonat
der Probanden vergleichbar mit dem der Referenzgruppe (5,44 vs. 5,42), wohingegen die
gestillte B. lactis-Gruppe einen héheren Wert aufwies (5,85). Nach vier Lebensmonaten jedoch
verringerte sich der durchschnittliche pH-Wert dieser Gruppe deutlich auf 5,00 und lag damit
im Bereich der Referenzgruppe (4,95). Dieser zeitliche Unterschied innerhalb einer
Behandlungsgruppe war nur bei den B. lactis-supplementierten, gestillten Probanden
signifikant (p = 0,015). Die Placebo-Stillgruppe hingegen zeigte keine pH-Wert-Anderung
zwischen V3 und V5. Dabei wird in der Einzelbetrachtung der pH-Wert-Verlaufe (vgl. Abb. 3.7)
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deutlich ersichtlich, dass das Studiendesign hinsichtlich der verbundenen Stichproben wichtig
zur Auswertung und Interpretation ist. Da fur jeden einzelnen Probanden beide Stuhlproben-
auswertungen vorlagen, konnte das genaue Mal} des Probiotikeinflusses ermittelt werden.
Aufgrund der individuellen Startbedingungen, die bei jedem Saugling verschieden ausgepragt
sind (durch Entbindungsmodus, Laktationsstart, Antibiotikaeinnahme der Mutter usw.), kdnnen
sich bei unverbundenen Stichproben bzw. unterschiedlichen Stichproben-grolen die
nachweisbaren Probiotikeffekte aufgrund des Studiendesigns abschwachen. So sind die V3-
Werte der Placebo-Stillgruppe scheinbar besser, dennoch erhéht sich im Vergleich zur

B. lactis-Einnahme der pH-Wert bei deutlich mehr Probanden.

Eine natlrliche pH-Wert-Senkung war auch in der Referenzgruppe sichtbar, wenn auch der
Unterschied aufgrund der schon geringeren Startwerte an V3 keine Signifikanz, aber einen

statistischen Trend zeigte (p = 0,091).

Der Einfluss der B. lactis-Einnahme auf den pH-Wert und damit auch auf das Darmmilieu zeigt
somit besonders bei gestillten Sauglingen nach Kaiserschnittgeburt einen signifikanten Effekt.
Das Darmsystem wird in den ersten vier Lebensmonaten deutlich saurer und erreicht
vergleichbare Werte zur Referenzgruppe als ,,Goldstandard” aus vaginal geborenen, gestillten
Kindern. Somit ist ein synergistischer Effekt aus Muttermilchernahrung und Probiotika-
einnahme erkennbar, da sich das Stillen per se zwar schon deutlich auf die Ansauerung des
Darmlumens auswirkt, der Einfluss durch zusatzliche Gabe von Bifidobakterien jedoch deutlich
verstarkt wird (vgl. BF-Pla vs. BF-Pro).

Es scheint dabei auch einen Unterschied im Geburtsmodus zu geben. Wahrend die Referenz-
gruppe verglichen mit der Placebo-Stillgruppe (BF-Pla) nach einem Lebensmonat noch
ahnliche pH-Werte zeigt, so steigt dieser bei den per Sektio geborenen Kindern im mittel Gber
den Zeitverlauf bis vier Lebensmonate an, wohingegen bei den spontan geborenen Kindern
eine Abnahme Uber diese Zeit im pH-Wertverlauf erkennbar ist. Der Unterschied ist an Visite 5
zwar nicht signifikant, zeigt aber dennoch einen Trend hinsichtlich des Einflusses der
unterschiedlichen Darmbesiedlung in diesen Gruppen. Dieser wird durch die B. lactis-
Supplementation in der BF-Pro-Gruppe aufgehoben, da sich diese Werte denen der

Referenzgruppe deutlich angleichen.

Ein Einfluss auf formulaerndhrte Kinder beziiglich der pH-Wert-Anderung zwischen dem
ersten und vierten Lebensmonat bzw. auch im Vergleich der Formulagruppen untereinander
ist nicht erkennbar. Die pH-Werte sind in beiden Gruppen und zu beiden Untersuchungs-
zeitpunkten deutlich erhdht im Vergleich zu den gestillten Probanden und der Referenzgruppe.
Dennoch wird eine verzégerte pH-Wert-Erhéhung der B. lactis-behandelten Gruppe deutlich,
da erst nach vier Lebensmonaten ein statistischer Unterschied zu den Stillgruppen gezeigt

werden konnte. Die Ernahrungsform hat daher eine wesentliche Wirkung auf die Entwicklung
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des Darmmilieus und kann bei nicht gestillten Sauglingen auch durch die Einnahme von
probiotischen Bifidobakterien nicht revidiert, sondern maximal leicht verzogert werden.
Vergleichbare Ergebnisse konnte die Arbeitsgruppe um Holscher et al. 2012 feststellen, die
signifikant niedrige pH-Werte in gestillten Probanden verglichen mit formulaernédhrten ermitteln
konnte, jedoch keinen Einfluss einer Bifidobakteriensupplementation auf den pH-Wert von

nicht gestillten Sauglingen, unabhangig vom Geburtsmodus, nachweisen konnte [111].
Sekretorisches Immunglobulin A

Das sekretorische Immunglobulin A (slgA) ist ein Antikorper, der von Plasmazellen in der
Lamina propria des darmassoziierten lymphatischen Gewebes produziert und in das
Darmlumen sezerniert wird [112]. Dort verhindert es die Adsorption von potentiellen
Pathogenen, neutralisiert Toxine und tragt damit zu einer Kontrolle der epithelialen
Kolonisation von Mikroorganismen und zum Schutz der mukosalen Oberflache bei [30, 73,
113]. Dabei spielt die Mikrobiota eine zentrale Rolle in der Stimulation von slgA-bildenden
Zellen und somit zur Entwicklung des noch unreifen Darm- und Immunsystems von
Neugeborenen, da vor allem kommensale oder probiotische Bifidobakterien die slgA-
Produktion Uber die Stimulation von Plasmazellen beeinflussen [73]. Es konnte bereits 1998
durch Fukushima et al. gezeigt werden, dass die gastrointestinale slgA-Produktion durch Gabe
von B. lactis in Kleinkindern stimuliert wurde und folglich zu einer grékeren Verfugbarkeit von

slgA im Darmsystem fuhrte [97].

Fir die in dieser Dissertation ausgewerteten slgA-Konzentrationen zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den gestillten (BF-Pro und BF-Pla) und den formulaernahrten
Behandlungsgruppen (FF-Pro und FF-Pla), wonach fir letztere deutlich niedrigere Werte
ermittelt wurden und der Unterschied bezuglich der Stillgruppen signifikant ist (p < 0,05). Da
Muttermilch selbst eine Quelle an sekretorischem IgA darstellt, liegt dieser Unterschied
einerseits in der Erndhrungsform begriindet, da es eine signifikante Korrelation zwischen den
IgA-Konzentrationen in der Muttermilch und den Fazeskonzentrationen der Neugeborenen gibt
[114]. Weiterhin stimulieren auch, wie eingangs erwahnt, die gastrointestinalen Bakterien,
dabei vor allem Bifidobakterien, die endogene slgA-Bildung, was die fakalen Konzentrationen
zusatzlich erhoht. Da formulaernahrte Sauglinge mit deutlich weniger Bifidobakterien in den
ersten Lebensmonaten kolonisiert sind [115], stehen dadurch auch weniger Immunglobulin-

Produzenten zur Verfligung.

Da in der Auswertung der Daten deutliche interindividuelle Unterschiede erkennbar sind, die
sich durch grofe Spannbreiten der einzelnen Konzentrationen zeigen, stellt der Median ein
stabileres Durchschnittsmerkmal dar. Hinsichtlich der Formulagruppen zeigt sich dabei auf
deskriptiver Ebene, dass die Mediane der slgA-Konzentrationen nach einem Lebensmonat

(V3) nahezu identisch sind (FF-Pro 2,8 mg/ml vs. FF-Pla 2,9 mg/ml), dieser nach vier
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Lebensmonaten in der B. lactis-supplementierten Gruppe jedoch fast doppelt so hoch ausfallt
wie in der Placebogruppe (5,8 mg/ml vs. 3,2 mg/ml). Die Probiotikbehandlung tragt also zu
einer Erhdhung der slgA-Konzentration bei formulaerndhrten Sauglingen bei, die jedoch
statistisch aufgrund der grol3en Probandenunterschiede und der geringen Stichprobenanzahl
nicht signifikant ist. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Untersuchungen von Holscher
et al., die den Einfluss einer B. lactis-supplementierten Formulanahrung bei gesunden, zwei
bis sechs Wochen alten Sauglingen Uber einen Zeitraum von sechs Wochen in einer
doppelblinden, randomisierten Studie untersuchten [111]. Als Referenzgruppe wurden voll
gestillte Sauglinge miteinbezogen. Es konnte ein signifikanter Unterschied in der fakalen sIgA-
Konzentration zwischen gestillten und formulaerndhrten Sauglingen festgestellt werden,
jedoch zeigte die B. lactis-Behandlung im Vergleich zur Placebogruppe keinen Unterschied.
Die Einzelanalyse der vaginal geborenen Kinder zeigte eine signifikante slgA-Erhéhung in den
Fazes, was die unterschiedlichen Startbedingungen hinsichtlich der Mikrobiota- und Immun-
systementwicklung weiter bekraftigt. Die Autoren schlussfolgern, dass die bifidodominierende
Mikrobiota bei vaginal geborenen Kindern, verglichen mit Kaiserschnittkindern, durch die
zusatzliche Gabe von B. /actis zu einer Verstarkung der slgA-Bildung fihrt [111]. Folglich holen
Kaiserschnittkinder diese verzégerte Startbesiedlung auch durch zusatzliche Bifidobakterien-
supplementation nach sechs Wochen nicht auf. Die verabreichte Menge an probiotischen
Bifidobakterien lag jedoch mit 1-10° cfu/g Formulanahrung deutlich unter der in dieser
Dissertation verwendeten Konzentration von 1-108 cfu/g Formula. AuBerdem wurden die
Probanden erst zwischen der zweiten und sechsten Lebenswoche rekrutiert. Der Einfluss einer
Probiotikintervention scheint daher auch in formulaerndhrten Kindern beginnend in den ersten
Lebenstagen sinnvoller, vor allem wenn die postnatale Darmbesiedlung durch eine Geburt per

Kaiserschnitt schon verzdgert stattfindet.

Bezogen auf die in dieser Arbeit analysierten Stillgruppen ist auffallig, dass die Placebogruppe
(BF-Pla) nahezu identische Konzentrationen an slgA im Vergleich zur Referenzgruppe
aufweist (22,0 mg/ml vs. 19,8 mg/ml), die B. lactis-supplementierte Gruppe hingegen eine
deutlich héhere Konzentration zeigt (30,4 mg/ml). Der Unterschied zwischen diesen Gruppen
ist nicht signifikant, aber aufgrund der hdher gelegenen Interquartilsbereiche grafisch
ersichtlich. Die Ahnlichkeit der Placebo-Stillgruppe mit der Referenzgruppe bleibt nach vier
Lebensmonaten nahezu vollstandig bestehen, da es in beiden Gruppen zu einer anscheinend
physiologischen Absenkung der slgA-Konzentrationen kommt. Diese ist anhand der sinkenden
Interquartilsbereiche und Antennenspannweiten zwischen V3 und V5 in der grafischen
Boxplotdarstellung (vgl. Abb. 3.8) auf deskriptiver Ebene, sowie anhand des statistischen
Unterschiedes der Referenzgruppe (V3 vs. V5: p = 0,018) nachweisbar. Bei Betrachtung der
Interquartilsbereiche in der B. lactis-Stillgruppe fallt die Konzentrationsabsenkung deutlich

geringer aus bzw. bleibt nahezu konstant tiber diesen dreimonatigen Zeitraum.
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Diesbezliglich interessante Ergebnisse lieferte 2005 die Arbeitsgruppe um Rinne [116]. In
dieser placebokontrollierten Studie wurde schwangeren Frauen vier Wochen vor
Entbindungstermin 1-10' cfu Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) pro Tag oder ein Placebo
verabreicht und nach Entbindung entsprechend der Randomisierung den Neugeborenen fur
sechs Monate. Die Autoren konnten zeigen, dass Sauglinge, die mindestens drei Monate voll
gestillt waren, deutlich mehr nachweisbare Mengen an Bifidobakterien in den Fazes hatten,
als nur teilweise gestillte Sduglinge, unabhangig von der Probiotik- oder Placebointervention.
Aulerdem konnte ein signifikanter Anstieg an Immunglobulin A-sezernierenden Zellen in
Blutproben der Sauglinge nachgewiesen werden, wenn diese ebenfalls mindestens drei
Monate voll gestillt waren und das Probiotikum erhielten. Dies beweist eine signifikante
Interaktion zwischen Probiotikintervention und Muttermilchernahrung in den ersten
Lebensmonaten. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass diese synergistischen Effekte einen
initialen Schritt fir die gesunde Reifung des adaptiven Immunsystems bedeuten. Dies liegt vor
allem laut Rinne et al. darin begriindet, dass die orale Gabe von LGG zusammen mit den in
der Muttermilch enthaltenen humanen Milcholigosacchariden das Bifidobakterienwachstum

stimulieren und so die Reifung des Darmimmunsystems positiv beeinflussen [116].

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit ausgewerteten Daten der slgA-
Konzentrationen, dass formulaerndhrte Kinder deutlich weniger fakale Immunglobuline
aufweisen, als gestillte Kinder. Der Unterschied hinsichtlich der Ernahrungsgruppen ist dabei
signifikant. Eine Probiotikbehandlung mit B. /actis fuhrt bei kaiserschnittgeborenen Sauglingen
zu einer Konzentrationserhhung sowohl bei formulaerndhrten als auch bei gestillten Kindern,
wobei der Unterschied in der Stillgruppe deutlicher ausféllt, vor allem im Bezug zur
Referenzgruppe (2,3-fach héhere Konzentrationen an V5). Die Unterschiede innerhalb der
korrespondierenden Ernahrungsgruppen sind dabei jedoch nicht signifikant. Ein Einfluss des
Geburtsmodus ist anhand der Daten nicht erkennbar, da sich sowohl zu den Untersuchungs-
zeitpunkten als auch im zeitlichen Verlauf die Placebo-Stillgruppe statistisch und deskriptiv
nicht von der Referenzgruppe unterscheidet und beide Gruppen ausschliellich hinsichtlich

des Geburtsmodus voneinander verschieden sind.
Alpha-1-Antitrypsin

Alpha-1-Antitrypsin (a1-AT) ist ein Serumprotein, dass resistent gegenuber enzymatischer
Proteolyse ist und in den Fazes nachgewiesen werden kann [117]. Es wird hauptsachlich in
der Leber, jedoch auch in Makrophagen und den Darmepithelzellen gebildet und besitzt eine
wichtige Funktion in der Inhibition von Proteasen [118]. Bereits 1977 konnte durch Crossley
die fakale a1-AT-Messung als eine Moglichkeit zur nichtinvasiven Diagnostik des intestinalen
Proteinverlustes und der damit einhergehenden erhdhten Darmschleimhautpermeabilitat

beschrieben werden [119]. Die Diagnostik hinsichtlich chronisch entzindlicher Darm-
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erkrankungen anhand der fakalen Exkretionsmengen wird jedoch kontrovers diskutiert [118].
Im Vergleich zu gesunden Erwachsenen (a1-AT < 80 mg/dl) zeigen Neugeborene drastisch
erhohte a1-AT-Konzentrationen in den ersten Lebenstagen, die durch grofRe interindividuelle
Schwankungsbreiten gekennzeichnet sind [120]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
die a1-AT-Konzentrationen bei gestillten Kindern innerhalb des ersten Lebensmonats
niedriger sind im Vergleich zu formulaerndhrten Kindern und diese in beiden Gruppen nach
sechs Lebensmonaten signifikant sinken, sodass das Alter als auch die Ernahrung einen
entscheidenden Einfluss auf die a1-AT-Konzentrationen besitzen und damit die Anderungen

der gastrointestinalen Funktion im Sauglingsalter widerspiegeln [121].

Die in dieser Dissertation ausgewerteten Daten der fakalen a1-AT-Konzentrationen zeigen
deutliche inter- und intraindividuelle Gruppenunterschiede zwischen den gestillten und
formulaernahrten Kindern. Dabei ist die B. lactis-supplementierte Formulagruppe nach einem
Lebensmonat mit einem Median von 40,9 mg/dl statistisch nicht verschieden von den
Stillgruppen, jedoch ist der Unterschied in dieser als auch in der Placebo-supplementierten
Formulagruppe nach vier Monaten zu allen anderen Gruppen aufgrund der deutlich héheren
a1-AT-Werte signifikant. Der Anstieg in der FF-Pro-Gruppe zwischen den Zeitpunkten V3 und
V5 ist mit einem Faktor von 3,7 sehr deutlich und statistisch signifikant (p = 0,018). Ein
Unterschied der Formulagruppen untereinander ist aufgrund der deutlichen Probanden-
unterschiede statistisch nicht ersichtlich, jedoch fir die Visite 3 deskriptiv anhand des

geringeren Medianwertes der FF-Pro-Gruppe abbildbar (40,9 mg/dl vs. 228,3 mg/dl).

Ahnliche Effekte konnte die Arbeitsgruppe um Kukkonen 2010 zeigen. Sie untersuchten den
Einfluss einer Mischung aus vier probiotischen Bakterien und Galaktooligosacchariden auf
allergiepradispositionierte Sauglinge in den ersten sechs Lebensmonaten [122]. Dabei konnte
ein signifikanter Anstieg der a1-AT-Konzentrationen in der Probiotika-supplementierten
Gruppe gezeigt werden. Diese Konzentrationserhdhung korrelierte positiv mit der Menge an
slgA, woraufhin die Autoren schlussfolgerten, dass Probiotika zu einer subtilen, aber nicht
klinisch relevanten Inflammation des Gastrointestinaltraktes flhrten [122]. Dies ist
moglicherweise die physiologische Antwort der Etablierung der kommensalen Darmbakterien
und zeigt die Bedeutung dieser fur das Immunsystem. Kritisch angemerkt werden muss jedoch
in dieser Studie, dass keine Differenzierung hinsichtlich des Geburtsmodus erfolgte und auch
der Einfluss des Stillens der Probanden nur hinsichtlich eines Confounders, nicht jedoch als

grundlegende Trennung der Gruppen, berechnet wurde.

Innerhalb der Stillgruppen dieser Arbeit zeigen sich keine signifikanten Einflisse der B. lactis-
Behandlung auf die fakalen a1-AT-Konzentrationen. Sowohl nach einem als auch nach vier
Lebensmonaten besteht sowohl zwischen den Behandlungsgruppen (BF-Pro und BF-Pla) als

auch im Vergleich mit der Referenzgruppe kein statistischer Unterschied. Dennoch zeigt sich
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im zeitlichen Verlauf der Gruppen, dass es in der B. lactis-supplementierten Gruppe zu einer
Erhéhung der a1-AT-Konzentration kommt (V3: 13,9 mg/dl, V5: 33,1 mg/dl). Dieser Anstieg
scheint einer physiologischen Anderung zu entsprechen, da dieser auch in der
Referenzgruppe nachweisbar und hinsichtlich der zwei Zeitpunkte (V3: 6,8 mg/dl und V5:
24,4 mg/dl) sogar statistisch signifikant ist (p = 0,043). In der Placebo-Stillgruppe lasst sich
keine zeitliche Konzentrationsanderung feststellen, sodass anzunehmen ist, dass eine Bifido-
bakteriensupplementation in den ersten vier Lebensmonaten bei kaiserschnittgeborenen
Kindern zu einer Starkung der immunologischen Reaktionen vergleichbar zu vaginal
geborenen Sauglingen fihrt. Eine erhdhte Darmdurchlassigkeit ist dabei eher
unwahrscheinlich, da eine normale Gastrointestinalmikrobiota bei gestillten Sauglingen zu
einer Stabilisierung der Darmpermeabilitat in den ersten Lebensmonaten fihrt [67]. Auch
Muttermilch ist eine Quelle von zusatzlichem a1-AT und tragt hinsichtlich des steigenden
Nahrungsvolumens moglicherweise zu einer Beeinflussung der fakalen Konzentrationen bei
gestillten Sauglingen bei und stellt nicht zwangslaufig einen erhdhten Proteinverlust dar [114,
123]. Weiterhin nimmt die Stuhlhaufigkeit mit der Zeit bei allen Kindern ab, was vor allem in
den Stillgruppen moéglicherweise zu einer Konzentrierung der a1-AT-Werte beitragen kann.
Dieser Einfluss scheint jedoch eher minimal aufgrund der gleichzeitig sinkenden slgA-Werte,

soll jedoch als maglicher Faktor beriicksichtigt werden.

Da die Konzentrationen an a1-AT in den Formulagruppen stark Uber den Werten der
Stillgruppen liegen, ist die verzdgerte Permeabilitdtsstarkung des Darmepithels in diesen
Gruppen am wahrscheinlichsten. Der Unterschied zwischen der B. lactis- und Placebo-
intervention ist sehr gering und nur deskriptiv erkennbar und zeigt, dass Bifidobakterien den
wichtigen Einfluss der Erndhrung nicht abfangen, jedoch zeitlich etwas aufhalten kénnen. Dies
steht im Bezug zu den Ergebnissen von Stratiki et al. aus dem Jahr 2007, die die Wirkung von
einer B. lactis-angereicherten Formulanahrung auf die intestinale Permeabilitdt von
Frihgeborenen untersuchten [124]. Nach einem Monat der Nahrungsintervention konnten
sowohl ein Anstieg von Bifidobakterien als auch eine signifikant geringere Darmdurchlassigkeit
mittels Zuckerabsorptionstest nachgewiesen werden. Da jedoch die immunmodulierende
Wirkung der Bakterien wahrscheinlich einen positiven, subtilen inflammatorischen Prozess zur
Immunsystemreifung begunstigt, der sich in den hdheren Werten der a1-AT-Konzentrationen
nach vier Lebensmonaten im Vergleich zur Placebogruppe &uRert, sind diese zwei
Mechanismen Uberlagert und anhand von fakalen Konzentrationsmessungen nicht

separierbar.
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Calprotectin

Calprotectin ist ein Calcium- und Zink-bindendes Protein, dass rund 60 % des l6slichen
zytosolischen Proteins in menschlichen neutrophilen Granulozyten darstellt [125]. Hinsichtlich
der biologischen Aktivitat besitzt Calprotectin antimikrobielle Eigenschaften, was zusatzlich zur
Fahigkeit, Calcium zu binden, zur Namensgebung dieses Proteins geflhrt hat [126]. Grolie
Bedeutung besitzt Calprotectin als nichtinvasiver Biomarker im Bereich der Gastroenterologie,
da es bei inflammatorischen Darmerkrankungen, wie beispielsweise Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa, zu einem nachweisbaren fakalen Konzentrationsanstieg kommt, welcher
routinemalig zur Diagnose und als klinischer Verlaufsparameter bei diesen Erkrankungen
ermittelt wird [127]. Im Vergleich zu Erwachsenen und Kindern weisen gesunde Neugeborene
und Sauglinge in den ersten Lebensmonaten signifikant hdhere fakale Calprotectin-

konzentrationen auf, die durch eine hohe Variabilitat gekennzeichnet sind [128].

In der fur diese Dissertation untersuchten Calprotectinkonzentrationen in den Stuhlproben der
Studien- und Referenzprobanden konnten nach einem Monat (V3) keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt werden. Es zeigte sich jedoch auch eine hohe
intra- und interindividuelle Schwankungsbreite, vor allem in den Formulagruppen. Diese sind
auf wenige, aber deutliche Ausreiller zurlickzuflinren. Der Medianvergleich zeigt die geringste
Calprotectinkonzentration in der Referenzgruppe mit 197,5 pg/ml, gefolgt von der B. lactis-
supplementierten Stillgruppe mit 244,6 ug/ml. Die hoéchste durchschnittliche Konzentration
wiesen die Probanden der formulaernahrten Placebogruppe auf (446,5 pg/ml). Nach vier
Monaten zeigte sich ein Gruppenunterschied in den Calprotectinwerten, der jedoch
ausschlief3lich im Vergleich der B. lactis-supplementierten Formulagruppe mit der Referenz-
gruppe begrindet lag (472,5 pg/ml vs. 154,4 ug/ml). Alle anderen Gruppen waren nicht

voneinander verschieden.

Diese Ergebnisse sind im Hinblick auf aktuelle Untersuchungen nur bedingt zu Ubertragen. So
konnte die Arbeitsgruppe um Campeotto et al. im Jahr 2004 ebenfalls keinen Unterschied in
den Calprotectinkonzentrationen zwischen gestillten und formulaernahrten Kindern finden,
jedoch eine hohe Variation der untersuchten Proben feststellen [129]. Allerdings wurden die
Stuhlproben nur innerhalb der ersten Lebenswoche analysiert. Demgegenuber konnten Lee
et al. 2017 deutlich hdhere Calprotectinkonzentrationen im Alter von 0 - 6 Monaten bei
gestillten Kindern im Vergleich zu formulaernahrten Kindern (354,67 ug/g vs. 149,44 ug/g,
p < 0,001) analysieren [130]. Dabei ermittelten sie hohe Spannweiten der Daten, unabhangig
von der Art der Ernahrung (11,5 pg/g — 1330,6 pg/g). Die Autoren schlussfolgerten daraus,
dass die erhdhten Calprotectinlevel in den ersten Lebenswochen mdglicherweise die
physiologische Reifung des Immunsystems reflektieren, welche bei den gestillten Kindern

hinsichtlich der muttermilchinduzierten Mukosaentwicklung verstarkt ablauft. Dies entspricht
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auch der Tatsache, dass unabhangig von der Ernahrungsform die Reifung des Darmsystems
an den mit der Zeit sinkenden Calprotectinspiegeln in dieser Untersuchung deutlich wird und
somit auch die Darmpermeabilitdt sowie die transepitheliale Migration von Neutrophilen als
Calprotectinquelle abnimmt. Da diese Permeabilitat bei gestillten Kindern schneller abnimmt,
waren eigentlich erhéhte Calprotectinkonzentrationen in den formulaernahrten Kindern zu
erwarten. Diese konnten in der vorliegenden Dissertation deskriptiv nach einem Monat
nachgewiesen werden, nicht jedoch in der Arbeit von Lee et al [130]. Es kommt somit
vermutlich zu einer sehr individuellen probandenspezifischen Balance zwischen der
Immunsystemreifung und der Permeabilitdtsabnahme der epithelialen Mukosazellen, die sich
in den groflen Spannweiten der Daten zeigen. Dabei ist jedoch anzumerken, dass die
Abgrenzung der formulaernahrten Kinder in der Veroffentlichung von Lee et al. darin bestand,
dass sie mindestens einen Monat vor der Rekrutierung ausschlief3lich mit Sduglingsnahrung
ernahrt wurden [130]. Dies kann in den ersten sechs Lebensmonaten demzufolge eine langere
Muttermilchernahrung implizieren und damit die Ergebnisse deutlich beeinflussen. Dennoch
sind die Fallzahlen mit 19 bis 39 pro Gruppe deutlich groRer und zeigen die limitierte
Bewertungsmaglichkeit bei geringeren Stichprobenumfangen wie in dieser Dissertation, aber

auch die Bedeutung einer genauen Definition der Ernahrungsform.

Auch Savino et al. konnten 2010 hdhere Calprotectinkonzentrationen bei gesunden,
ausschliefllich gestillten Sauglingen in den ersten 90 Lebenstagen feststellen im Vergleich zu
formulaerndhrten Kindern [131]. Sie schlussfolgern ebenfalls, dass dieser Effekt auf die
Migration von Granulozyten in das Darmlumen aufgrund der physiologischen Entwicklung des
darmassoziierten lymphatischen Gewebes kombiniert mit der muttermilchbeeinflussten
Mikrobiotaentwicklung zurtickzuflhren ist, wenngleich eine schnellere Reduktion der Darm-
permeabilitat bei Stillkindern nachgewiesen ist. Interessanterweise untersuchten sie auch den
Zusammenhang zwischen Stuhlfrequenz und Calprotectinkonzentration und fanden heraus,
dass zwar die Art der Erndhrung, nicht jedoch die haufigeren Stuhlausscheidungen gestillter

Kinder diese beeinflussen [131].

Die Wirkung einer B. lactis-Supplementation zeigt sich statistisch in dieser Dissertation nur bei
den formulaernahrten Kindern (FF-Pro), da der Unterschied zwischen dieser und der
Referenzgruppe an V5 signifikant ausféllt (p = 0,046). Da die Darmpermeabilitat wie bereits
beschrieben in den ersten Lebenswochen abnehmend ist, kann dieser Einfluss vermutlich auf
die immunférdernde Wirkung des Probiotikums B. lactis zurtuckgefuhrt werden. Calprotectin
besitzt sowohl bakterizide als auch fungizide Aktivitaten, daher kann auch ein gesundheits-
fordernder Effekt von erhéhten Konzentrationen fir das Darmsystem von gesunden Kindern
in den ersten Lebenswochen angenommen werden [128]. So konnte in der bereits

beschriebenen Studie von Holscher et al. eine ahnlich initiale Calprotectinkonzentrations-
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erhdhung bei Kindern ermittelt werden, die Uber zwei Wochen eine mit B. lactis angereicherte
Formula zu sich nahmen [111]. Dieser Effekt war nach sechswdchiger Formulaernahrung
jedoch nicht mehr statistisch nachweisbar. Auch der Vergleich zur Kontrollgruppe (Formula
ohne B. lactis) zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Probiotikgruppe [111].
Demgegenuber scheint die Einnahme von B. /lactis bei Frihgeborenen zu einer signifikanten
Reduktion der fakalen Calprotectinwerte zu fihren, die laut Mohan et al. méglicherweise auf
eine Abschwachung der inflammatorischen Antwort auf ernahrungsbedingte oder bakterielle

Antigene zurlckzuflhren ist [99].

Zusammenfassend lasst sich zu den Calprotectinspiegeln festhalten, dass aufgrund der
Studiendesigndiskrepanzen in den publizierten Daten sowie hinsichtlich der interindividuellen
Variationen der Calprotectinspiegel in den ersten Lebenswochen keine eindeutige Bewertung
vorgenommen werden kann. Die geringeren fakalen Konzentrationen lassen eine schnellere
Darmpermeabilitatsverringerung in den untersuchten Stillgruppen dieser Arbeit vermuten, die
Unterschiede in den Studiengruppen sind jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Eine leicht immun-
stimulierende Wirkung von B. lactis auf die formulaernahrten Probanden kann anhand des
Unterschiedes zur Referenzgruppe nach vier Lebensmonaten angenommen werden
(p = 0,046). Ein Effekt beztglich der Art der Entbindung konnte anhand der vergleichbaren

Werte der Placebo-Stillgruppe und der Referenzgruppe nicht analysiert werden.

Korrelationen zwischen den fakalen Immun- und Entziindungsparametern

Um die Zusammenhange der einzelnen fakalen Parameter untereinander festzustellen,

wurden Uber alle Probanden Korrelationsanalysen nach Spearman durchgefuhrt.

Dabei konnte eine negative Korrelation zwischen den a1-AT- und slgA-Konzentrationen
sowohl nach einem als auch nach vier Lebensmonaten ermittelt werden (r =-0.502 und
r=-0.485). Eine ahnliche Beziehung konnten Lisowska-Myjak und Pachecka 2007 an
gesunden, gestillten und vaginal geborenen Neugeborenen am vierten Lebenstag aufzeigen
[114]. Da diese Proben zu einem sehr frihen Zeitpunkt genommen wurden, entsprechen diese
den Autoren zufolge vermutlich der Ausscheidung des bereits intrauterin vorhandenen a1-AT.
Durch den gleichzeitigen Anstieg von sIgA in der Muttermilch entsteht daher eine positive
Korrelation, die moglicherweise nicht im kausalen Zusammenhang steht, sondern zwei
parallele Mechanismen, die a1-AT-Clearance nach der Geburt und die exogene slgA-Zufuhr
durch die Muttermilch, vereint [114]. Der Effekt nach einem bzw. vier Lebensmonaten zeigt
demzufolge vermutlich eher die Auspragung der Reifung des Immunsystems, da sich die
sekretorischen IgA-Konzentrationen erhéhen und parallel die a1-AT-Konzentrationen als Maf}
fur die Darmpermeabilitdt reduzieren. Weiterhin stehen letztere im Zusammenhang mit den

Calprotectinwerten, da diese sowohl an V3 als auch an V5 signifikant miteinander korrelieren
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(r=0.581 und r = 0.531). Dazu konnte in der bereits erwahnten Studie von Kukkonen et al.
eine positive Korrelation von fakalem sIgA mit beiden inflammatorischen Markern, a1-AT und
Calprotectin, bei sechs Monate alten Sauglingen, die vier probiotische Stamme einmal taglich
ab Geburt erhielten, nachgewiesen werden [122]. Da die verabreichten Probiotika einen
statistischen Trend zur slgA-Erhohung zeigten (p =0,085) und signifikant die a1-AT-
Konzentrationen erhéhten (p = 0,001), schlussfolgerten die Autoren, dass diese immuno-
logischen Veranderungen, zusammen mit der Tatsache, dass die héheren Calprotectinwerte
mit einem geringeren Risiko fur allergische Erkrankungen assoziiert waren, zu einer
subklinischen Inflammation fUhrten, die das Immunsystem und deren Reifung aktivierte [122].
Die Diskrepanzen zu der in dieser Dissertation ermittelten Korrelation bezlglich der a1-AT-
und slgA-Werte liegen vermutlich erstens in der Art der verabreichten Probiotika begrindet
und zweitens darin, dass in der Arbeit von Kukkonen et al. keine Trennung nach
Geburtsmodus sowie Erndhrungsform erfolgte. Diese beiden Faktoren spielen jedoch eine
entscheidende Rolle im Hinblick auf die Mikrobiotaentwicklung in Sauglingen und der damit

verbundenen Immunsystemreifung [29, 45, 71].

Bezlglich der hoch signifikant negativen Korrelation zwischen pH-Wert und slgA-
Konzentrationen in den Fazes der Probanden lassen sich deutliche Hinweise auf die
Besiedlung mit den natlrlich erworbenen (Referenzgruppe) als auch mit den supplementierten
Bifidobakterien (B. lactis-Still und —Formulagruppe) finden. So konnten Mohan et al. in ihrer
Arbeit zur B. lactis-Supplementation von Fruhgeborenen signifikant hohere Anzahlen von
Bifidobakterien, hdhere Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren, reduzierte pH-Werte
sowie hdhere slgA-Konzentrationen in den Fazes der Probiotikgruppe verglichen mit der
Placebogruppe finden, wobei die Bifidobakterienanzahlen signifikant mit den Konzentrationen
der kurzkettigen Fettsauren korrelierten und einen statistischen Trend hinsichtlich einer
positiven Korrelation mit den slgA-Werten zeigten [99, 132]. Diese Arbeiten beweisen daher
einen Zusammenhang zwischen Kolonisation von Bifidobakterien im Sauglingsdarm und den
Stoffwechselprodukten dieser sowie den daraus resultierenden veranderten fakalen
Parametern. Geringere pH-Werte weisen somit auf eine erhdhte Bildung von kurzkettigen
Fettsduren durch die Bifidobakterien hin, die zur Ansauerung des Darmlumens fihren. Dies
wird besonders bei den gestillten B. lactis-supplementierten Probanden deutlich, da diese als
einzige Gruppe eine deutliche pH-Wertreduktion zeigten, sowie die héchste durchschnittliche

slgA-Konzentration nach vier Lebensmonaten aufwiesen.

Eine Limitierung der in dieser Arbeit analysierten Ergebnisse liegt in der Qualitat der
Sammlung begrindet, da diese durch die Eltern erfolgte und der Stuhl jeweils direkt aus der
Windel entnommen wurde. Dadurch ist eine natirliche Konzentrierung durch die absorbierte

Flussigkeit nicht zu verhindern. Auch eine Vermischung mit Urin kann durch diese Art der
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Sammlung nicht ausgeschlossen werden. Da diese Confoundingfaktoren jedoch in jeder
Gruppe bestehen, ist eine starke Beeinflussung der Ergebnisse dadurch nicht zu erwarten.
Dennoch ist eine Beurteilung bei nicht standardisierten Entnahmen von menschlichen Proben
immer nur eingeschrankt maglich, da auch Tageszeit, Menge und Beachtung der Lagerungs-
vorschriften die Qualitdt der Ergebnisse beeinflussen. Diese konnten den Eltern nur als
Hinweise mitgegeben werden, eine Kontrolle innerhalb des Haushaltes bezlglich deren

Umsetzung war nicht moglich.

Einfluss von B. lactis auf die Erkrankungsinzidenz

Zur Auswertung der Erkrankungsinzidenzen wurden die von den Eltern angegebenen Daten
in den Tageblichern ausgewertet. Dabei erfolgte eine Einteilung von spezifischen Symptomen
bzw. Infekten in Kategorien, um eine Auswertung systematisch vorzunehmen. So wurden
Erkrankungen des respiratorischen Traktes zusammengefasst, sowie Koliken bzw. Blahungen
nur dann ausgewertet, wenn diese medikamentds behandelt wurden, da vor allem in diesem
Bereich der Symptomatik die subjektive Wahrnehmung der Eltern eine grof3e Rolle spielt. Auch
Hauterkrankungen im Windelbereich wurden aufgrund der vielfaltigen Auspragungsformen
kategorisch zusammengefasst. Die Inzidenzen fur Fieber und Durchfallerkrankungen waren in
den Studiengruppen aufgrund der StichprobengréfRe und des Beobachtungszeitraumes von

vier Lebensmonaten zu gering, um diese auszuwerten.

Hinsichtlich der ausgewerteten Inzidenzen der Augeninfektionen konnten keine
Gruppenunterschiede festgestellt werden, sodass ein Einfluss der Erndhrung, des
Geburtsmodus oder einer Probiotiksupplementation mit B. /actis nicht erkennbar ist. Allerdings

sind auch die Fallzahlen mit ein bis drei Infektionen pro Gruppe sehr gering.

Ahnlich sind die Hauterkrankungen im Windelbereich zu bewerten, da kein statistischer
Unterschied zwischen den Gruppen analysiert werden konnte. Dennoch fallt auf, dass kein
Proband der B. lactis-behandelten Gruppen (BF-Pro und FF-Pro) eine Symptomatik
dahingehend in den ersten vier Lebensmonaten entwickelte. Mdglicherweise ist dies auf einen
protektiven Effekt der veranderten durchschnittichen Immun- und Entziindungsmarker als
Resultat der milden subklinischen Inflammation zuriickzufiihren, die einen Schutz vor
Dermatiden im Windelbereich bot. So konnte in beiden Probiotikgruppen im direkten Vergleich
mit der korrespondierenden Placebogruppe Erhéhungen in den slgA-, a1-AT- und
Calprotectinwerten gezeigt werden. Die Unterschiede sind statistisch nicht signifikant, zeigen
aber in der Gesamtheit eine Tendenz zur Immunstimulierung. Darlber hinaus konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Hauterkrankungen im Windelbereich und den
gemessenen a1-AT-Werten an Visite 3 analysiert werden (r = 0.417). Dies impliziert, dass bei

sehr hohen Konzentrationen an a1-AT die Darmdurchlassigkeit erhdht ist und dadurch
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atopische Ekzeme maoglicherweise beglnstigt werden. Eine direkte kausale Beziehung kann

daraus allerdings nicht abgeleitet werden.

Bezuglich der respiratorischen Erkrankungsinzidenzen zeigt sich eine durchschnittlich 50%ige
Reduktion in der B. lactis-behandelten Stillgruppe im Vergleich zu allen anderen Probanden-
gruppen. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant, zeigt aber eine Tendenz zur
Verhinderung von respiratorischen Effekten in dieser Gruppe. Ursachlich daflir kénnte die
Verbesserung des Darmmilieus in dieser Gruppe sein, da es zu einer deutlichen Reduktion
des pH-Wertes nach vier Monaten kam und die sekretorischen Immunglobulin A-Werte in
dieser Gruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen erhéht blieben. Diese probiotischen
Wirkungsprinzipien von B. lactis stellen, zusammen mit der kompetitiven Hemmung um
Substrate und Bindungsstellen an der Mukosa, einen Schutz gegentiber der Besiedlung des
Gastrointestinaltraktes mit potentiellen Pathogenen dar [80, 81]. Einen signifikanten Effekt in
der Verhinderung von respiratorischen Infekten konnte 2011 die Arbeitsgruppe um Taipale
zeigen [95]. Dabei wurde finnischen S&uglingen im Alter von einem bis zum achtem
Lebensmonat einmal taglich 5:-10' cfu B. lactis oder ein Placebo verabreicht. Dabei kam es
zu einer 30%igen Reduktion (p = 0,014) von respiratorischen Erkrankungen in der Probiotik-
gruppe (n = 34) verglichen mit der Placebogruppe (n = 35). Es wurde zwar nicht nach
Geburtsmodus und Ernahrungsform unterschieden, jedoch lag die ausschlielliche Stilldauer
von 3,4 + 1,7 Monaten (Probiotik) und 3,8 + 1,9 Monaten (Placebo) im vergleichbaren Bereich
zu der in dieser Arbeit untersuchten Stillgruppen. Allerdings wurden in dieser Studie keine
klinischen Stuhimarker untersucht, dennoch wird die Bedeutung einer gréReren Stichprobe
sowie einer langeren Studiendauer in der Bewertung der Erkrankungsinzidenzen deutlich. Die
vergleichbare Stilldauer sowie der Effekt auf die Inzidenz von respiratorischen Erkrankungen
verdeutlicht die synergistische Wirkung von Muttermilcherndhrung und Bifidobakterien im

Hinblick auf die Immunantwort.

Anzumerken ist weiterhin, dass hinsichtlich der Schwere der Erkrankung sowie der
Risikofaktoren in den Gruppen dieser Arbeit nicht unterschieden wurde. So ist bei der
Inzidenzrate, also der Anzahl der Neuerkrankungen pro Zeitraum, ein wesentlicher Einfluss
das Vorhandensein von Geschwisterkindern im gleichen Haushalt, die aufgrund der héheren
Exposition zu Infektionskeimen in Kindertagesstatten oder Schulen, die Ansteckung der
Probanden sehr viel wahrscheinlicher macht als bei Einzelkindern und somit einen moglichen
Confounder in der Auswertung darstellt. Der Effekt bezogen auf die Einzelkinder in den
Gruppen ist deutlich unterschiedlich, da sich flr die respiratorischen Neuerkrankungen in den
ersten vier Lebensmonaten 75 % der FF-Pla-Gruppe verglichen mit 17 % in der FF-Pro-
Gruppe ergaben. In den Stillgruppen zeigte sich, dass von den Neuerkrankungen in der BF-

Pla-Gruppe 50 % ohne den Einfluss von Geschwisterkindern auftraten verglichen mit nur rund
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32 % in der BF-Pro-Gruppe. Die geringste Inzidenzrate von nur 14 % aller Erkrankungen
bezogen auf den Einfluss von Geschwisterkindern zeigte sich in der Referenzgruppe, d.h. Gber
85 % der Infekte kdénnte aufgrund des hdheren Risikos des Vorhandenseins von
Geschwisterkindern im gleichen Haushalt begriindet liegen. Dies stellt dabei keinen kausalen
Zusammenhang dar, zeigt jedoch, dass selbst ohne groRere Risikofaktoren, die B. lactis-
supplementierten Gruppen (BF-Pro und FF-Pro) im Vergleich zu den jeweiligen Placebo-
Gruppen eine geringere Inzidenzrate an Infektionen aufweisen. Ein protektiver Einfluss einer
normalen Darmbesiedlung sowie einer B. lactis-Supplementierung bei fehlender Erst-
besiedlung mit Mikroorganismen der Mutter kann somit vermutet, jedoch aufgrund der
geringen Fallzahlen nicht nachgewiesen werden. Auffallend ist in diesem Zusammenhang
weiterhin der moderate Effekt zwischen dem Vorhandensein von mindestens einem
Geschwisterkind im gleichen Haushalt und den Calprotectinwerten (r= 0.328 (V3) und
r=0.357 (V5)). Dies zeigt zwar keine Kausalitat, stitzt jedoch die These der Immun-
stimulation, da durch eine groRere Anzahl von Familienmitgliedern die Exposition von Mikro-
organismen hoher ist und dadurch eine moglicherweise gréliere Bakteriendiversitat entsteht,

die zusatzlich eine synergistische Modulation des Immunsystems bewirkt.

Die Betrachtung der durchschnittlichen Erkrankungsdauer in den Gruppen zeigt, dass die
Referenzgruppe aufgrund der geringsten Dauer von durchschnittlich nur 3,7 Tagen vermutlich
nur leichtere Infekte bzw. eine schnellere Regenerationsfahigkeit besitzt. Demgegeniber zeigt
die B. lactis-behandelte Stillgruppe eine deutlich langere Krankheitsdauer von durchschnittlich
9,0 Tagen. Dabei muss jedoch erwahnt werden, dass es sich um sehr geringe Inzidenzen
handelt und eine deutlich schwerere respiratorische Erkrankung in dieser Gruppe auftrat. Auch
im Hinblick auf den exploratorischen Charakter dieser Studie und den geringen Stichproben-

umfang, lassen sich bezlglich der Erkrankungsdauer keine deutlichen Aussagen treffen.

Fur die Inzidenz der behandelten Blahungen und Koliken in den ersten vier Lebensmonaten
lied sich ein signifikanter Effekt hinsichtlich eines protektiven Einflusses von vaginal
geborenen, voll gestillten Kindern analysieren, da in dieser Gruppe kein einziger Fall
dokumentiert wurde. Daher ist der Unterschied zu beiden Placebogruppen (BF-Pla und FF-
Pla) signifikant (p < 0,001). Muttermilch und die Besiedlung mit nattrlichen Bakterien aus der
Vaginalflora der Mitter scheinen eine optimale Grundlage zu bilden, um einen Schutz vor

gastrointestinalen Beschwerden zu bilden.

Auffallig ist auBerdem, dass eine Probiotikbehandlung in beiden Ernahrungsgruppen zu einer
Reduzierung der Kolik- bzw. Blahungsinzidenzen flhrt. Dabei sind die Unterschiede nicht
signifikant, jedoch deskriptiv erkennbar. In den Stillgruppen sind 20 % weniger Probanden mit
B. lactis-Supplementation betroffen, in den Formulagruppen ist der Unterschied mit Gber 40 %

noch deutlicher. Die Bifidobakterien scheinen somit zu einer geringeren Auspragung der
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gastrointestinalen Beschwerden zu flihren, moglicherweise durch die Beeinflussung der
Balance zwischen Bifidobakterien und den weiteren kommensalen Bakterien sowie deren
Stoffwechselprodukten. Dementsprechend konnten auch Saavedra et al. 2004 zeigen, dass
eine Supplementation von B. lactis zusammen mit S. thermophilus in formulaernahrten
Kindern mit einer geringeren Frequenz von Koliken assoziiert ist [94]. Die Autoren vermuten
dahingehend, dass die Probiotikagabe die gastrointestinale Toleranz aufgrund der
veranderten Fermentationsfahigkeit und einer mdglichen geringeren Gasbildung verbessert.
Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2009 zeigt dazu weiterhin, dass Bifidobakterien, wie das
Bifidobacterium infantis, zu einer Abschwachung der gastrointestinalen Stérungen wie
abdominelle Schmerzen, Blahungen und/oder Stuhlgangsbeschwerden flihren kann, jedoch
die einheitliche Bewertung von Probiotika dazu aufgrund von inadaquaten Studiendesigns
nicht moglich ist [133].

Hinsichtlich der Dauer der Beschwerden zeigt sich im Gruppenvergleich, dass die gestillte
B. lactis-Gruppe nur durchschnittlich 30 Tage von behandlungsbeduirftigen Blahungen
betroffen ist, verglichen mit 70 bis 81 Tagen in den anderen Gruppen. Der protektive Effekt ist
somit deutlich erkennbar, da weniger Probanden betroffen sind, wenn nach einer Sektiogeburt
gestillt wird und zusétzliche probiotische Bifidobakterien gegeben werden, und diese auch im
Ergebnis eine rund 60 % verkurzte Beschwerdedauer haben. Dies verstarkt zusatzlich die
zusammenwirkenden klinischen Effekte von Muttermilcherndhrung und Bifidobakterien-

supplementation.

Insgesamt zeigt sich im Vergleich der Gruppen, dass in der B. lactis-supplementierten
Stillgruppe bei 50 % der Probanden, und damit am meisten im Gruppenvergleich, keinerlei
unerwinschte Ereignisse in den ersten vier Lebensmonaten dokumentiert wurden. Die
formulaernahrte Placebogruppe ist demgegenuber auffallig, da jeder Proband dieser Gruppe
in den ersten vier Lebensmonaten einen Infekt bzw. gastrointestinale Beschwerden erlebte.
Das Immunsystem scheint daher nach Sektiogeburt und Formulaernadhrung deutlich
beeintrachtigt zu sein. Dies wird durch den errechneten Zusammenhang zwischen der
Erkrankungsfreiheit in den ersten vier Lebensmonaten und den slgA-Spiegeln an V5
verdeutlicht (r = 0.424), dabei ist jedoch keine Kausalitat daraus abzuleiten. Dennoch zeigt es
die interessante Verbindung von Antikdrperkonzentrationen und geringerer Infektinzidenz, die

Uber alle Gruppen berechnet wurde.
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Zusammenfassende Darstellung der gruppenspezifischen Einflussfaktoren

Die Ergebnisse der Stuhlprobenanalysen sowie der dokumentierten Erkrankungsinzidenzen
zeigen deutliche Zusammenhange zwischen der Mikrobiotaentwicklung in den ersten
Lebenswochen bei per Kaiserschnitt geborenen Kindern sowie der Entwicklung des
Immunsystems. Dabei spielt die Ernahrung der Sauglinge eine essentielle Rolle. Durch den
Vergleich mit der rekrutierten Referenzgruppe aus vaginal geborenen, voll gestillten Kindern
lassen sich auRerdem Einfliisse hinsichtlich der Darmbesiedlung nach der Geburt bzw. der

Entbindungsart an sich darstellen und der natirlichste Ablauf als ,Goldstandard® ableiten.

Zur Ubersichtlichen Vergleichbarkeit der Gruppen untereinander hinsichtlich der Stuhlproben-
parameter und der Erkrankungsinzidenzen sind die Ergebnisse schematisch zusammen-
gefasst in Tabelle 4.1 dargestellt. Dabei beziehen sich die Pfeile auf den Vergleich der
Mittelwerte (pH-Wert) bzw. Mediane (slgA, a1-AT, Calprotectin) zur Referenzgruppe an
Visite 5.

Tab. 4.1: Schematischer Vergleich der Parameterveranderungen bezogen auf die Ergebnisse der
Referenzgruppe nach vier Lebensmonaten

BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla

pH-Wert 1 M M
sigA l l
al-AT ™ ™

Calprotectin TT

Respiratorische

Erkrankungen

Kolik/Blahungen 1 () ) ()

unerwinschte T

Die Pfeile stellen die deskriptiven Parameterveranderungen hinsichtlich einer Reduktion (}) bzw. eines Anstieges
(1) im Vergleich zur Referenzgruppe dar, bei doppelter Pfeilsymbolik ({J oder 11) ist der Unterschied zur
Referenzgruppe signifikant. «» kein Unterschied zur Referenzgruppe

= positive Veranderung, rot = negative Veranderung, schwarz = keine Interpretation mdglich

Ereignisse

Die zusammengefasste Ergebnisubersicht der analysierten fakalen Parameter und der
Erkrankungsinzidenzen zeigt die unterschiedlichen Einflisse von Geburtsmodus,
Ernahrungsform und Probiotiksupplementation der Probanden. So wird bezliglich einer Geburt

per Kaiserschnitt deutlich, dass gestillte Kinder in den ersten vier Lebensmonaten einen leicht
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hoheren pH-Wert aufweisen, als vaginal geborene Sauglinge. Dieser Unterschied zwischen
Referenzgruppe (REF) und der Placebo-Stillgruppe (BF-Pla), die sich allein durch die Art der
Entbindung unterscheiden, ist auf Ebene der fadkalen Parameter jedoch der einzige und
statistisch nicht signifikant. Auf klinischer Ebene hingegen sind diese Probanden signifikant
haufiger von Blahungen bzw. Koliken betroffen, was auf die veranderte initiale
Darmbesiedlung hinweist, die in den ersten vier Lebensmonaten auch durch die Muttermilch-
ernahrung nicht neutralisiert werden kann. Diese Beobachtung konnte dabei auch durch die
peripartale prophylaktische Antibiotikagabe nach Sektio beeinflusst sein, da aufgrund des
operativen Eingriffes eine standardisierte Antibiose zur Verhinderung von maternalen
Infektionen eine Standardprozedur in der Geburtshilfe darstellt [134]. Uber die Muttermilch der
ersten Tage gelangt das verabreichte Antibiotikum dann in den kindlichen Organismus und

kann die Darmbesiedlung zusatzlich beeintrachtigen.

Eine Probiotikbehandlung mit B. /actis bewirkt bei gestillten Kindern (BF-Pro) eine deutliche
Reduzierung des pH-Wertes Uber die Zeit, sodass dieser sich von der Referenzgruppe nicht
mehr unterscheidet. Aufierdem sind die sekretorischen Immunglobulin A-Konzentrationen im
Vergleich zur Referenzgruppe erhoht, was auf eine Induktion der B-Zell-Differenzierung zur
IgA-Bildung hinweist und somit den Immunstatus der Probanden bezuglich der Pathogen-
abwehr begunstigt. Dies korrespondiert mit der Beobachtung, dass die B. lactis-
supplementierten Stillkinder deutlich weniger von respiratorischen Infekten betroffen sind und
insgesamt den grof3ten Anteil der Kinder beinhalten, fur die keinerlei unerwinschte Ereignisse
in den ersten vier Lebensmonaten dokumentiert wurden. Die Unterschiede sind beziglich der
Referenzgruppe jedoch nicht statistisch signifikant, zeigen aber eine insgesamt positive
Beeinflussung des Immunsystems. Der Schutz vor Atemwegserkrankungen kann dabei auch
in der durch die zusatzlich verfigbaren Bifidobakterien veranderten Mikrobiota begrindet
liegen. Als Teil des menschlichen mukosalen Immunsystems, welches unter anderem auch
den respiratorischen Trakt beinhaltet, kbnnen Immunstimulationen des darmassoziierten
lymphatischen Gewebes auch die Immunreaktion anderer mukosaler Oberflachen

beeinflussen [30].

Grundlegend konnte aul’erdem anhand der Referenzgruppe gezeigt werden, dass vaginal
geborene, voll gestillte Kinder die grofite Fakalparameterdynamik aufweisen und demzufolge
eine Vielzahl von immunologischen Prozessen in den ersten vier Lebensmonaten durchlaufen.
So ist der Verlauf von drei der vier untersuchten Marker zwischen V3 und V5 entweder
statistisch signifikant oder weisen einen statistischen Trend auf (slgA: p = 0,018, a1-AT:
p =0,043*, pH: p=0,091). Diese Ergebnisse heben die Wichtigkeit der verbundenen
Stichproben zur Interpretation der Parameterverlaufe im Untersuchungszeitraum in dieser

Arbeit hervor.
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Formulaernahrte und per Kaiserschnitt geborene Kinder zeigen insgesamt im Vergleich zu
gestillten, vaginal geborenen Kindern starke Veranderungen auf laborchemischer (erhéhter
pH-Wert, reduzierte slgA-Konzentrationen und erhéhte a1-AT-Spiegel) und klinischer Ebene
(mehr Kinder mit behandelten Blahungen). Da diese Effekte in den Stillgruppen nicht so
deutlich ausgepragt sind, kann dies auf die Erndhrungsform bzw. das Fehlen der Muttermilch
zuruckgefuhrt werden. Die Bedeutung der Calprotectinerhdhung kann aufgrund der
divergenten Literaturlage nicht eindeutig interpretiert werden, koénnte aber auf eine

immunstimulierende Wirkung durch eine subklinische Inflammation zurtckzufuhren sein.

Um eine Einschatzung der Probiotikintervention in den Formulagruppen vorzunehmen, wurden
diese miteinander in Tabelle 4.2 schematisch verglichen, jedoch ausschliefllich im Bezug

zueinander:

Tab. 4.2: Schematischer Vergleich der Parameterveranderungen zwischen den Formulagruppen nach vier
Lebensmonaten

FF-Pro FF-Pla
pH-Wert
sIgA l
al-AT

Calprotectin T l

Respiratorische

Erkrankungen
Kolik/Blahungen 1
unerwunschte T
Ereignisse

Die Pfeile stellen die Parameterveranderungen hinsichtlich einer Reduktion (|) bzw. eines Anstieges (1) im
deskriptiven Vergleich untereinander dar. «» entspricht keinem Unterschied der Parameter untereinander.
= positive Veranderung, rot = negative Veranderung, schwarz = keine Interpretation mdglich

Wenngleich die Behandlung mit B. lactis den Effekt einer Muttermilchernahrung nicht
erreichen kann, zeigen sich in der naheren Betrachtung der Daten untereinander doch
interessante Unterschiede. So sind die durchschnittlichen slgA-Werte der B. lactis-
behandelten Gruppe nach vier Lebensmonaten héher und der Anteil der Kinder mit Blahungen
und/oder Koliken geringer, sowie der Probandenanteil mit unerwiinschten Ereignissen
niedriger. Diese Unterschiede sind nicht signifikant, weisen jedoch auf eine insgesamt positive,

immunstimulierende Wirkung der Bifidobakterien bei formulaernahrten Kindern hin.
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Das Zusammenspiel von Geburtsmodus, Erndhrung in den ersten vier Lebensmonaten und
der Einfluss einer Supplementation mit dem probiotischen Bakterium B. /actis konnte in dieser
Dissertation auch Auswirkungen auf die klinische Relevanz dieser synergistischen
Einflussfaktoren aufzeigen, wenngleich die Stichprobengrofle zur Determinierung von
signifikanten Effekten limitierend war, vor allem im Vergleich der entsprechenden
Erndhrungsgruppen untereinander. Dabei spielt auf klinischer Ebene die nicht vermeidbare
Subjektivitat der Eltern bezuglich der Dokumentation in den Tagbuchern und der Bewertung
der Symptome zuséatzlich eine entscheidende Rolle. Dennoch sind die Vorteile des
Studiendesigns fur diese Dissertation deutlich hervorzuheben im Vergleich zu bereits
publizierten Arbeiten. So stellen die definierten Ernahrungsgruppen (voll gestillt vs.
ausschliellich formulaernahrt), die friihzeitige Probiotiksupplementation innerhalb der ersten
drei Lebenstage nach Kaiserschnittgeburt, die Rekrutierung einer Referenzgruppe aus vaginal
geborenen, voll gestillten Kindern, sowie die Verbindung von Stuhlprobenparameteranalyse
und Erkrankungsinzidenzdokumentation eine wesentliche Grundlage zur Determination der
einzelnen Effekte dar. Vor allem die konkrete Trennung der Ernahrungsformen sowie der
Entbindungsarten sollten in der Thematik der Probiotikaforschung grofere Beachtung finden,

da dies die Ergebnisse entscheidend beeinflussen kann.

Weitere Interventionsmoglichkeiten zur Immunsystemstarkung von per

Kaiserschnitt geborenen Sauglingen

Die symbiotische Beziehung zwischen Mensch und Mikroorganismen steht im grundlegenden
Zusammenhang mit einer optimalen postnatalen Entwicklung und der Gesunderhaltung bis
uber die Kindheit hinaus. Dabei wurden uns von der Natur im Laufe der Evolution die besten
Startvoraussetzungen mitgegeben, um diesen Synergismus optimal zu entwickeln: eine
naturliche, vaginale Geburt und eine ausschlieBliche Erndhrung mit Muttermilch. Kinder,
denen ein oder beide Faktoren fehlen, besitzen eine veranderte Darmmikrobiota und damit
auch eine hoéhere Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung von immunologischen und

metabolischen Stérungen.

In aktuellen Reviews werden dabei die Moglichkeiten der Interventionen diskutiert, die diese
negativen Startbedingungen hinsichtlich einer Geburt per Kaiserschnitt potentiell
abschwachen koénnen [70, 135]. Dabei werden neben den in dieser Arbeit vorgestellten
Moglichkeiten des Stillens und der Probiotikasupplementation weitere, sowohl pranatale
Interventionen, wie beispielsweise die maternale Supplementation von mehrfach
ungesattigten Fettsduren oder Probiotika zur Verbesserung der Vaginal- und Rektalflora sowie
des Immunsystems, als auch postnatale Mechanismen, wie das ,Vaginal Seeding® diskutiert

(vgl. Abb. 4.2). Dabei wird bei letzterem vorher entnommenes Vaginalsekret der Mutter nach
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dem Kaiserschnitt Uber die Haut des Neugeborenen gewischt und somit der Kontakt zur
mutterlichen Vaginalflora bei einer Spontangeburt imitiert. In einer Pilotstudie konnten
Dominguez-Bello et al. 2016 zeigen, dass per Kaiserschnitt geborene Kinder auf diese Weise
mit Vaginalbakterien besiedelt werden konnten [136]. Allerdings sind evidenzbasierte
Aussagen daruber hinaus aufgrund fehlender Studien noch nicht mdglich. AuRerdem besteht
die Gefahr einer iatrogenen Infektion durch asymptomatisch enthaltene Pathogene in der

mutterlichen Vaginalflora.

Stoff-
| wechsel

|
Kaiserschnitt

"

| Interventionsstrategien ‘

4

Umwelteinflisss, S g :

i e e T Intervention inder i : 5 ; Stillen/Muttermilch-
Biodiversitat der s e LVaginalseeding™ Pro-/Pra-fSynbiotika i
Umgebung -

=Naturkontakt =*Ernghrung =Machtragliche *Probiotika: =Bakterienquellefur
sHaustierkontskt = Stressreduktion Ubertragung von Darmbesiediung und F3ugling
sAnzahl der sEinnahmevan Pra- ‘Wagina|sskret suf Haut Immunstimulstion *HMO [natiirliche
Geschwister/ oder Probictika und Mund des Kindes *Prabiotika: GOS/ FOS Prabiotika und
Familienmitglieder =P LUFA- direkt nach oder synthetische Pathogenhemmung)
=Hysienepraktiken Supplementation (=i HMO sAntimikrobielle
*Synbiotika: Faktoren [slzA,
Kombination sus Pro- Lysozym, etc.)
und Prabiotika =Hautkontaktals
indirekter Faktor
[Stressreduktion,
Oberflichenbakterien,
Bending)

Abb. 4.1: Schematische Darstellung von Interventionsstrategien zur Abschwéachung der Effekte einer
Entbindung per Kaiserschnitt (modifiziert nach [135])

Dargestellt sind die wesentlichen Ansatzpunkte zur praventiven oder therapeutischen Modulierung der
Mikrobiotaentwicklung. Eine Geburt per Kaiserschnitt beeinflusst im Wesentlichen die intestinale Darmbesiedlung
sowie das Immunsystem und den Metabolismus. Wichtige MalRnahmen sind dahingehend die vorbeugenden
Interventionen (Gesunderhaltung in der Schwangerschaft) sowie die nachgeburtlichen Faktoren wie Muttermilch-
erndhrung und bei Formulaernahrung die Supplementation mit Pra-/Probiotika.

PUFA - mehrfach ungesattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids), HMO - humane Milcholigosaccharide,
GOS/FOS - Galakto-/Fructooligosaccharide
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Ein nicht zu unterschatzender Faktor bleibt in der Biodiversitat der Umgebung bestehen. So
konnte bereits 1989 Strachan in der sogenannten ,Hygiene hypothesis® feststellen, dass die
abnehmende Familiengréfle und der hoéhere Hygienestandard aufgrund der reduzierten
Keimexposition mit einer steigenden Anzahl von immunologischen Erkrankungen einhergehen
[137]. Ein Kontakt mit mdglichst vielen nattrlichen Bakterien und der Verzicht auf Gbertriebene
Hygienepraktiken, wie der Ubermafligen Verwendung von Desinfektionsmitteln, sollten
demzufolge in den ersten Lebensjahren ermoglicht werden. Zusatzlich ist auch der pranatale
Gesundheitsstatus der werdenden Mutter essentiell fur die Grundlagenbildung einer moglichst
natlrlichen Darmmikrobiota beim Kind. So konnten in der Muttermilch allergischer Frauen
signifikant geringere Bifidobakterienanzahlen nachgewiesen werden im Vergleich zu nicht
allergischen Frauen [138]. Aulterdem verandert sich beispielsweise auch das Mikrobiom der
Muttermilch wahrend der Laktation [139]. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Muttermilch
ubergewichtiger Frauen eine geringere Bakteriendiversitat aufweist im Vergleich zur Milch von
normalgewichtigen Muttern. Aufierdem wurden auch Unterschiede zwischen Frauen
gefunden, die per Wunschkaiserschnitt entbunden wurden, nicht jedoch bei Frauen nach
Notkaiserschnitt, im Vergleich zu spontan gebarenden Frauen. Die Autoren schlussfolgerten
daraus, dass nicht nur die Operation an sich, sondern auch das Fehlen von physiologischen
Stress- und Hormonsignalen die mikrobielle Ubertragung in die Milch beeinflussen [139].
Analog dazu konnte in neuesten Untersuchungen gezeigt werden, dass der deutliche
Unterschied der mikrobiellen Besiedlung zwischen vaginal und per Sektio geborenen Kindern
nicht ausschlieRlich auf den Transfer von Vaginalbakterien der Mutter zurickzufihren ist,
sondern auch andere Faktoren, wie der Wehenprozess, einen mdglichen Einfluss auf die

kindliche Physiologie besitzt, die zur Entwicklung einer speziellen Mikrobiota fuhrt [140].

Die Komplexitdt der Mikrobiotaentwicklung und der Immunsystemreifung ist somit
zusammenfassend nicht auf einzelne Prozesse zu beschranken, jedoch sind der
Entbindungsmodus und die Ernahrungsform zentrale Faktoren fir die optimale Entwicklung
von Sauglingen und Kindern. Die Bedeutung einer physiologischen Zusammensetzung der
intestinalen Bakterien macht deutlich, dass mikrobiotabasierte Interventionen pra- sowie
postnatal effektive Moglichkeiten zur Verbesserung der kindlichen Gesundheit bieten, wenn
eine Sektiogeburt erfolgt und/oder keine Erndhrung mit Muttermilch gegeben ist [70]. Dabei ist
die Entwicklung von gut geplanten und kontrolliert durchgeflihrten Studien essentiell, um
eindeutige zuklinftige Empfehlungen aussprechen zu kénnen. Zusatzlich sollten insgesamt
mehr Bemuhungen im Gesundheitssystem unternommen werden, um das klinische Outcome
der zuklnftigen Generationen zu verbessern. Dazu zahlen sowohl die Senkung der
Kaiserschnittraten bei konstanter Sicherheit flir Mutter und Kind, als auch die Verbesserung
der Unterstitzung fir stillende Mutter, vor allem in den ersten Stunden und Tagen nach

Sektioentbindung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Mittels Kaiserschnittentbindung werden in Deutschland derzeit rund 30 % der Kinder zur Welt
gebracht. Dabei stellt diese operative Entbindungsmethode einen wesentlichen Einfluss fur die
postnatale Gastrointestinalbesiedlung sowie die immunologische Entwicklung der Sauglinge
dar und ist mit kurz- und langfristigen Risiken verbunden. Eine mdgliche Interventionsstrategie

nach Sektio stellt die Supplementation von Probiotika dar.

In der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss des probiotischen Bakteriums
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. lactis) auf fakale Immun- und Entziindungsmarker
sowie auf die Erkrankungsinzidenz von gesunden, reifen, per Kaiserschnitt geborenen
Sauglingen in den ersten vier Lebensmonaten untersucht, die entweder gestillt oder mit einer
Formulanahrung ernahrt wurden. Als Referenz diente eine Gruppe aus vaginal geborenen, voll

gestillten Kindern.

Bezuglich der Analyse der Wachstumsparameter und der Nahrungsvertraglichkeit ergaben
sich keine Unterschiede in den entsprechenden Ernahrungsgruppen, sodass eine Behandlung
mit B. lactis sowohl bei gestillten als auch bei formulaernahrten Sauglingen als sicher bewertet

werden kann.

Eine B. lactis-Supplementation bei gestillten Kindern flihrte zu einer deutlichen Reduktion des
pH-Wertes, der denen von vaginal geborenen, gestillten Sauglingen entspricht. Gleichzeitig
zeigte sich eine knapp 50%ige Erhdhung der sekretorischen Immunglobulin A-Konzen-
trationen im Vergleich zur Placebo-Stillgruppe sowie zur Referenzgruppe. Der Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Ein Anstieg der Alpha-1-Antitrypsin-Konzentrationen konnte in der
B. lactis-Stillgruppe analog zur Referenzgruppe analysiert werden, nicht jedoch in der
Placebo-Stillgruppe. Aufgrund der ermittelten Unterschiede zwischen den Stillgruppen zeigt
sich eine immunstimulierende Wirkung von B. lactis, die hinsichtlich des synergistischen
Effekts durch die Muttermilcherndhrung verstarkt wird und somit auch zu einer rund 20%igen
Reduktion von Atemwegserkrankungen, sowie einer geringeren Anzahl von unerwunschten
Ereignissen in den ersten vier Lebensmonaten fuhrt, wenngleich aufgrund der limitierten

Probandenzahlen diese Ergebnisse nur auf deskriptiver Ebene deutlich wurden.

Bezlglich der formulaernahrten Gruppen liel} sich feststellen, dass sich im Vergleich zu den
gestillten Probanden deutlich erhdhte pH-Werte, niedrigere slgA-Konzentrationen sowie
héhere Alpha-1-Antitrypsin-Konzentrationen ergaben. Diese Unterschiede waren signifikant
und zeigen den bedeutenden Einfluss der Muttermilcherndhrung in der Immunsystem- und
Darmpermeabilitatsentwicklung, unabhangig von einer Probiotiksupplementation. Der Effekt

von B. lactis bei formulaernahrten Kindern untereinander zeigte eine Verdopplung der sIgA-
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Werte, einen Anstieg der Calprotectinkonzentrationen sowie auf klinischer Ebene eine
Reduktion von behandelten Blahungen bzw. Koliken innerhalb der ersten vier Lebensmonate.
Diese Unterschiede zeigten keine Signifikanz, jedoch eine Tendenz zur positiven
Beeinflussung der gastrointestinalen Besiedlung und einer daraus resultierenden
subklinischen Inflammation, die moglicherweise eine protektive Immunstimulierung zufolge
hatte.

Vaginal geborene, voll gestillte Kinder dienten in diesem exploratorischen Vergleich als
Goldstandard zu den untersuchten Studiengruppen und zeigten durchschnittlich die
niedrigsten pH-Werte und Calprotectinkonzentrationen sowie keinerlei Auftreten von
medikamentds behandelten Blahungen bzw. Koliken als eine der haufigsten Beschwerden von
Sauglingen in den ersten Lebensmonaten. Der ausschlielliche Unterschied des Geburts-
modus zeigte im Vergleich zur Placebo-Stillgruppe, dass ein Kaiserschnitt mit leicht erhéhten
pH-Werten sowie einer signifikant hdheren Wahrscheinlichkeit von behandlungsbediirftigen
Blahungen bzw. Koliken in Verbindung steht. Eine Probiotikeinnahme von B. lactis kann diese
Effekte bei gestillten Kindern neutralisieren sowie dariiber hinaus das immunologische Profil
anhand der fakalen Messparameter verbessern. Diese Fahigkeit der Bifidobakterien liefl3 sich
in abgeschwachter Form auch bei formulaernahrten Kindern nachweisen, jedoch bleibt der
Einfluss der Muttermilcherndhrung limitierend und kann durch eine probiotische Sauglings-

nahrung bei per Kaiserschnitt geborenen Sauglingen nicht imitiert werden.

Diese Dissertation bietet eine umfassende Analyse des Einflusses von B. /actis auf fakale und
klinische Parameter bei gestillten sowie formulaernahrten Kindern in den ersten vier
Lebensmonaten nach Kaiserschnittgeburt. Der Vergleich zu vaginal geborenen, voll gestillten
Kindern zeigt dartber hinaus den Effekt des Geburtsmodus an sich, jedoch sind die
Ergebnisse hinsichtlich der begrenzten Probandenzahlen als exploratorisch zu bewerten und
mussen in groReren Studien bestatigt werden. Dabei liegt die Bedeutung vor allem auf einer
klar definierten Unterteilung der Ernahrungsform. Des Weiteren scheint es sinnvoll, die fakalen
Untersuchungsparameter zu erweitern, so kdnnte die Analyse von Bakterienanzahlen weitere

interessante Forschungsergebnisse liefern.

Zur Gesunderhaltung der zuklnftigen Generationen gilt es jedoch letztendlich die Kaiser-
schnittraten bei konstanter Sicherheit fir Mutter und Kind gering zu halten sowie die
Bedeutung des Stillens in der Gesellschaft weiter zu unterstreichen und Mutter unmittelbar
postpartal diesbezuglich zu unterstitzen, da Muttermilch den groRten Schutzfaktor vor

immunologischen Dysbalancen und daraus resultierenden Erkrankungen darstellt.
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ANHANG

Zutatenliste Studiennahrung:
Milchzucker, pflanzliches Ol (Sonnenblumenél, Rapsdl) in veranderlichen Gewichtsanteilen,
hydroylsiertes Molkeneiweiss, pflanzliches Fett (Kokosfett, Palmfett) in veranderlichen
Gewichtsanteilen, Calciumorthophosphate,

Magnesiumchlorid, Kaliumhydroxid,

Kaliumchlorid, Fischdl, L-Arginin, Kaliumorthophosphate, Ol aus Mortierella alpina,
Natriumhydroxid, Vitaminmischung (Vitamin C, Niacin, Pantothensaure, Vitamin E, Bitamin B2
(Riboflavin), Vitamin A, Vitamin B1 (Thiamin), Vitamin B6, Folsaure, Vitamin K, Biotin, Vitamin
D, Vitamin B12), L-Histidin, Cholintartrat,

Citronensaure, Taurin, Inositol, Eisensulfat, Nukleotide (Cytidin-5-monophosphat, Uridin-5-

Natriumchlorid, L-Tyrosin, Saureregulator

monophosphat,  Adenosin-5-monophosphat, = Guanosin-5-monophosphat),  L-Carnitin,

Zinksulfat, Kupfersulfat, Mangansulfat, Kaliumjodid, Natriumselenat

Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) der Korpergewichte an V0, V1, V3 und
V5

Korpergewicht BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF

in kg (M = SD) n=10 n=13 n=9 n=9 n=38
VO 340+0,38 352+0,39 358+047 350+0,31 3,39+0,28
V1 3,19+0,35 3,34+0,38 3,37+047 3,36+0,33 3,18+0,25
V3 430+042 452+051 4152064 432+037 457+045
V5 6,90+1,15 6,72+0,75 6,61+0,75 6,42+0,71 6,45+0,52

Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) der Korperlangen an V0, V3 und V5

Kdrperlange in BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF
cm (M £ SD) n=10 n=13 n=9 n=9 n=8
VO 49,30+2,50 50,00+2,20 49,33+2,50 49,67+1,80 50,00+0,76
V3 54,00 £ 3,08 54,06 +2,42 53,06+254 54,17+2,221 55,38+ 1,60
V5 63,35+ 3,46 63,92+2,77 64,00+£2,61 63,83+1,87 62,19+272

Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) der Kopfumféange an V0, V3 und V5

Kopfumfang in BF-Pro BF-Pla FF-Pro FF-Pla REF

cm (M = SD) n=10 n=13 n=9 n=9 n=38
VO 35,55+1,38 35,38+0,98 3522+1,33 3511+1,19 35,56+ 1,12
V3 37,65+1,49 37,51+1,07 36,78+1,44 37,00+£1,00 37,56+ 1,05
V5 4165+1,81 4181+1,09 41,11+124 41,11+1,34 41,13+1,03
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