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1. Einleitung und Zielstellung

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass der Magen-Darm-Trakt des Feten steril ist.
Die bakterielle Besiedlung erfolgt unter der Geburt sowie in den ersten Stunden und
Tagen postnatal mit Keimen, die in erster Linie von der Mutter und aus der Umwelt
stammen (31, 50, 58).

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien veroffentlicht, die sich damit
auseinandersetzen, dass bereits wahrend der Schwangerschaft, das heifd3t schon vor der
Geburt eine bakterielle Kolonisation des Feten stattfinden kénnte (4, 22, 23). In den
Studien von Jiménez et al. wurde gezeigt, dass Darmbakterien der Mutter iiber die
Plazenta an den Feten weitergegeben werden. Enterokokken konnten sowohl im
Nabelschnurblut von Neugeborenen, die durch elektive Sectio caesarea geboren wurden,
nachgewiesen werden (22), als auch aus Mekonium von gesunden Neugeborenen
isoliert werden (23). Die Gruppe um Schultz (54) konnte probiotische Keime, welche die
Mutter in der Spatschwangerschaft aufgenommen hatte, aus Stuhlproben von
Neugeborenen isolieren, die durch Sectio caesarea geboren wurden.

Die mikrobiologische Besiedlung des Magen-Darm-Trakts Neugeborener unter und nach
der Geburt ist initial hauptsachlich vom Geburtsmodus und der Umwelt abhdngig
(14, 44, 51). Im weiteren Verlauf spielt die Art der Erndhrung eine entscheidende Rolle.
Bei der Erndhrung mit Frauenmilch bildet sich im Darm der gestillten Sauglinge in den
ersten zwei Lebenswochen eine spezifische Flora aus, die sich zu iiber 95% aus
Bifidobakterien zusammensetzt, neben einer geringen Menge von Laktobazillen und
potentiell pathogenen Keimen (2, 17, 26, 57, 65).

Erstmals wurde 1905 durch Tissier beschrieben, dass Frauenmilch die Entstehung einer
von Bifidobakterien dominierten Darmflora begiinstigt (61).

Beim nicht mit Frauenmilch erndhrten Saugling hingegen, entsteht eine mannigfaltige
Darmflora, die neben Bifidobakterien und Laktobazillen zu einem Grofdteil auch
Enterobakterien, Enterokokken, Bacteroides und Clostridium difficile enthalt

(13, 18, 29, 44, 57).

Die Erstbeschreibung der Bifidobakterien geht auf Tissier im Jahre 1900 (60) zurtick.
In den folgenden Jahren und Jahrzehnten wurde versucht, diese Bakterienspezies

eingehend zu untersuchen. Bis Mitte der 60er Jahre wurden Bifidobakterien als Spezies



Lactobacillus bifidus im Genus Lactobacillus gefiihrt (8, 46). Im Verlauf wurde die
Zugehorigkeit zu dieser Gattung jedoch angezweifelt (8) und die Bifidobakterien
wurden als eigene Spezies unter dem Stamm der Actinobacteria eingeordnet (24, 55).
Bifidobakterien sind anaerobe, grampositive, nicht sporenbildende Stibchenbakterien,
deren typischer Lebensraum der menschliche und tierische Magen-Darm-Trakt ist.
Durch die Bildung von Milch- und Essigsdaure aus Laktose beeinflussen sie den pH-Wert
des Chymus und unterdriicken auf diese Weise das Wachstum und die Proliferation
pathogener Bakterien im Darm (10, 19, 28, 42, 63).

Derzeit werden laut der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) 40 Arten von Bifidobakterien unterschieden. Beim Menschen konnten
Bifidobakterien hauptsachlich aus dem Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt sowie aus
der Mundhohle isoliert werden (6, 53). Weiterhin wird ein Vorkommen von
Bifidobakterien im Intestinaltrakt warmbliitiger Tiere und von Honigbienen
beschrieben. Auch aus Abwasser, fermentierter Milch und bei anaerobischer Garung

konnten einzelne Arten von Bifidobakterien isoliert werden (6, 24, 28).

Der Nachweis von Bifidobakterien aus dem Stuhl von Sduglingen, die ausschliefilich
durch Frauenmilch erndhrt werden, gelang in den letzten Jahren problemlos mittels
kultureller Analysemethoden und im Verlauf auch mittels kulturunabhangiger
molekularbiologischer Methoden. Bei gestillten Sduglingen konnten vor allem
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve und
Bifidobacterium bifidum isoliert werden (5, 32, 37).

Im Klinischen Worterbuch Pschyrembel (258. Auflage) aus dem Jahr 1998 war
nachzulesen, dass Bifidobakterien neben oben genannten Quellen auch in Frauenmilch
vorhanden sind. Jedoch konnten in der vorhandenen Fachliteratur und den
Veroffentlichungen im Jahre 2006, in Vorbereitung auf die vorliegende Studie, nur
wenige Nachweise iliber das Vorhandensein von Bifidobakterien in Frauenmilch
gefunden werden.

Frauenmilch ist in den letzten Jahren und Jahrzehnten eingehend untersucht worden.

Es wurden die Bestandteile der Frauenmilch analysiert sowie Ursachen fiir ihre
immunologischen und infektionspraventiven Eigenschaften beschrieben
(1, 10, 20, 21, 30, 49). Weiterhin konzentrierte sich die Forschung auf Bakterien und

Viren, die durch das Stillen auf den Sdugling iibertragen werden kénnen.



Ein grofdes Augenmerk wurde auch auf Wachstumsfaktoren in der Frauenmilch gelegt,
die das Entstehen der Bifidusflora unterstiitzen (5, 18, 29).

In Frauenmilch wurde dazu seit 1957 ein Bifidusfaktor vermutet, der das Wachstum von
Bifidobakterien im Darm der gestillten Sauglinge begiinstigt (9). Ganzlich geklart ist
diese Frage bis heute noch nicht. Die Ergebnisse neuerer Studien deuten darauf hin, dass
die Oliogosaccharide der Frauenmilch méglicherweise den Bifidusfaktor darstellen, der
fir die Zunahme des Bestandes an Bifidobakterien im Darm gestillter Sauglinge
verantwortlich ist (26, 27).

Wenig im Fokus stand die mikrobiologische Zusammensetzung der Frauenmilch. Im
Laufe der letzten Jahre, parallel zu den durchgefiihrten Untersuchungen der hier
vorliegenden Studie, wurden die ersten Arbeiten veroffentlicht, die Bifidobakterien in

Frauenmilch nachweisen konnten (2, 3, 11, 15, 16, 33, 37, 45, 57, 62).

Neben den gegliickten Nachweisen von Bifidobakterien und bifidobakterienspezifischer
DNA aus Frauenmilchproben entstand die Frage, wie die bakterielle DNA und die
Bifidobakterien selber in die Milch gelangen.

Eine Vermutung bestand darin, dass im Anschluss an die orale Besiedlung des Kindes
mit vaginalen Bakterien unter der Geburt, durch zeitnahes Anlegen des Neugeborenen
an die miitterliche Brust, diese Bakterien auf die Brustdriise iibertragen werden und im
Verlauf eine Quelle fiir den kindlichen Magen-Darm-Trakt darstellen.

Die Studie von Sinkiewicz und Nordstrom (56) beschrieb hierzu die Annahme, dass sich
die sterile Frauenmilch bei der Passage durch die Brustwarze mit Bakterien wie
Laktobazillen und Bifidobakterien anreichert und diese dann vom Saugling
aufgenommen werden. Fir eine Reihe an Bakterien, die den kindlichen Magen-Darm-
Trakt besiedeln, trifft die Aussage zu, dass die Keime der miitterlichen Haut tber die
Milchgange in die Brust und damit in die Frauenmilch gelangen (45, 64).

In anderen Untersuchungen konnte hingegen gezeigt werden, dass die Frauenmilch
selbst die Quelle fiir die Laktobazillen und Bifidobakterien darstellt, die den kindlichen
Magen-Darm-Trakt postnatal besiedeln (16, 34, 35, 36, 45). Martin et al. konnten 2003
zeigen (34), dass weder die Bakterien, die von der Hautoberfliche im Brustbereich
isoliert werden konnten, noch die Bakterien, die aus Vaginalabstrichen stillender Miitter
gewonnen wurden, den untersuchten Laktobazillen aus dem Stuhl der gestillten
Sauglinge ahnelten. Die gleiche Forschergruppe zeigte 2007 (36), durch die

Untersuchung von Frauenmilch und Stuhlproben, dass die Geburtsmethode eine



untergeordnete Rolle bei der Besiedlung des Magen-Darm-Trakts mit Laktobazillen bei
gestillten Kindern darstellt.

Obwohl diese Studien belegen, dass die Frauenmilch selbst die Quelle der Laktobazillen
und Bifidobakterien ist, die den kindlichen Magen-Darm-Trakt besiedeln, ist mit dem
heutigen Forschungsstand noch nicht hinreichend erklart, wie die Bifidobakterien in die
Frauenmilch gelangen.

Im Jahr 2007 wurde durch die Gruppe um Perez eine weitere Theorie zu dieser Frage
aufgestellt (45). Es wurde die Annahme formuliert, dass durch bakterielle Translokation
mittels mononukledrer Zellen des peripheren Blutes, Bakterien aus der Darmflora der
Mutter durch das miitterliche Kreislaufsystem in die Brustdriise transportiert werden.
Auf diese Weise konnten Bifidobakterien in die Frauenmilch gelangen. Es konnten in der
Untersuchung die gleichen rDNA Sequenzen von Bifidobakterien in Stuhlproben von
Mutter und Saugling sowie im miitterlichen Blut und in der Frauenmilch nachgewiesen
werden.

Um diese Theorie der Translokation empirisch auf breiter Basis zu belegen und die
Frage zu kliaren, wie die Bifidobakterien und deren bifidobakterienspezifische DNA in

die Frauenmilch gelangen, miissten weitere Studien folgen.

Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, Bifidobakterien mit Hilfe einer bisher nicht
eingesetzten molekularbiologischen Methode in Frauenmilchproben gesunder
Probandinnen nachzuweisen.

Wie im Vorfeld beschrieben, existierten im Jahre 2006, wahrend der Vorbereitung auf
die vorliegende Studie, nur wenige Veroffentlichungen iiber Nachweise von
Bifidobakterien aus Frauenmilchproben.

Parallel zu den hier vorgestellten Untersuchungen wurden mehrere Arbeiten von
internationalen Forschergruppen veroéffentlicht, die sich, wie oben beschrieben, mit der

gleichen Fragenstellung auseinandersetzten.

Im Rahmen von Vorstudien zur vorliegenden Untersuchung wurden verschiedene
Verfahren des Transports, der Verarbeitung, der kulturellen Analyse und der
molekularbiologischen Weiterverarbeitung getestet, um optimale Bedingungen fiir die

Frauenmilchproben der Hauptstudie zu definieren.



Fir die sich anschliefende Hauptstudie wurden Frauenmilchproben parallel aus der
unbehandelten Brust einer Seite und der vorher keimreduzierten Brust der Gegenseite
an drei verschiedenen Abnahmetagen gewonnen.

Ziel war es, auf diese Weise das Vorhandensein von Bifidobakterien zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Entbindung zu untersuchen. Weiterhin sollte getestet werden, ob
sich eine Keimreduktion vor der Abnahme auf den Nachweis der Bifidobakterien aus
den Milchproben auswirkt, da die Frage, wie die Bifidobakterien in die Frauenmilch

gelangen, nach wie vor nicht endgiiltig geklart ist.

Diese Dissertationsschrift ist ein Beitrag zum Nachweis von Bifidobakterien in

Frauenmilch unter Verwendung verschiedener methodischer Vorgehensweisen.

Das Einverstindnis der Ethikkommission der Landesidrztekammer Brandenburg zur

Durchfiithrung der Studie wurde im November 2006 eingeholt.

Die vorliegende Studie wurde vom Nestlé Nutrition Institute, Schweiz gesponsert.
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2. Material

Material Vorstudie

2. 1. Auswahlkriterien

Im Rahmen der Vorstudien erfolgte eine zufdllige Auswahl von gesunden Frauen als
Probandinnen fiir die Gewinnung der Frauenmilchproben, unabhingig vom Verlauf der
Schwangerschaft, der Art und dem Zeitpunkt der Entbindung oder einer

Medikamenteneinnahme.

2. 2. Gewinnung der Frauenmilchproben, Transport und Lagerung

Von Dezember 2006 bis August 2007 wurde bei insgesamt 24 Probandinnen je eine
Frauenmilchprobe abgenommen.

Es wurde kein fester Abnahmetermin fiir die Frauenmilchgewinnung im Rahmen der
Vorstudien definiert, die Abnahme erfolgte ab dem 3. Tag bis zum 91. Tag nach der
Entbindung, siehe Tabelle 1.

Dabei wurde von 19 Probandinnen vor dem 10. Tag postpartal Frauenmilch
abgenommen, frithestens am 3. Tag und spatestens am 7. Tag nach der Entbindung. Bei
5 Probandinnen erfolgte die Abnahme der Frauenmilch nach dem 10. Tag postpartal,

frithestens am 13. Tag und spatestens am 91. Tag nach der Entbindung.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Abnahmetage Frauenmilchproben Vorstudie

Abnahmetag postpartal Probandin Nummer Anzahl der Proben
3. Tag 4,22 2
4. Tag 2,8,11,12, 20, 21, 23 7
5.Tag 3,5,10,13 4
6. Tag 16,17,18, 19 4
7. Tag 9,24 2
13. Tag 6 1
21.Tag 1 1
24.Tag 7 1
32.Tag 15 1
91. Tag 14 1
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Eine weitere Ubersicht iiber alle Entnahmetage befindet sich im Anhang, siehe Tabelle 2.
Die Gewinnung der Frauenmilch erfolgte jeweils nur aus einer Brust einer jeden
Probandin ohne vorherige Reinigung der Brustwarze und des Warzenhofes. Die
Abnahme erfolgte unabhingig vom Zeitpunkt des letzten Stillens und die Vormilch
wurde nicht verworfen.

Bei der 1. Probandin wurde die Frauenmilch fiir die Probengewinnung per Hand
ausgestrichen. Im weiteren Verlauf erfolgte die Abnahme mit Hilfe einer vaporisierten
Hand-Brustpumpe der Firma MEDela (Deutschland; Darstellung siehe Anhang
Abbildung 1), wodurch sich die Gewinnung der Frauenmilch wesentlich

komplikationsloser gestaltete.

Im Rahmen der Vorstudien wurden insgesamt 18 Frauenmilchproben unmittelbar nach
dem Transport ins Labor kulturell untersucht.

Es wurden hierfiir verschiedene Transportbedingungen getestet, um die Umstande fir
die anaeroben Bifidobakterien bis zur Weiterverarbeitung zu optimieren.

Der Transport aller 18 kulturell untersuchten Milchproben erfolgte gekiihlt. 8 dieser
Frauenmilchproben wurden gekiihlt und unter anaeroben Bedingungen mittels eines
chemischen Anaerobiersystems (AnaeroGen™ Oxoid, UK) in einem Anaerobengefaf3
transportiert, bei 3 Milchproben erfolgte der Transport zusatzlich stark abgedunkelt.

Bei den Ubrigen 6 Frauenmilchproben der Vorstudien fand keine kulturelle Analyse
statt. Diese Milchproben wurden alle unter anaeroben Bedingungen im Anaerobengefaf3
transportiert, bei 3 Proben erfolgte zuséatzlich eine Kithlung wahrend des Transports.

Eine Ubersicht befindet sich im Anhang, siehe Tabelle 3.

Zum Austesten einer geeigneten Milchmenge wurden einige der 24 Frauenmilchproben
nach dem Transport ins Labor und vor der molekularbiologischen Weiterverarbeitung
in mehrere Portionen aufgeteilt.

11 Milchproben wurden nicht in kleinere Portionen aufgeteilt, die Weiterverarbeitung
erfolgte bei diesen Proben mit mindestens 4 ml bis maximal 15 ml Milch.

13 Frauenmilchproben wurden vor der Weiterverarbeitung in insgesamt 31 kleinere
Portionen geteilt, es wurde mit mindestens 1 ml bis maximal 15 ml Milch gearbeitet.
Zusammengefasst wurden bei 11 der 24 Frauenmilchproben Portionen > 5 ml

weiterverarbeitet. Bei insgesamt 13 der Frauenmilchproben erfolgte die
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Weiterverarbeitung von mindestens einer Portion, welche nicht gréfder als 5 ml war
(=5ml).

Die Probenaufbereitung und molekularbiologische Weiterverarbeitung erfolgte bei
insgesamt 17 Portionen bereits am Entnahmetag innerhalb von 2 Stunden nach der
Gewinnung der Frauenmilch. Insgesamt 25 Milchportionen wurden vor ihrer

Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Material Hauptstudie

2. 3. Auswahlkriterien

Als Probandinnen fiir die Gewinnung der Frauenmilchproben wurden gesunde Frauen
mit einer unauffilligen Anamnese, einem physiologischen Schwangerschaftsverlauf,
einer komplikationslosen vaginalen Entbindung sowie einem unauffilligen
Wochenbettverlauf ausgesucht.

Die Probandinnen sollten in den letzten 6 Monaten vor und unter der Geburt keine
Medikamente eingenommen haben, insbesondere keine Antibiotika, Steroide,
Immunsuppressiva oder Zytostatika. Ausgenommen waren die typischen pra-, sub- und

postpartalen Standardmedikationen.

2. 4. Gewinnung der Frauenmilchproben, Transport und Lagerung

Im Oktober und November 2007 wurden von 11 Probandinnen an jeweils
3 Abnahmetagen Frauenmilchproben gewonnen.

Die Termine fiir die Abnahme der Frauenmilchproben wurden wie folgt festgelegt:

1. Termin:  2.Tag (+ 2) postpartal, am 0. - 4. Tag nach der Entbindung,
2.Termin:  10. Tag (= 2) postpartal, am 8. - 12. Tag nach der Entbindung,
3.Termin:  18. Tag (= 2) postpartal, am 16. - 20. Tag nach der Entbindung.

An jedem dieser Abnahmetermine erfolgte eine Entnahme von Frauenmilch aus der
linken, unbehandelten Brust sowie aus der rechten, vorher mit sterilem Aqua

gereinigten Brust einer jeden Probandin.
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Die Gewinnung der Frauenmilchproben erfolgte insgesamt ab dem 2. Tag bis zum
19. Tag nach der Entbindung, siehe Tabelle 4. Dabei wurden in insgesamt 14 Fallen
Frauenmilchproben vor dem 10. Tag postpartal abgenommen, frithestens am 2. Tag und
spatestens am 9. Tag nach der Entbindung. Bei weiteren 19 Fillen wurden
Frauenmilchproben ab dem 10. Tag postpartal abgenommen, frithestens am 10. Tag und

spatestens am 19. Tag nach der Entbindung.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Abnahmetage Frauenmilchproben Hauptstudie

Termin Abnahmetag postpartal Probandin Nummer
1. 2. Tag 111

1. 3.Tag I, 1V, V, VI, VII, VIII, X, XI
1. 4. Tag I1, IX

2. 9. Tag V, VI, VII

2. 10. Tag VIIL, IX, X

2. 11. Tag I, IV

2. 12.Tag I, 11, XI

3. 17.Tag [, VI, VII, VIII, IX

3. 18. Tag V, X, XI

3. 19. Tag I1, 111, IV

Eine weitere Ubersicht iiber alle Abnahmedaten und die Nummerierungen der
Milchproben befindet sich im Anhang, siehe Tabellen 5, 6 und 7.

Die Frauenmilchgewinnung erfolgte unabhangig vom Zeitpunkt des letzten Stillens und
die Vormilch wurde nicht verworfen.

Entnommen wurden samtliche Frauenmilchproben mit Hilfe einer sterilisierten und
steril verpackten Hand-Brustpumpe der Firma MEDela unter Verwendung von sterilen
Einmalhandschuhen. Nach der Probenentnahme wurden die Milchproben umgehend in
sterile Reagenzrohren der Firma Sarstedt (Deutschland; Darstellung siehe Anhang
Abbildung 2) umgefiillt und bei -20 °C mittels eines transportablen Kiihlbehalters
abgedunkelt gelagert. Die Aufbewahrung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte ebenfalls

dunkel und bei -20 °C.

Von jeder Frauenmilchprobe wurden 2 ml wunter gleichen Bedingungen
molekularbiologisch weiterverarbeitet. Aufgrund von nur sehr wenig zur Verfiigung

stehender Milch bei der Probengewinnung konnten bei den Frauenmilchproben




14

I 2 links, II 2 rechts, VIII 2 rechts, X 1 links, X 1 rechts und X 3 links nur jeweils 1,5 ml
Milch weiterverwendet werden. Bei den Frauenmilchproben V 2 links und XI 1 rechts

stand jeweils nur 1 ml Milch zur weiteren Verarbeitung zur Verfiigung.
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3. Methoden

Methoden Vorstudie

3. 1. Kulturelle Analyse

Das Material von 18 Frauenmilchproben wurde innerhalb von 2 - 3 Stunden nach der
Abnahme unter der Sterilarbeitsbank im Labor zur kulturellen Analyse von
Bifidobakterien auf Kultur-Agarplatten aufgetragen. Verwendet (+) wurden der nicht-
selektive Columbia-Blutagar (bioMérieux Deutschland GmbH) und selektive
Kulturmedien wie BSM-Agar (Bifidus Selektive Medium Agar; Fluka, CH), MRS-Agar
(de Man, Rogosa and Sharp; Roth, Deutschland) oder Rogosa-Agar (Oxoid, UK), siehe
Tabelle 8.

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Kultur-Agarplatten

Frauenmilchprobe | Columbia B. Agar | BSM Agar MRS Agar Rogosa Agar
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Die Platten wurden jeweils 48 Stunden bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen mittels
eines chemischen Anaerobiersystems (AnaeroGen™ Oxoid, UK) inkubiert. Im Anschluss
wurden mittels Gramfarbung (12) und Begutachtung unter dem Mikroskop mdogliche

grampositive Stdabchenbakterien herausgefiltert. Die weitere Identifikation der
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Bakterienspezies erfolgte mit dem VITEK:® System (bioMérieux Deutschland GmbH)

gemaf$ den Angaben des Herstellers.

Als Positivkontrolle wurden unter gleichen Bedingungen Bifidobakterien der Stimme
Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ (ATCC- Global Bioresource Center™, USA) und
Bifidobacterium catenulatum ATCC- 27539™ (ATCC- Global Bioresource Center™, USA)
auf den Kultur-Agarplatten zur kulturellen Analyse aufgetragen. Dabei wurde
Bifidobacterium infantis auf allen 4 oben aufgefiihrten Agarplatten aufgetragen und
Bifidobacterium catenulatum auf dem Columbia-Blutagar, BSM-Agar und Rogosa-Agar.
Die Inkubation und die anschlief3ende Identifikation der Bakterienspezies erfolgten, wie

oben fiir die Frauenmilchproben beschrieben.

3. 2. DNA-Extraktion

Die Isolierung und Aufreinigung der DNA aus der Frauenmilch, als Grundlage fir
weitere molekularbiologische Untersuchungen, erfolgte im Rahmen der Vorstudien
versuchsweise bei einigen Proben mit der Phenol-Chloroform-Extraktion und bei
anderen mit Hilfe des FastDNA- SPIN Kit (Qbiogene, Inc., USA).

Die Phenol-Chloroform DNA-Extraktion wurde bei 12 Frauenmilchproben bzw.
14 einzelnen Portionen durchgefiihrt, davon bei 3 Portionen bereits am Entnahmetag
innerhalb von 2 Stunden nach der Abnahme und bei 11 Portionen nach einer Lagerung
bei -20° C iiber einige Tage.

Die DNA-Isolierung mittels FastDNA- SPIN Kit wurde bei 17 Frauenmilchproben bzw. 28
einzelnen Portionen angewendet, davon bei 14 Portionen am Entnahmetag und bei 14
Portionen nach einer Lagerung bei -20° C.

Bei insgesamt 5 Frauenmilchproben erfolgte die DNA-Extraktion bei den einzelnen
Portionen mit unterschiedlichen Methoden. Eine genaue Ubersicht iiber die jeweilige
Methode der DNA-Isolierung einer jeden Frauenmilchprobe im Rahmen der Vorstudien

befindet sich im Anhang, siehe Tabelle 3.
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3. 2. 1. DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform

In Vorbereitung fiir die Phenol-Chloroform DNA-Extraktion erfolgte eine Aufbereitung
der Frauenmilchproben (38, 59). Die jeweilige Portion, maximal 10 ml und minimal 5 ml
Frauenmilch, wurde mit der gleichen Menge von Denaturierungspuffer (10 mM Tris-
HCL, 1% SDS, 2% Triton X-100, 100 mM NacCl, pH 8) fiir 30 Minuten bei 4500 rpm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Anschluss bis auf 0,5 ml abdekantiert, das
Pellet resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfgefafi tiberfiihrt. Es folgte eine erneute
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde wieder
abdekantiert, eventuelle Milchfettreste wurden mit einem sterilen Tupfer entfernt und
es folgte eine Resuspendierung des Pellets mit 500 pl TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA,
pH 8). Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C
wurde der Uberstand verworfen und das gewonnene Pellet fiir die DNA-Extraktion

genutzt.

Zu Beginn der Extraktion wurde das Pellet einer jeden Probe mit 1 ml TN 150 (10 mM
Tris-HCL, 150 mM NaCl, pH 8) resuspendiert, es wurden sterile Glasperlen
(Durchmesser 0,1 mm) und 150 pl TE gepuffertes Phenol hinzugegeben. Diese Mischung
wurde tiiber 3 Minuten mittels Bead-Beater bei 5000 rpm homogenisiert und
anschliefdend fiir die weitere Verarbeitung auf Eis gelagert. Nach der Zugabe von 150 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) erfolgte eine Inkubation fiir 2 Minuten auf einem
Vortexer bei Raumtemperatur und anschliefdend die Zentrifugation fiir 5 Minuten bei
11000 x g und 4 °C. Die obere wassrige Phase wurde in ein Eppendorfgefafs tiberfiihrt
und erneut mit 150 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und 150 pl TE gepuffertem
Phenol versetzt. Nach Inkubation auf dem Vortexer fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur
und Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 11000 x g und 4 °C wurde die so gewonnene obere
wassrige Phase in ein neues Eppendorfgefafd iberfiihrt. Es wurden 300 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben, anschliefend wurde die Probe auf
dem Vortexer fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 5 Minuten bei
11000 x g und 4 °C zentrifugiert. 500 pl der oberen wassrigen Phase wurden in ein
neues Eppendorfgefafs tiberfithrt und 1000 pl 96% EtOH und 50 pl NaAC (3M NaAc)
hinzugegeben. Zur Ausfidllung der DNA wurde diese Mischung mindestens 20 Minuten
auf Eis gelagert und im Anschluss fiir 20 Minuten bei 11000 x g und 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl 70% eiskaltem EtOH
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vorsichtig gewaschen. Es folgte die Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 11000 x g und 4 °C,
der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei 37 °C luftgetrocknet. Zuletzt wurde

das gewonnene Pellet in 10 ul TE-Puffer resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

3. 2. 2. DNA-Extraktion mittels FastDNA- SPIN Kit

In Vorbereitung fiir die DNA-Extraktion mit dem FastDNA+: SPIN Kit wurden die
Frauenmilchproben im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die jeweilige Portion, maximal
15 ml und minimal 1 ml, wurde fiir 10 Minuten bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert, die
Milchfettschicht mit einem sterilen Tupfer abgetragen und der wissrige Uberstand
verworfen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 14000 x g und 4 °C wurde
der restliche Uberstand abdekantiert und das gewonnene Pellet fiir die DNA-Extraktion

verwendet.

Das Pellet wurde am Anfang der DNA-Isolierung in 200 pl bidestilliertem Wasser
aufgenommen und in die Lysing Matrix A-Tubes (Qbiogene, Inc., USA) gegeben. Es folgte
die Zugabe von 1 ml Cell Lysis Solution (CLS-TC, Qbiogene) und eine Homogenisierung
fir 40 Sekunden im FastPrep® Instrument (Qbiogene) auf Stufe 6.0. Die Tubes wurden
im Anschluss fiir 5 Minuten auf Eis gelagert, vor der erneuten Homogenisierung mittels
FastPrep® Instrument fiir 40 Sekunden auf Stufe 6.0. Nach einer anschliefenden
Inkubation bei Raumtemperatur tber 45 Minuten folgte die Zentrifugation fir
10 Minuten bei 14000 x g und Raumtemperatur. 700 pl des Uberstandes wurden in ein
Eppendorfgefafd pipettiert, mit 700 pl Binding Matrix (Qbiogene) durch Invertieren
vermischt und auf dem Vortexer fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einer Zentrifugation fiir 10 Sekunden bei 14000 x g und Raumtemperatur wurde der
Uberstand verworfen. Das gewonnene Pellet wurde vorsichtig mit 500 pl SEW-M
(Qbiogene) resuspendiert und in ein SPIN Module (SPIN Filter und Catch Tube,
Qbiogene) gegeben. Nach Zentrifugation fiir 1 Minute bei 14000 x g und
Raumtemperatur wurde der Durchfluss verworfen und erneut unter gleichen
Bedingungen 1 Minute zentrifugiert. Das Auffanggefafd wurde anschliefdend durch eine
Recovery-Tube (Qbiogene) ersetzt, die DNA oberhalb des SPIN Filters vorsichtig mit
100 ul DES (Qbiogene) eluiert und fiir 5 Minuten im Wasserbad bei 55 °C inkubiert.

Nach einer anschlieflenden Zentrifugation fiir 1 Minute bei 14000 x g und
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Raumtemperatur wurde der Durchfluss in ein neues Eppendorfgefafd umgefiillt und die

so gewonnene DNA bei -20 °C gelagert.

3. 3. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode um in vitro DNA-Abschnitte
gezielt zu vervielfdltigen. Ein PCR-Programm setzt sich aus einem
Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem Elongationsschritt zusammen
(43, 48). Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA bei 94 °C in ihre beiden
Einzelstrange aufgetrennt. Anschliefiend wird fiir einige Sekunden eine bestimmte
Temperatur gehalten (Annealing-Temperatur), die eine spezifische Anlagerung der
Oligonukleotidprimer an die DNA-Einzelstrange erlaubt. Danach wird die Temperatur
auf 72 °C angehoben, dem Temperaturoptimum der Taq-Polymerase. Dieses Enzym
verlangert den jeweiligen DNA-Strang mittels freier Nukleotide komplementdr zur
Matrize, wobei der Primer den Anfang des neuen Einzelstranges bildet (Elongation). Am
Ende des Zyklus liegen zwei identische Doppelstrange vor, welche in weiteren Zyklen
jeweils als Matrize dienen und somit eine exponentielle Vervielfialtigung der DNA

ermoglichen.

3. 3. 1. PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Die DNA aller Proben der Vorstudie wurde fiir eine PCR mit den
bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F (5" CTC CTG GAA ACG GGT GG) und
g-Bifid-R (5" GGT GTT CTT CCC GAT ATC TAC A) verwendet (39, 40, 41).

Durchgefiihrt wurden die Polymerase-Kettenreaktionen mit einem Taq DNA Polymerase
Kit von Invitrogen™ (Life Technologies Corporation, USA). Fiir je 1 pl DNA-Template
einer jeden Frauenmilchprobe wurde ein Reaktionsansatz aus 5 pl 10 x Taq Puffer (Tris-
HCL ohne Magnesiumchlorid, Invitrogen™), 0,8 pl dNTPs (12,5 mM), 3 ul
Magnesiumchlorid (50 mM), 1,25 upl g-Bifid-F (10 pmol/ pul), 1,25 pl g-Bifid-R
(10 pmol/ pl), 0,5 pl Tag-Polymerase (Invitrogen™) und 37,2 pl bidestilliertem Wasser
angesetzt. Als Negativkontrolle wurde bidestilliertes Wasser genutzt, als

Positivkontrolle DNA des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™,
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Fir die Durchfiihrung des PCR-Progammes wurde ein Thermozykler (Hybaid,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen genutzt: initiale Denaturierung bei 94 °C fir
5 Minuten, anschlieféend 40 Zyklen mit Denaturierung bei 94 °C fiir 20 Sekunden,
Annealing bei 55 °C fiir 20 Sekunden und Elongation bei 72 °C fiir 30 Sekunden, gefolgt
von einer abschliefdenden Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten und einer darauf folgenden

Lagerung der Proben bei 4 °C.

3. 3. 2. PCR mit den Primern Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r

Bei 12 Frauenmilchproben bzw. 18 einzelnen Portionen (siehe Tabelle 9 im Anhang)
wurde zusatzlich das DNA-Material in einer PCR mit den bifidobakterienspezifischen
Primern Bif 164-mod-f (5" GGG TGG TAA TAC CGG ATG) und Bif 662-GC-r (5" CGC CCG
CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG CCA CCG TTA CAC CGG GAA)
eingesetzt (48, 52).

Bei diesen 18 Milchportionen erfolgte die DNA-Extraktion mit dem FastDNA- SPIN Kit,
wie unter Punkt 3. 2. 2. beschrieben.

Es wurde das Taq DNA Polymerase Kit von Invitrogen™ (Life Technologies Corporation,
USA) verwendet. Der Reaktionsansatz fiir je 1 pl DNA-Template setzte sich wie folgt
zusammen: 5 pl 10 x Taq Puffer (Tris-HCL ohne Magnesiumchlorid, Invitrogen™), 1 pl
dNTPs (12,5 mM), 3 pl Magnesiumchlorid (50 mM), 1 pl Bif 164-mod-f (10 pmol/ pl),
1 pl Bif 662-GC-r (10 pmol/ ul), 0,5 pl Tag-Polymerase (Invitrogen™) und 37,5 pl
bidestilliertes Wasser. Als Negativkontrolle wurde bidestilliertes Wasser und als
Positivkontrolle DNA des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ eingesetzt.

Im Thermozykler (Hybaid, Deutschland) lief das PCR-Programm unter folgenden
Bedingungen: initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von 35 Zyklen mit
Denaturierung bei 94 °C fiir 30 Sekunden, Annealing bei 58 °C fiir 20 Sekunden und
Elongation bei 68 °C fiir 40 Sekunden. Am Ende erfolgte ein letztes Annealing bei 62 °C
fiir 20 Sekunden, gefolgt von einer abschliefenden Elongation bei 68 °C fiir 7 Minuten

und einer darauf folgenden Lagerung der Proben bei 4 °C.
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3. 3. 3. Verdiinnungsreihen

Zur moglichen Optimierung der PCR-Bedingungen wurden im Rahmen der Vorstudie
Verdiinnungsreihen des DNA-Materials der Frauenmilchproben 8, 11, 17 und 18
angefertigt, nach der DNA-Extraktion mittels FastDNA- SPIN Kit (siehe Punkt 3. 2. 2.).

Von der DNA dieser Milchproben wurde jeweils 1 pl einer 1:10 und einer 1:100
Verdiinnung mit bidestilliertem Wasser anstatt des urspriinglichen DNA-Templates in
einer PCR mit den bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R, wie

unter 3. 3. 1. beschrieben, eingesetzt.

3. 3. 4. Variation der Annealing-Temperatur

Zur Verbesserung der PCR-Bedingungen erfolgte ein Austesten der optimalen
Annealing-Temperatur fiir die Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R. Dazu wurde DNA der
Frauenmilchprobe 8 und des Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™ verwendet,
gewonnen durch die DNA-Extraktion mittels FastDNA® SPIN Kit (siehe Punkt 3. 2. 2.).
Dieses DNA-Material wurde auf der Grundlage der PCR-Reaktionsansitze, wie unter
3. 3. 1. beschrieben, in 6 verschiedenen PCR-Programmen eingesetzt.

Diese PCR-Programme unterschieden sich nur in der Hohe der Annealing-Temperaturen
voneinander, diese lagen bei 53,3 °C, 54 °C, 56 °C, 58,6 °C, 61,4 °C und 62,9 °C. Der

weitere Ablauf der PCR-Programme erfolgte wie unter Punkt 3. 3. 1. aufgezahlt.

3. 3. 5. Erh6hung der Annealing-Temperatur auf 58 °C

Im Anschluss an das Austesten einer optimalen Annealing-Temperatur fiir die
bifidobakterienspezifischen Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R wurde im Rahmen der
Vorstudie die DNA einiger Milchproben in einer weiteren PCR eingesetzt.

Gewahlt wurde fiir diese PCR eine Annealing-Temperatur von 58 °C.

Untersucht wurden insgesamt 12 Frauenmilchproben bzw. 18 einzelne Portionen (siehe
Tabelle 9 im Anhang), bei allen war die DNA-Extraktion mit dem FastDNA- SPIN Kit
durchgefiihrt worden, wie unter Punkt 3. 2. 2. beschrieben. Es wurde das Taq DNA
Polymerase Kit von Invitrogen™ (Life Technologies Corporation, USA) genutzt. Der
Reaktionsansatz fiir je 1 pl DNA-Template der Frauenmilchproben setzte sich

zusammen aus: 5 pl 10 x Taq Puffer (Tris-HCL ohne Magnesiumchlorid, Invitrogen™),



22

0,8 wl dNTPs (12,5 mM), 3 pl Magnesiumchlorid (50 mM), 1,25 pl g-Bifid-F
(10 pmol/ ul), 1,25 pl g-Bifid-R (10 pmol/ pl), 0,5 pl Tag-Polymerase (Invitrogen™) und
37,2 pl bidestilliertem Wasser. Bidestilliertes Wasser diente als Negativkontrolle und
DNA des Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ als Positivkontrolle.

Das PCR-Progamm im Thermozykler (Hybaid, Deutschland) erfolgte unter folgenden
Bedingungen: initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten, anschlieféend 40 Zyklen
mit Denaturierung bei 94 °C fiir 20 Sekunden, Annealing bei 58 °C fiir 20 Sekunden und
Elongation bei 72 °C fiir 30 Sekunden, anschlief3ende Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten
und Lagerung der Proben bei 4 °C.

3. 4. Zusatz von Bifidobacterium infantis ATCC:15702™ in Milchproben

Im Rahmen der Vorstudie wurden zu verschiedenen Zeitpunkten einzelnen Portionen
von insgesamt 5 Frauenmilchproben Bifidobakterien zugesetzt. Verwendet wurden
jeweils 0,2 ml des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes, das entsprach
einer Bakterienanzahl von 1,28 x 107.

Untersucht werden sollte auf diese Weise die Effektivitit der Transportbedingungen,
der kulturellen Analyse und der molekularbiologischen Untersuchungen beziiglich der
Bifidobakterien.

Je einer Portion der Frauenmilchproben 1 und 3 wurden nach dem Transport ins Labor
und unmittelbar vor der Phenol-Chloroform DNA-Extraktion Bifidobakterien zugesetzt,
die Weiterverarbeitung erfolgte analog zu den anderen Milchportionen.

Direkt im Anschluss an die Abnahme der Frauenmilchprobe 10 wurden einer Portion
Bifidobakterien zugesetzt. Der Transport beider Portionen und die Weiterverarbeitung
im Labor erfolgten unter denselben Bedingungen.

Die Frauenmilchproben 14 und 15 wurden nach ihrer Abnahme in 10 gleich grofie
Portionen geteilt. Jeweils 3 Portionen wurden ohne Zusatz von Bifidobakterien
weiterverarbeitet. 4 Portionen beider Frauenmilchproben wurden unmittelbar nach der
Abnahme Bifidobakterien zugesetzt, den librigen 3 Portionen erst nach dem Transport
ins Labor.

Eine genaue Ubersicht zur Weiterverarbeitung der einzelnen Portionen der
5 Frauenmilchproben befindet sich in Tabelle 10 im Anhang. Die DNA-Extraktion mittels
Phenol-Chloroform und FastDNA® SPIN Kit sowie die PCR mit den
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bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R erfolgte, wie in den
Abschnitten 3. 2. 1., 3. 2. 2. und 3. 3. 1. beschrieben.

3. 5. Verarbeitung von Kuhmilch

Zur Optimierung der Methode wurde pasteurisierte, homogenisierte Kuhmilch
verarbeitet. Es sollte untersucht werden, ob durch eine Lagerung bei -20 °C vor der
Weiterverarbeitung mittels FastDNA® SPIN Kit der Nachweis von PCR-Produkten
beeinflusst wird.

5 Portionen (A-E) a 8 ml Kuhmilch wurden jeweils 1,28 x 107 (0,2 ml) Bifidobakterien
des Stammes Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ zugesetzt.

Portion A und B wurden aufbereitet, wie in Punkt 3. 2. 1. fiir die Phenol-Chloroform
DNA-Extraktion beschrieben, und anschlieflend erfolgte die DNA-Extraktion mittels
FastDNA- SPIN Kit (siehe 3. 2. 2.), bei der Portion A am selben Tag und bei Portion B
nach einer Lagerung bei -20 °C.

Die Portion C wurde nach dem Zusatz der Bifidobakterien am selben Tag
weiterverarbeitet, wie unter Punkt 3. 2. 2. dargestellt. Portion D wurde vor der
Weiterverarbeitung, wie in 3. 2. 2. geschildert, bei -20 ° C fiir einige Tage gelagert. Die
Portion E wurde nach der Bifidobakterienzugabe aufbereitet, wie in 3. 2. 2. beschrieben,
das gewonnene Pellet jedoch erst iiber einige Tage bei -20 °C gelagert, bevor die
endgiiltige DNA-Extraktion mittels FastDNA- SPIN Kit folgte.

Die PCR erfolgte bei allen Proben, wie unter Punkt 3. 3. 1. geschildert.

3. 6. Agarose-Gelelektrophorese

Die Effektivitat aller DNA-Extraktionen und Polymerase-Kettenreaktionen wurde
jeweils im Anschluss mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift (48). Es wurden
hierzu 1,2%-ige Agarose-Gele mit TAE-Puffer (Tris 40 mM, Eisessig 20 mM, EDTA
100 mM, pH 8) hergestellt und die Proben im Verhaltnis 4:1 mit Probenpuffer
(Bromphenolblau 0,1%, EDTA 0,1 M, Tris-HCL 0,01 M und Glycerol 50% in
bidestilliertem Wasser) vermischt aufgetragen. Als Grofdenmarker diente der Low DNA
Mass Ladder von Invitrogen™ (Life Technologies Corporation, USA). Die Elektrophorese

wurde bei 85 Volt iiber 60 Minuten durchgefiihrt. Anschliefdend erfolgte eine Anfarbung
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des Gels in Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml) tiber 1 Stunde, hinterher konnten die PCR-
Produkte mittels UV-Licht visualisiert werden. Das erwartete Amplifikat lag bei einer

Grofde von 563 Basenpaaren.

3. 7. Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Klonierung ist eine Methode, bei der ein DNA-Fragment in einen Vektor eingefiihrt
wird, welcher die massenhafte Vermehrung dieser DNA ermdéglicht (12, 43). Dabei ist
die DNA als Klon stabiler und unproblematischer zu vervielfiltigen als mit der
Polymerase-Kettenreaktion.

Vor der Klonierung wird mittels PCR die zu analysierende DNA-Sequenz vervielfaltigt
und anschliefend mit einem Plasmidvektor, einem ringformigen DNA-Molekiil, ligiert.
Die auf diese Weise entstandenen rekombinanten Plasmide werden in kompetente
Escherichia coli (E. coli) Zellen transformiert. Diese Bakterienzellen, die rekombinante
Plasmide enthalten, heifsen Klone. Es folgt eine Vervielfaltigung der Klone und die
anschliefiende Isolierung der Plasmid-DNA. Aus dieser DNA kann spater in
Sequenzierreaktionen die genaue Basenfolge ermittelt und damit die DNA identifiziert

und zugeordnet werden.

3. 7. 1. Klonierung auf Grundlage der Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R

Im Rahmen der Vorstudie wurden exemplarisch die PCR-Produkte der Proben 8, 11 und
12 sowie des Bifidobacteriums infantis ATCC® 15702™ mit dem pGEM--T and pGEM--T
Easy Vector Systems (Promega, USA) kloniert.

Als Erstes wurden durch eine PCR mit den bifidobakterienspezifischen Primern
g-Bifid-F und g-Bifid-R, wie unter 3. 3. 1. beschrieben, die zu analysierenden DNA-
Sequenzen vervielfdltigt. Im Anschluss wurden die PCR-Produkte mit dem High Pure
PCR Product Purifikation Kit (Roche Applied Science, USA) gemafd den
Herstellerangaben gereinigt.

Die DNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop 1000 (peqlab Biotechnologie GmbH,
Deutschland) ermittelt. Die darauf folgende Ligationsreaktion wurde mit dem pGEM--T
Easy Vector durchgefiihrt, der Ligationsansatz fiir jede Probe ist in Tabelle 11

aufgefiihrt. Zur Optimierung wurde nach Herstellerempfehlung mit einem Vector Molar
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Ratio von 3:1 gerechnet, damit ergab sich bei einer Insertlange von 556 Basenpaaren

eine erforderliche Menge von 27,81 ng pro PCR-Produkt.

Tabelle 11: Ligationsansatz

Probe 8 (ul)

Probe 11 (ul)

Probe 12 (ul)

Bif. infantis (ul)

2xRapid Ligations Buffer

5

5

5

5

pGEM--T Easy Vector 1 1 1 1
PCR-Produkt 1,93 1,83 1,66 0,47
T4- DNA-Ligase 1 1 1 1
bidest.Wasser 1,07 1,17 1,34 2,53

Die Ligationsansatze wurden tiber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlief3end nach den
Angaben des Herstellers in kompetente E. coli JM 109-Zellen transformiert. Von jedem
Ansatz wurden 100 ul direkt, 100 ul in einer 1:100 Verdiinnung und 100 ul in einer 1:10
Verdiinnung auf LB/Cb/IPTG/X-Gal-Agarplatten (LB-Agar (Trypton 10 g/l, Hefeextrakt
5g/1, NaCl 5 g/1, pH 7,5), Cb 100 ug/ml, IPTG 0,5 mM, X-Gal 80 ug/ml) ausplattiert und
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Klone, deren Plasmide das ligierte DNA-Fragment enthalten, sind an einer Weifsfarbung
zu erkennen (12). Dahingegen sind die Klone, welche nur den Vektor enthalten, durch
das Markergen lacZ des Plasmidvektors blau gefarbt. Dieses Markergen lacZ kodiert ein
Enzym, welches den Indikator X-Gal der Agarplatten spaltet und so zur Freisetzung
eines blauen Farbstoffes fiihrt. Wenn jedoch ein ligiertes DNA-Fragment im Plasmid
enthalten ist, dann ist das Markergen lacZ unterbrochen, das Enzym wird nicht
exprimiert und der blaue Farbstoff nicht freigesetzt. Dementsprechend wurden die auf
den Agarplatten gewachsenen weifden Kolonien gepickt und erneut auf LB/Cb/IPTG/X-
Gal-Agarplatten ausplattiert. Eine blaue Kolonie wurde als Negativkontrolle ebenfalls
ausgestrichen, die Inkubation erfolgte bei 37 °C tiber Nacht. Anschlieféend wurde von
jeweils

LB/Cb/IPTG/X-Gal-Agarplatten angefertigt. Nach einer Inkubation bei 37 °C iiber Nacht

5 weiflen Kolonien einer jeden Probe ein Verdiinnungsausstrich auf

wurden moglichst 10 weifde Kolonien pro Probe in je 5 ml Fliissigmedium LB/Cb
(20 ug/ml) tberimpft und tber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Aus diesen
Kulturen wurden im Anschluss mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Applied
Science, USA) die Plasmide gemafd den Herstellerangaben isoliert. Zur Kontrolle der
ligierten DNA-Fragmente der Plasmide erfolgte eine PCR mit den Primern g-Bifid-F und

g-Bifid-R, wie unter 3. 3. 1. beschrieben. Hierfiir wurde eine 1:100 Verdiinnung mit
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bidestilliertem Wasser benutzt. Die DNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop 1000
bestimmt. Zur Sequenzierung wurde pro Probe 1 ug Plasmid-DNA an die Firma Eurofins
MWG Operon, Deutschland verschickt.

Die ermittelten Sequenzen wurden mit der Software Vector NTI* suite 9.0.0. (InforMax
inc.) bearbeitet, sodass nur die Region zwischen den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R
erhalten blieb. Mit Hilfe der NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology
Information, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) wurden die DNA-
Sequenzen der Frauenmilchproben 8, 11, 12 und des Bifidobacteriums infantis ATCCe

15702™ anschlief3end zugeordnet und identifiziert.

Methoden Hauptstudie

3. 8. DNA-Extraktion mittels FastDNA- SPIN Kit

Unmittelbar nach ihrer Abnahme wurden die insgesamt 66 Frauenmilchproben der
11 Probandinnen der Hauptstudie bei -20 °C gelagert. Die anschlief3ende Aufbereitung
und DNA-Extraktion vor der weiteren Verarbeitung erfolgte mit Hilfe des FastDNA+ SPIN
Kit (Qbiogene, Inc., USA), wie unter Punkt 3. 2. 2. beschrieben. Danach wurde die DNA-
Konzentration der einzelnen Proben mit dem NanoDrop 1000 (peqlab Biotechnologie

GmbH, Deutschland) ermittelt.

3. 9. PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Die gewonnene DNA aller 66 Frauenmilchproben wurde in eine PCR mit den
bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R, wie unter Punkt 3. 3. 5.
dargestellt, eingesetzt. Anschlief3end erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, wie in

3. 6. beschrieben.
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3. 10. Ermittlung der unteren Nachweisgrenze

Zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze der angewendeten Methode wurde mit
einer Verdiinnungsreihe des Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ Stammes (ATCCe
Global Bioresource Center™, USA) gearbeitet.

Mit Hilfe der Thoma-Zahlkammer wurde eine Bakterienanzahl von 2,185 x 10° pro ml
bestimmt. In zwei sterilen Eppendorfgefafen wurde je 1 ml des Bifidobacterium infantis
ATCC» 15702™ Stammes fiir 10 Minuten bei 14000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der wissrige Uberstand verworfen und das Pellet mit
1 ml PBS (NaCl 8 g/1, Na;HPO4 1,44 g/1, NaH2PO4 0,24 g/1, pH 7,4) resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation iiber 10 Minuten bei 14000 x g und Raumtemperatur
wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet im ersten EppendorfgefifR wurde mit 200 ul
PBS fiir die weitere Verarbeitung aufgenommen und entsprach somit 2,185 x 10°
Bakterien. Das andere Pellet wurde ebenfalls mit 200 ul PBS resuspendiert und fiir eine
Verdiinnungsreihe in 10er Schritten bis minimal 21,85 Bakterien pro ml genutzt. Die
einzelnen Verdiinnungsstufen wurden mit PBS bis auf ein Endvolumen von 200 ul
aufgefiillt. Analog zu den Frauenmilchproben erfolgte die weitere Verarbeitung. Die
jeweils 200 ul wurden fiir die DNA-Extraktion mittels FastDNA® SPIN Kit, wie unter
3. 2. 2. beschrieben, eingesetzt.

Es folgten die PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R (siehe 3. 3. 5.) und die
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3. 6.).

3.11. PCR mit der omnitaq-OLS:-DNA-Polymerase

Am Ende der Untersuchungen der Hauptstudie wurde eine Taq-Polymerase, die
omnitaq-OLS*-DNA-Polymerase (OLS® OMNI Life Science GmbH, Deutschland), in einer
PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R getestet.

Verwendet wurde DNA-Material nach der DNA-Extraktion mit dem FastDNAe¢ SPIN Kit,
wie in Punkt 3. 2. 2. beschrieben. Genutzt wurde das Material der Probandinnen
V 1 links und X 1 rechts, sowie des Bifidobacteriums infantis ATCCe 15702™, Als
Negativkontrolle diente bidestilliertes Wasser. Pro Probe wurden 4 verschiedene
Pufferlésungen (1 - 4) jeweils einmal mit Enhancer A, Enhancer B und einmal ohne

Enhancerlésung mit bidestilliertem Wasser gemaf3 den Herstellerangaben getestet.
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Fir je 1 pl DNA-Template wurde ein Reaktionsansatz aus 5 pl Puffer (1, 2, 3 oder 4,
OLS¢), 3,3 ul Enhancer (A, B oder bidest. Wasser, OLS¢), 0,5 pul dNTPs (12,5 mM), 2,5 ul
g-Bifid-F (10 pmol/ ul), 2,5 pl g-Bifid-R (10 pmol/ pl), 0,2 pl omnitaq-OLS*-DNA-
Polymerase und 10 pl bidestilliertem Wasser angesetzt.

Das PCR-Progamm im Thermozykler lief unter folgenden Bedingungen: initiale
Denaturierung bei 94 °C fiir 5 Minuten, anschlieféend 40 Zyklen mit Denaturierung bei
94 °C fiir 20 Sekunden, Annealing bei 58 °C fiir 20 Sekunden und Elongation bei 72 °C fiir
30 Sekunden, gefolgt von einer abschlief3enden Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten und
einer darauf folgenden Lagerung der Proben bei 4 °C. Die sich anschlief3ende Agarose-

Gelelektrophorese erfolgte, wie in Punkt 3. 6. beschrieben.
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4. Ergebnisse

Ergebnisse Vorstudie

4. 1. Kulturelle Analyse

Fir den kulturellen Nachweis von Bifidobakterien wurden 18 Frauenmilchproben der
Vorstudie auf bifidobakterienspezifischen Kultur-Agarplatten ausgestrichen, wie unter
Punkt 3. 1. beschrieben. Die Identifikation von auf diesen Platten gewachsenen
grampositiven Stibchenbakterien erfolgte mit VITEK® System (bioMérieux Deutschland
GmbH).

Es lief3en sich auf den verwendeten Kultur-Agarplatten keine Bifidobakterien aus den

untersuchten 18 Frauenmilchproben anziichten oder nachweisen.

Der als Positivkontrolle verwendete Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ Stamm
wuchs auf dem BSM-Agar und auf dem MRS-Agar und konnte mittels VITEK® System
identifiziert werden. Auf dem Rogosa-Agar konnte kein Wachstum des Bifidobacterium
infantis ATCC® 15702™ Stammes beobachtet werden. Der Bifidobacterium catenulatum
ATCC- 27539™ Stamm konnte mit dem VITEK® System, nach dem Wachstum auf dem

Rogosa- und BSM-Agar, identifiziert werden.

4. 2. PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Alle 42 Portionen der 24 Frauenmilchproben der Vorstudie wurden in einer PCR mit
den fiir Bifidobakterien spezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R eingesetzt, wie
unter 3. 3. 1. beschrieben. Nachgewiesen werden sollte bifidobakterienspezifische DNA

in den Frauenmilchproben.
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Tabelle 12: Ubersicht des Nachweises von bifidobakterienspezifischer DNA in den Frauenmilchproben

der Vorstudie mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Probe Entnahme Portionsgrofie | Verarbeitung Extraktion DNA Nachweis

1 21. Tag pp. 10 ml Entnahmetag Phenol/Chloro. | -

2 4. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

3 5. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

4 3. Tag pp. 7 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

5 5. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

6 13. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

7 24. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

10 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

8 4. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

4 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit positiv

9 7. Tag pp. 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -
3ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

10 5. Tag pp. 8 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -

11 4. Tag pp. 4 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit positiv

12 4. Tag pp. 13 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit positiv

13 5. Tag pp. 5ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

14 91. Tag pp. 7,5 ml Entnahmetag Phenol/Chloro. | -

7,5 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -
7,5 ml Entnahmetag FastDNA:- Kit -

15 32. Tag pp. 5ml Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
5ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit positiv

16 6. Tag pp. 15 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -

17 6. Tag pp. 10 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -

2 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

18 6. Tag pp. 15 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
2 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

19 6. Tag pp. 1 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -
3ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

20 4. Tag pp. 1 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -
3ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

21 4. Tag pp. 1 ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -
3ml nach Lagerung | FastDNA- Kit -

22 3. Tag pp. 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit -

23 4. Tag pp. 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit -

24 7. Tag pp. 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit -
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Wie in Tabelle 12 aufgefiihrt, gelang der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA
(positiv) bei 4 von 24 Frauenmilchproben und damit bei insgesamt 16,7%.

Die Abnahme der Milch erfolgte bei den Proben 8, 11 und 12 jeweils am 4. Tag
postpartal (pp.), bei der Frauenmilchprobe Nummer 15 am 32. Tag nach der
Entbindung. Der Nachweis gelang bei den Proben 8, 11 und 12 jeweils nach einer
Lagerung der Frauenmilch bei -20 °C (nach Lagerung) und einer anschlief}enden DNA-
Extraktion mittels FastDNA-® SPIN Kit (FastDNA- Kit), siehe Abbildung 3.

Bei der ersten Portion der Frauenmilchprobe 8, bei welcher die DNA-Extraktion aus
10 ml Milch mit der Phenol-Chloroform-Extraktion (Phenol/Chloro.) erfolgte, konnte
keine bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden. Bei der Frauenmilchprobe
Nummer 15 konnte das einzige Mal mit der Phenol-Chloroform-Extraktion sowohl nach
der Weiterverarbeitung am Entnahmetag (Entnahmetag) als auch nach einer Lagerung
bei -20 °C bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden. Nur bei dieser Probe

gelang der Nachweis mit beiden Extraktionsmethoden.

2000 bp

1200 bp

800 bp

400 bp

Abbildung 3: Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in den Frauenmilchproben 8, 11 und 12;
Bifidobacterium infantis ATCC- 15702™ als Positivkontrolle (PK); Grof3enmarker (M)

Von den 12 Frauenmilchproben bzw. 14 Milchportionen, deren DNA mittels Phenol-
Chloroform-Extraktion isoliert wurde, konnte insgesamt nur bei einer Probe, Probe
Nummer 15, bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden. Der Nachweis
gelang hier aus beiden untersuchten Portionen sowohl am Entnahmetag als auch nach

der Lagerung bei -20 °C.
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Bei den 17 Frauenmilchproben bzw. 28 Milchportionen, bei denen die DNA Extraktion
auch mit Hilfe des oder ausschliefdlich mit dem FastDNA- SPIN Kit erfolgte, gelang der
Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA bei insgesamt 4 Milchproben bzw.
4 Portionen. Bei diesen insgesamt 28 Portionen erfolgte die Weiterverarbeitung von
14 Portionen direkt am Entnahmetag und bei den iibrigen 14 Portionen erst nach einer
Lagerung bei -20 °C.

Der Nachweis gelang aus 4 Milchportionen deren Weiterverarbeitung nach der
Lagerung erfolgte.

Insgesamt 5 Frauenmilchproben wurden in einzelne Portionen geteilt, welche im
Anschluss unterschiedlich weiterverarbeitet wurden. Bei 3 dieser Milchproben konnte
auch mit verschiedenen Extraktionsmethoden kein Nachweis erzielt werden. In den
3 Portionen der Frauenmilchprobe 15 konnte trotz unterschiedlicher
Verarbeitungsweise jedes Mal bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden.
Bei der Frauenmilchprobe Nummer 8 konnte in der Portion, deren DNA mit der Phenol-
Chloroform-Extraktion isolierte wurde, keine bifidobakterienspezifische DNA
nachgewiesen werden. Dahingegen gelang der Nachweis bei der 2. Portion, deren DNA

mittels FastDNA® SPIN Kit isoliert wurde.

Es wurden im Rahmen der Vorstudie Frauenmilchproben untersucht, die zwischen dem
3. und dem 91. Tag nach der Entbindung abgenommen wurden. Der Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA gelang bei 3 Milchproben des 4. postpartalen Tages

und bei der Milchprobe, die am 32. Tag postpartal abgenommen wurde.

Die verarbeiteten Milchportionen hatten ein Volumen von 5 bis 10 ml bei der Phenol-
Chloroform-Extraktion und 1 bis 15 ml bei der DNA-Extraktion mittels FastDNA* SPIN
Kit. Bifidobakterienspezifische DNA konnte in der Milchportion von 5 ml mit der Phenol-
Chloroform-Extraktion nachgewiesen werden. Mittels FastDNA+ SPIN Kit gelang der

Nachweis bei Portionen mit 4, 5 und 13 ml Milch.
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4. 3. PCR mit den Primern Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r

Das Material von 12 Frauenmilchproben bzw. 18 einzelnen Portionen wurde in einer
PCR mit den bifidobakterienspezifischen Primern Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r, wie
unter Punkt 3. 3. 2. beschrieben, eingesetzt. Die DNA-Extraktion bei allen Milchproben
erfolgte mit dem FastDNA-* SPIN Kit. Bei 7 Portionen wurde ein Volumen von minimal
1 ml bis maximal 15 ml Milch bereits am Entnahmetag weiterverarbeitet.

11 Milchportionen, mit einem Volumen von minimal 1 ml bis maximal 13 ml, wurden
erst nach einer Lagerung bei -20 °C weiterverarbeitet.

Bei keiner der untersuchten Frauenmilchproben gelang mit dieser PCR und dem Einsatz
der ebenfalls fiir Bifidobakterien spezifischen Primer Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r
der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA. Bei der als Positivkontrolle
eingesetzten DNA des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes gelang der

Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA mit den oben genannten Primern.

4. 4. Verdiinnungsreihen

Aus dem isolierten DNA-Material von 4 Frauenmilchproben wurden zur méglichen
Optimierung der PCR-Bedingungen Verdiinnungsreihen mit bidestilliertem Wasser
angefertigt. Gewahlt wurden hierzu die Milchproben 8 und 11, bei denen der Nachweis
von bifidobakterienspezifischer DNA bereits gelungen war, sowie die beiden
Milchproben 17 und 18. Je 1 pl der 1:10 und 1:100 Verdiinnung wurde in einer PCR mit
den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R, wie unter Punkt 3. 3. 3. beschrieben, eingesetzt.

Bei keiner Verdiinnungsstufe dieser 4 Frauenmilchproben gelang ein Nachweis von

bifidobakterienspezifischer DNA.

4. 5. Variation der Annealing-Temperatur

Um die PCR-Bedingungen zu verbessern, wurden verschiedene Annealing-
Temperaturen fiir die bifidobakterienspezifischen Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R
getestet. Hierzu wurde DNA-Material der Frauenmilchprobe 8 und des Bifidobacterium

infantis ATCC® 15702™ Stammes auf der Grundlage der PCR-Reaktionsansitze, wie in
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Abschnitt 3. 3. 4. beschrieben, in jeweils 6 PCR-Programmen mit unterschiedlichen
Annealing-Temperaturen eingesetzt.

Der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA bei der Frauenmilchprobe 8 und
dem Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™ gelang bei jeder der gewdhlten

Temperaturen.

M 1 2 3 4 5 6

2000 bp 2000bp B

1200 bp 12000p £

800 bp 800 bp

400 bp

400 bp

Abbildung 4 (links): Variation der Annealing-Temperatur bei Frauenmilchprobe 8; 53,3 °C (1), 54 °C (2),
56 °C (3), 58,6 °C (4), 61,4 °C (5), 62,9 °C (6); GroRenmarker (M)

Abbildung 5 (rechts): Variation der Annealing-Temperatur beim Bifidobacterium infantis ATCC:
15702™; 53,3 °C (1), 54 °C (2), 56 °C (3), 58,6 °C (4), 61,4 °C (5), 62,9 °C (6); Grofdenmarker (M)

Die sich auf dem Agarose-Gel darstellende Bande ist bei der Milchprobe 8 bei einer
Annealing-Temperatur von 53,3 °C und 54 °C deutlich schwacher sichtbar, als bei den
hoheren Temperaturen. Am starksten zeichnet sich die Bande bei einer Temperatur von

58,6 °C ab, siehe Abbildung 4.

Bei dem Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stamm zeigt sich auf dem Agarose-Gel
eine starke Bande bei den Annealing-Temperaturen 53,3 °C, 54 °C, 56 °C und 58,6 °C. Die
sich darstellende Bande ist auf dem Gel bei einer Annealing-Temperatur von 61,4 °C und

62,9 °C etwas schwacher, siehe Abbildung 5.



35

4. 6. Erhohung der Annealing-Temperatur auf 58 °C

Nach dem  Austesten einer optimalen Annealing-Temperatur fiir die
bifidobakterienspezifischen Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R wurde das Material von
12 Frauenmilchproben bzw. 18 Milchportionen in einer weiteren PCR mit diesen
Primern eingesetzt, wie unter Punkt 3. 3. 5. beschrieben. Gewahlt wurde hierzu eine
Annealing-Temperatur von 58 °C, weil sich die Bande in diesem Temperaturbereich im

Test mit der DNA der Milchprobe 8 deutlich abzeichnete, siehe Tabelle 13.

Tabelle 13: Ubersicht des Nachweises von bifidobakterienspezifischer DNA durch die PCR mit den

Bifidobakterien-Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen

Probe Portionsgrofle | Verarbeitung Extraktion Nachweis/55 Nachweis/58
8 10 ml nach Lagerung | Phenol/Chloro. | - nicht erfolgt
4 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit positiv positiv
11 4 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit positiv positiv
12 13 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit positiv positiv
16 15 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
17 10 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - nicht erfolgt
2ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
18 15 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - nicht erfolgt
2ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
19 1 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
3ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
20 1 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
3ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
21 1 ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
3ml nach Lagerung | FastDNA-Kit - positiv
22 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit - nicht erfolgt
23 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit - nicht erfolgt
24 1 ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
3ml Entnahmetag FastDNA- Kit - -
5ml Entnahmetag FastDNA- Kit - nicht erfolgt

Bifidobakterienspezifische DNA konnte nach der PCR mit einer Annealing-Temperatur
von 58 °C bei 8 von 12 (66,7%) untersuchten Frauenmilchproben nachgewiesen werden
(positiv), dabei gelang der Nachweis bei 11 von 18 (61,1%) Einzelportionen.

Bei allen Frauenmilchproben war die DNA-Extraktion im Vorfeld mit dem FastDNA-

SPIN Kit (FastDNA-* Kit) erfolgt, es wurden dabei Portionen von minimal 1 ml bis
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maximal 15 ml verarbeitet. Die Abnahme der Frauenmilch war bei den Proben 8, 11, 12,
20 und 21 am 4. Tag postpartal erfolgt. Die Proben 17, 18 und 19 wurden am 6. Tag nach
der Entbindung gewonnen.

Der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA gelang bei allen 11 Milchportionen,
die nach einer Lagerung bei -20 °C (nach Lagerung) weiterverarbeitet wurden. Kein
Nachweis (-) gelang bei den 7 Frauenmilchportionen von insgesamt 4 Milchproben, die

bereits am Entnahmetag (Entnahmetag) weiterverarbeitet wurden.

Der bereits gelungene Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in den
Frauenmilchproben 8, 11 und 12 durch die PCR mit einer Annealing-Temperatur von
55 °C (Nachweis/55), konnte durch die PCR mit der Annealing-Temperatur von 58 °C
erneut erbracht werden (Nachweis/58).

Bei den Frauenmilchproben 17, 18, 19, 20 und 21 gelang der Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA erst mit der PCR und der erhdhten Annealing-
Temperatur von 58 °C.

Kein Nachweis, auch nicht durch die PCR mit einer Annealing-Temperatur von 58 °C,
glickte bei den Milchproben 16, 22, 23 und 24, welche am Entnahmetag

weiterverarbeitet wurden.

4. 7. Zusatz von Bifidobacterium infantis ATCC:15702™ in Milchproben

Insgesamt 5 Frauenmilchproben wurden im Rahmen der Vorstudien zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Abnahme Bifidobakterien des Bifidobacterium infantis ATCC®
15702™ Stammes zugesetzt, wie im Abschnitt 3. 4. beschrieben.

Auf diese Weise sollten die Transportbedingungen, die kulturelle Analyse und die
gewahlten molekularbiologischen Nachweismethoden fiir die Bifidobakterien

untersucht werden.



Tabelle 14: Ubersicht des Nachweises des zu verschiedenen Zeitpunkten zugesetzten Bifidobacterium

infantis ATCC- 15702™ in Frauenmilchproben
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Probe Portion Bifidobakterien | Verarbeitung Extraktion Nachweis
1 10 ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | -
10 ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
3 10 ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -
10 ml v nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
10 8 ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -
8 ml II nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
14 -1 7,5 ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | -
-2 7,5 ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | -
-3 7,5 ml II Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
-4 7,5 ml II nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
-5 7,5 ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
-6 7,5 ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
-7 7,5 ml I Entnahmetag FastDNA:- Kit -
-8 7,5 ml II Entnahmetag FastDNA- Kit positiv
-9 7,5 ml II nach Lagerung | FastDNA- Kit positiv
-10 7,5 ml I Entnahmetag FastDNA- Kit positiv
15-1 5ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
-2 5ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
-3 5ml II Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
-4 5ml II nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
-5 5ml I Entnahmetag Phenol/Chloro. | positiv
-6 5ml I nach Lagerung | Phenol/Chloro. | positiv
-7 5ml I Entnahmetag FastDNA- Kit positiv
-8 5ml II Entnahmetag FastDNA- Kit positiv
-9 5ml II nach Lagerung | FastDNA- Kit positiv
-10 5ml I Entnahmetag FastDNA- Kit positiv

Wie in Tabelle 14 aufgefiihrt, gelang der Nachweis der DNA der zugesetzten
Bifidobakterien (positiv) bei allen untersuchten Portionen der 5 Frauenmilchproben.

Bifidobakterienspezifische DNA konnte sowohl bei den Portionen nachgewiesen
werden, denen Bifidobakterien unmittelbar nach der Probengewinnung und vor dem
Transport ins Labor zugesetzt wurden (II), als auch bei den Portionen, denen die
Bifidobakterien erst nach dem Transport und vor der Weiterverarbeitung im Labor
zugesetzt wurden (III). Hierbei gab es keinen Unterschied, ob die jeweilige Portion
bereits am Entnahmetag (Entnahmetag) weiterverarbeitet wurde oder erst nach einer
Lagerung bei -20 °C (nach Lagerung). Der Nachweis gelang nach der Phenol-Chloroform-
Extraktion (Phenol/Chloro.) und nach der DNA-Isolierung mittels FastDNA® SPIN Kit
(FastDNA- Kit). Die bifidobakterienspezifische DNA konnte auch bei der Portion
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nachgewiesen werden, welcher Bifidobakterien erst nach einer Lagerung bei -20 °C, vor
der DNA-Extraktion zugesetzt wurden (IV).

Wie im Abschnitt 4. 2. bereits beschrieben, konnte bei der Frauenmilchprobe 15
bifidobakterienspezifische DNA auch bei den Portionen nachgewiesen werden, denen
keine Bifidobakterien des Stammes Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ zugesetzt

wurden (I), siehe Abbildung 6.

2000 bp

500 bp

Abbildung 6: Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in den Frauenmilchproben 14 und 15;
Portionen 14 - 1, 14 - 2 ohne Zusatz von Bifidobakterien (1, 2), Portionen 14 - 3, 14 - 4 und 14 - 5 Zusatz
von Bifidobakterien (3, 4, 5);

Portionen 15 - 1 und 15 - 2 ohne Zusatz von Bifidobakterien (6, 7), Portionen 15 - 3, 15 - 4, 15 - 5 Zusatz
von Bifidobakterien (8, 9, 10) (siehe Tabelle 14); Grofdenmarker (M)

Die Portionen der Frauenmilchproben 10, 14 und 15, bei denen der Zusatz von
Bifidobakterien unmittelbar nach ihrer Abnahme und noch vor dem Transport erfolgte
(II), wurden nach ihrem Transport ins Labor auf bifidobakterienspezifischen Kultur-
Agarplatten ausgestrichen.

Der zugesetzte Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™ Stamm wuchs bei jeder Portion
auf dem BSM-Agar und auf dem MRS-Agar und konnten mittels VITEK® System

identifiziert werden.
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4. 8. Verarbeitung von Kuhmilch

Zur weiteren Untersuchung und moglichen Optimierung der Methode erfolgte eine
Verarbeitung von pasteurisierter, homogenisierter Kuhmilch, wie unter Punkt 3. 5.
beschrieben. Den einzelnen Milchportionen von jeweils 8 ml wurden Bifidobakterien

des Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ Stammes zugesetzt. Die DNA-Extraktion
erfolgte bei allen Proben mit dem FastDNA- SPIN Kit. Variiert wurden die Art und der

Zeitpunkt der Aufbereitung vor der DNA-Isolierung.

Tabelle 15: Zusammenfassung der Verarbeitungsschritte der Kuhmilchproben

Probe Aufbereitung Extraktion mit FastDNA- Kit Nachweis
A Waschschritt am Entnahmetag im Anschluss an Aufbereitung | positiv
B Waschschritt am Entnahmetag nach Lagerung positiv
C Zentrifugation am Entnahmetag im Anschluss an Aufbereitung | positiv
D Zentrifugation nach Lagerung im Anschluss an Aufbereitung | positiv
E Zentrifugation am Entnahmetag nach Lagerung positiv

Bei allen 5 Kuhmilchproben konnte die DNA der zugesetzten Bifidobakterien
nachgewiesen werden (positiv), unabhingig von der Art der Aufbereitung und vom
Zeitpunkt der DNA-Extraktion, siehe Tabelle 15. Die Proben A und B wurden bereits am
Entnahmetag wie in Vorbereitung fiir die Phenol-Chloroform-Extraktion aufbereitet
(Waschschritt am Entnahmetag). Die DNA-Isolierung erfolgte bei Probe A direkt im
Anschluss an die Aufbereitung. Das Pellet der Probe B wurde nach der Aufbereitung und
vor der DNA-Extraktion erst bei -20 °C gelagert (nach Lagerung).

Die Milchproben C, D und E wurden gemaf$ der Vorbereitung der DNA-Isolierung mittels
FastDNA- SPIN Kit aufbereitet (Zentrifugation), wobei die Probe D vorher bei -20 °C iiber
einige Tage gelagert wurde. Das durch die Zentrifugationsschritte gewonnene Pellet der
Proben C und D wurde umgehend weiterverarbeitet (im Anschluss an Aufbereitung).
Das Pellet der Probe E wurde erst nach einer Lagerung bei -20 °C in die DNA-Extraktion
mit dem FastDNA- SPIN Kit eingesetzt.
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In Abbildung 7 sind die Banden der Proben A, B, C und D sehr deutlich sichtbar. Die
Bande der Probe E ist ebenfalls gut sichtbar, aber etwas schwacher als die iibrigen

4 Banden.

AB CDEM

2000 bp

500 bp

Abbildung 7: Zusatz von Bifidobacterium infantis ATCCe 15702™ in Kuhmilch; Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA in den Proben A-E (siehe Tabelle 15); Gréf3enmarker (M)

4. 9. Klonierung auf Grundlage der Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R

Durch die PCR mit den fiir Bifidobakterien spezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R
konnte bifidobakterienspezifische DNA in einigen Frauenmilchproben nachgewiesen
werden. Zur Ermittlung der Basenfolge und Identifizierung dieser nachgewiesenen
bifidobakterienspezifischen DNA wurden im Rahmen der Vorstudie exemplarisch die
PCR-Produkte der Milchproben 8, 11 und 12 mit dem pGEM*-T and pGEM*-T Easy Vector
Systems von Promega kloniert, wie im Abschnitt 3. 7. 1. beschrieben. Das PCR-Produkt
des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes wurde als Positivkontrolle
ebenfalls kloniert. Die auf diese Weise gewonnene Plasmid-DNA wurde zum
Sequenzieren an die Firma Eurofins MWG Operon in Deutschland verschickt.
Anschliefdend wurden die ermittelten Sequenzen mit einer Software, wie unter 3. 7. 1.

aufgefiihrt, bearbeitet und mit Hilfe der NCBI-Datenbank identifiziert (siehe Tabelle 16).



Tabelle 16: Ubersicht der identifizierten Sequenzen aus den PCR-Produkten der Frauenmilchproben 8,
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11 und 12 und des Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™

Probe identifizierte Bakteriensequenz Prozent der Ubereinstimmung
8 Bifidobacterium pseudocatenulatum 100%

Bifidobacterium catenulatum 100%

Bifidobacterium sp. h12 99%

Bifidobacterium longum subsp. infantis 99%

Bifidobacterium thermacidophilum 99%
Probe identifizierte Bakteriensequenz Prozent der Ubereinstimmung
11 Bifidobacterium angulatum 99%

Bifidobacterium pseudocatenulatum 97%

Bifidobacterium catenulatum 97%

Bifidobacterium sp. h12 97%
Probe identifizierte Bakteriensequenz Prozent der Ubereinstimmung
12 Bifidobacterium longum subsp. infantis 99%

Bifidobacterium infantis 99%

Bifidobacterium longum 99%
Probe identifizierte Bakteriensequenz Prozent der Ubereinstimmung
Positivkontrolle | Bifidobacterium longum subsp. infantis 99%

Bifidobacterium infantis 99%

Bifidobacterium longum 99%

Es konnte durch die NCBI-Datenbank ermittelt werden, dass die erhaltene Sequenz der
Probe 8 zu 100% mit der Sequenz eines Bifidobacterium pseudocatenulatum und eines
Bifidobacterium catenulatum iibereinstimmt. Die Sequenz der Probe 11 stimmt zu 99%
mit der Sequenz des Bifidobacterium angulatum iiberein. Bei der Probe 12 und dem als
Positivkontrolle eingesetzten Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ Stamm stimmen
die erhaltenen Sequenzen zu 99% mit der Sequenz des Bifidobacterium infantis als

Subspezies des Bifidobacterium longums iiberein.
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Ergebnisse Hauptstudie

4.10. PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Es wurden insgesamt 66 Frauenmilchproben von 11 Probandinnen im Rahmen der
Hauptstudie untersucht. Unmittelbar nach der jeweiligen Gewinnung der Milchproben
an den festgelegten Abnahmetagen wurden diese bis zu ihrer molekularbiologischen
Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die DNA-Extraktion erfolgte bei allen Proben unter gleichen Bedingungen mit dem
FastDNA- SPIN Kit, wie im Abschnitt 3. 8. beschrieben. Mit dem NanoDrop1000 wurde
die DNA-Konzentration ermittelt (siehe Tabelle 17). Anschlielend wurde die
gewonnene DNA  aller Frauenmilchproben in einer PCR mit den
bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R, wie in Punkt 3. 9.
dargestellt, eingesetzt.

Bifidobakterienspezifische DNA sollte auf diesem Weg zu verschiedenen Zeitpunkten in
der Milch beider Briiste der jeweiligen Probandin nachgewiesen werden. Die rechte
Brust wurde, im Gegensatz zur linken Brust einer jeden Probandin, vor der Abnahme
mit sterilem Aqua gereinigt, wie in Abschnitt 2. 4. beschrieben.

Eine Ubersicht iiber die Abnahmetage und die Nummerierung der Frauenmilchproben

der Hauptstudie befindet sich in den Tabellen 5, 6 und 7 im Anhang.
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Tabelle 17: DNA-Konzentration der Frauenmilchproben der Hauptstudie in ng/ul

Probe I1 links I 2 links I 3 links I 1 rechts I 2 rechts I 3 rechts
DNA-Konzentration | 61,56 34,03 31,39 59,70 293,73 31,00
Probe II 1 links II 2 links IT 3 links II 1 rechts II 2 rechts II 3 rechts
DNA-Konzentration | 41,33 36,87 25,52 38,69 51,24 37,32
Probe III 1 links III 2 links I1I 3 links III 1 rechts | III 2 rechts | III 3 rechts
DNA-Konzentration | 45,88 41,92 58,07 43,52 59,01 56,43
Probe IV 1 links IV 2 links IV 3 links IV 1rechts | IV2rechts | IV 3rechts
DNA-Konzentration | 86,99 83,38 78,60 86,06 66,85 46,90
Probe V 1 links V 2 links V 3 links V 1 rechts V 2 rechts V 3 rechts
DNA-Konzentration | 69,57 69,38 54,53 55,56 48,19 50,93
Probe VI 1 links VI 2 links VI 3 links VI1rechts | VI2rechts | VI3rechts
DNA-Konzentration | 60,30 60,44 32,41 42,18 31,62 36,22
Probe VII 1 links VII 2 links VII 3 links VII 1 rechts | VII 2 rechts | VII 3 rechts
DNA-Konzentration | 55,14 75,61 42,46 55,69 67,50 54,45
Probe VIII 1 links | VIII 2 links | VIII 3 links | VIII1lrechts | VIII2rechts | VIII3rechts
DNA-Konzentration | 38,81 37,76 31,03 35,46 41,27 35,31
Probe IX 1 links IX 2 links IX 3 links IX 1 rechts | IX2rechts | IX3rechts
DNA-Konzentration | 50,38 51,12 44,50 34,10 38,85 62,82
Probe X 1 links X 2 links X 3 links X 1 rechts X 2 rechts X 3 rechts
DNA-Konzentration | 58,80 36,08 39,69 46,67 43,28 57,74
Probe XI 1 links XI 2 links XI 3 links XI 1 rechts | XI2rechts | XI3rechts
DNA-Konzentration | 82,93 62,88 50,47 104,26 51,24 39,13

Die Probandinnen sind durchnummeriert mit den Zahlen I bis XI, die Abnahmetage sind

gekennzeichnet mit 1, 2 und 3 fiir den ersten, zweiten und dritten Abnahmetermin. Die

Bezeichnungen links und rechts stehen fiir die Brustseite, aus der die jeweilige

Frauenmilchprobe entnommen wurde.
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Die im Anschluss an die DNA-Extraktion mit dem FastDNA® SPIN Kit ermittelten DNA-
Konzentration der einzelnen Milchproben lagen zwischen minimal 25,52 ng/ul (Probe
I 3 links) und maximal 293,73 ng/ul (Probe I 2 rechts).

Das als Positivkontrolle eingesetzte Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ hatte nach

der DNA-Isolierung mittels FastDNA-® SPIN Kit eine Konzentration von 23,99 ng/ul.

Fir die PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R wurde, wie oben beschrieben,
jeweils 1 ul der auf diese Weise gewonnenen DNA einer jeden Frauenmilchprobe

eingesetzt.

Tabelle 18: Ubersicht des Nachweises von bifidobakterienspezifischer DNA in den Frauenmilchproben

der Hauptstudie mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Probandin

Abnahmetermin, Brustseite I 11 111 v \% VI VII VIII | IX X XI

1. Termin, linke Brust

1. Termin, rechte Brust - - - - - - - +

2. Termin, linke Brust - - - - - - - - - +

2. Termin, rechte Brust

3. Termin, linke Brust

3. Termin, rechte Brust - - + - - - +

Der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA gelang (+) bei 5 von 66
untersuchten Frauenmilchproben (7,6%) und bei insgesamt 4 von 11 Probandinnen
(36,4%), wie in Tabelle 18 dargestellt.

Bei Probandin III konnte in 2 der 6 entnommenen Proben bifidobakterienspezifische
DNA nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8). Bei dieser Probandin gelang auch das
einzige Mal der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA aus den Proben beider
Briiste an einem Abnahmetermin. Der Nachweis gelang hier am 19. Tag postpartal im
Rahmen des 3. Abnahmetermins.

In den Frauenmilchproben der Probandinnen VII, VIII und X konnte bei jeweils einer
Probe bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden (siehe Abbildung 9 - 11).
Jeder dieser 3 Nachweise gelang an einem anderen Abnahmetag, bei keiner dieser
Probandinnen konnte in einer anderen Probe bifidobakterienspezifische DNA

nachgewiesen werden. Bei Probandin VII gelang der Nachweis am 17. Tag postpartal,
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bei Probandin VIII am 3. Tag postpartal und bei der Probandin X am 10. Tag nach der
Entbindung.

In den jeweils 22 Frauenmilchproben, die am ersten und am zweiten Abnahmetermin
entnommen wurden, lief$ sich jeweils nur in einer Probe bifidobakterienspezifische DNA
nachweisen. Der Nachweis gelang bei 3 der 22 Proben des dritten Abnahmetermins.
Insgesamt konnte bifidobakterienspezifische DNA in 3 der 33 Proben (9,1%)
nachgewiesen werden, die aus den Briisten der rechten Seite entnommen wurden,
welche vor der Abnahme mit sterilem Aqua gereinigt wurden. Der Nachweis gelang bei
2 von 33 Frauenmilchproben (6,1%), die aus den unbehandelten, linken Briisten
gewonnen wurden.

Bei 7 der 11 Probandinnen (63,6%) gelang kein Nachweis (-) von
bifidobakterienspezifischer DNA aus den untersuchten Frauenmilchproben.

In insgesamt 61 von 66 Milchproben (92,4%) konnte mit der angewandten Methode
keine bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden.

Wie in Abschnitt 2. 4. beschrieben, konnte bei insgesamt 8 Frauenmilchproben nur ein
Volumen von 1 ml bzw. 1,5 ml verwendet werden. Bei keiner dieser

8 Frauenmilchproben gelang der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA.

2000 bp

1200 bp

800 bp

400 bp

Abbildung 8: Probandin III (1-6);Bande am Abnahmetermin 3 links (3) und rechts (6);Gréf3enmarker (M)
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2000 bp 2000 bp

1200 bp 1200 bp

800 bp 800 bp

400 bp 400 bp

Abbildung 9 (links): Probandin VII (1-6); Bande am Abnahmetermin 3 rechts (6); GrofRenmarker (M)
Abbildung 10 (rechts): Probandin VIII (1-6); Bande am Abnahmetermin 1 rechts (4); GréfSenmarker (M)

M1 2 3 4 5 6 PK NK

2000 bp 2000 bp
1200 bp 1200 bp
800 bp 800 bp
400 bp 400 bp

Abbildung 11 (links): Probandin X (1-6); Bande am Abnahmetermin 2 links (2); Gréf3enmarker (M)
Abbildung 12 (rechts): Probandin XI (1-6); Bande beim Bifidobacterium infantis ATCC- 15702™
(Positivkontrolle, PK); Negativkontrolle (NK); Grofdenmarker (M)

Legende zu den Abbildungen 8-12:
1. Abnahmetermin (1 linke Brust, 4 rechte Brust);

2. Abnahmetermin (2 linke Brust, 5 rechte Brust);

3. Abnahmetermin (3 linke Brust, 6 rechte Brust)
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4. 11. Statistische Analyse *

Flr eine statistische Analyse der PCR-Ergebnisse der Hauptstudie wurde ein Chiquadrat
Test mit der Software R (47) durchgefiihrt. Im Vergleich wurden die Ergebnisse und

Nachweisquoten von 4 internationalen Studien herangezogen, siehe Tabelle 19.

Tabelle 19: Ubersicht der herangezogenen Studien fiir die statistische Analyse

Studie Probandinnenzahl positive Nachweise Quote in %
Gronlund 2007 (15) 61 61 100
Gueimonde 2007 (16) 20 17 85

Martin 2009 (37) 23 22 95,65
Collado 2009 (11) 50 50 100
vorliegende Studie 11 4 36,36

Mit Hilfe des Chiquadrat Tests konnten die Nachweisquoten der 4 Studien mit der
vorliegenden verglichen werden. Aufgrund der kleinen Stichprobenzahlen ist der

p-Wert durch Simulation bestimmt worden.

Die Nachweisquote der vorliegenden Studie ist mit der kleinsten Quote aus den
4 aufgelisteten Studien verglichen worden. Es handelt sich hierbei um die bei
Gueimonde et al. (16) beschriebene positive Nachweisquote von 17 zu 20. Die
Teststatistik war 7,6822 mit einem Simulations-p-Wert von 0,0133.

Daraus kann geschlossen werden, dass die Nachweisquote der in der vorliegenden
Studie verwendeten, molekularbiologischen Methode signifikant kleiner ist, als die

Quoten in den anderen zum Vergleich herangezogenen Studien.

* Durchfiilhrung des statistischen Nachweises durch Herrn Prof. Antony Unwin, Ph.D. Universitat

Augsburg, Institut fir Mathematik, Lehrstuhl fiir Rechnerorientierte Statistik und Datenanalyse




48

4.12. Ermittlung der unteren Nachweisgrenze

Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes
sollte die untere Nachweisgrenze der verwendeten Methode bestimmt werden.

Es wurde eine Bakterienanzahl von 2,185 x 10° pro ml fiir den Bifidobacterium infantis
Stamm ermittelt und eine Verdiinnungsreihe in 10er Schritten bis minimal
21,85 Bakterien pro ml hergestellt, wie in Abschnitt 3. 10. beschrieben. Die
molekularbiologische Weiterverarbeitung aller Verdiinnungsstufe erfolgte unter den
gleichen Bedingungen, wie bei den Frauenmilchproben. Nach der DNA-Extraktion mit
dem FastDNA- SPIN Kit wurde die gewonnene DNA in einer PCR mit den Primern

g-Bifid-F und g-Bifid-R eingesetzt, wie in Punkt 3. 10. aufgefiihrt wird.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2000 bp

1200 bp
800 bp

400 bp

Abbildung 13: Verdiinnungsreihe des Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™ von 21,85 Bakterien/ml
(1) bis 2,185 x 10° Bakterien/ml (9); Grofenmarker (M)

Die Bifidobakterien des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes sind bis zu
einer Verdiinnungsstufe von 2,185 x 10 Bakterien pro ml mit der in dieser Studie
verwendeten Methode darstellbar, siehe Abbildung 13. Ab einer Menge von 2,185 x 10°
Bakterien pro ml und weniger lasst sich auf dem Agarose-Gel, im Anschluss an die PCR
mit den bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R, keine Bande mehr

erkennen.
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4.13. PCR mit der omnitaq-OLS--DNA-Polymerase

Zum moglichen Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in den
Frauenmilchproben wurde am Ende der Untersuchungen der Hauptstudie ergianzend
eine Taq-Polymerase der Firma OLS® OMNI Life Science GmbH in einer PCR mit den
bifidobakterienspezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R getestet. Es wurde
exemplarisch das DNA-Material der Probandinnen V 1 links und X 1 rechts eingesetzt,
nach der DNA-Isolierung mittels FastDNA® SPIN Kit. Als Positivkontrolle diente das
Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™, bidestilliertes Wasser als Negativkontrolle. Pro
Probe wurden gemiafd den Herstellerangaben 4 verschiedene Pufferlosungen (1 - 4)
jeweils mit Enhancer (Verstarker) A, Enhancer B und einmal nur mit bidestilliertem

Wasser getestet, wie in Abschnitt 3. 11. beschrieben.

Tabelle 20: Ubersicht des Nachweises von bifidobakterienspezifischer DNA in der PCR mit der omnitaq-
OLS:-DNA-Polymerase

Puffer und Enhancer Nachweis V 1 links Nachweis X 1 rechts Nachweis Positivkontr.

Puffer 1 + Enhancer A

Puffer 1 + Enhancer B - +

Puffer 1 + dest. Wasser

Puffer 2 + Enhancer A - +

Puffer 2 + Enhancer B

Puffer 2 + dest. Wasser

Puffer 3 + Enhancer A

Puffer 3 + Enhancer B

Puffer 3 + dest. Wasser

Puffer 4 + Enhancer A

Puffer 4 + Enhancer B

|+ |+ |+ + ||+ |+ +]|+]+

+ |+ |+ |+

Puffer 4 + dest. Wasser

Der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA mit der omnitaq-OLS*-DNA-
Polymerase eingesetzt in einer PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R gelang (+)
bei der Frauenmilchprobe X 1 rechts bei 6 von 12 Ansdtzen und bei dem
Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stamm (siehe Tabelle 20).

Dabei gelang der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in der Milchprobe
X 1 rechts unter Verwendung des Puffers 4 sowohl mit der Enhancerlésung A und B als
auch nur mit bidestilliertem Wasser (dest. Wasser), siehe Abbildung 14. Unter

Verwendung des Puffers 1 gelang der Nachweis bei dieser Milchprobe nur mit Enhancer
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B, bei Puffer 2 mit Enhancer A und bei Puffer 3 nur mit bidestilliertem Wasser ohne den
zusatzlichen Einsatz einer Verstirkerlosung. Damit ist das Ergebnis der PCR aus Punkt
4. 10. fir die Frauenmilchprobe X 1 rechts widerlegt, bei welcher keine
bifidobakterienspezifische DNA in dieser Milchprobe nachgewiesen werden konnte.

Bei der Frauenmilchprobe V 1 links konnte keine bifidobakterienspezifische DNA in der
PCR mit der omnitaq-OLS*-DNA-Polymerase nachgewiesen (-) werden, das Ergebnis der

PCR aus Punkt 4. 10. wurde bestatigt.

M A1 A2 AJ A4 B1 B2 BY B4 C1 C2 C3 C4

2000 bp

1200 bp
800 bp

400 bp

Abbildung 14: Testdurchlauf der omnitaq-OLS*-DNA-Polymerase und Puffer Nummer 4; Enhancer A (A),
Enhancer B (B), bidestilliertes Wasser (C); Bifidobacterium infantis ATCC: 15702™ (1), Negativkontrolle
(2), Probandin X 1 rechts (3), Probandin V 1 links (4);

Bande beim Bifidobakterium (A1, B1, C1); Nachweis bei Probandin X 1 rechts (A3, B3, C3); Grofienmarker
(M)
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5. Diskussion

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie wurden Frauenmilchproben untersucht, um
mittels kultureller Analyse und einer molekularbiologischen Methode Bifidobakterien in
Frauenmilch nachzuweisen.

Zu Beginn der Untersuchungen gab es nur wenige Veroffentlichungen zu dieser
Thematik, das heifdt zum Nachweis von Bifidobakterien in Frauenmilch. Das dnderte sich
erst in den letzten 4 bis 5 Jahren durch mehrere Publikationen von internationalen
Forschergruppen (2, 3, 11, 15, 16, 33, 37, 45, 57, 62).

In der vorliegenden Studie wurde bifidobakterienspezifische DNA in
Frauenmilchproben nachgewiesen und im Vergleich mit internationalen
Veroffentlichungen  eine  weitere = Methode  fiir den  Nachweis  von

bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch getestet.

5. 1. Diskussion der Ergebnisse der Vorstudie

Kulturelle Analyse

Um Bifidobakterien mit Hilfe der kulturellen Analyse in Frauenmilch nachzuweisen,
wurden im Rahmen der Vorstudie Milchproben von insgesamt 18 Probandinnen auf
bifidobakterienspezifischen Kultur-Agarplatten ausgestrichen.

Eine Kultivierung von Bifidobakterien aus Frauenmilch gelang nicht, wie in Abschnitt
4. 1. beschrieben wurde.

Es wurden vielfiltige Transportmoéglichkeiten getestet, um moglichst optimale
Bedingungen zu erreichen. Die problemlose Kultivierung von Bifidobakterien des
Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes, welche der Frauenmilch zugesetzt
wurden, zeigte, dass sowohl die gewahlten Transportmethoden, als auch die Kultur-
Agarplatten das Wachstum von Bifidobakterien in Frauenmilch erméglichten.

In diesen Fallen wurden jeweils 0,2 ml des Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™
Stammes, entsprechend einer Anzahl von 1,28 x 107 Bifidobakterien, der Frauenmilch
zugesetzt, eine Untersuchung mit geringeren Mengen erfolgte nicht. Es kann somit keine

Aussage zur Sensitivitiat der gewahlten Methode getroffen werden.
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Die 18 untersuchten Frauenmilchproben wurden im Rahmen der Vorstudie aufderdem
ohne vorherige Keimreduktion der Brustwarze oder des Warzenvorhofes abgenommen.
Es kann daher vermutet werden, dass, falls sich Bifidobakterien in einer dieser
Milchproben in geringer Anzahl befanden, die in Uberzahl vorhandenen Hautbakterien
das mogliche Wachstum dieser Bifidobakterien dominant beeinflussten.

In der Literatur sind nur wenige Arbeiten zu finden, welche die erfolgreiche
Kultivierung von Bifidobakterien auf Kultur-Agarplatten beschreiben (33, 37, 56, 57).
Die Gruppe um Martin (37) verwendete hierzu ebenfalls ein MRS-Medium (de Man,
Rogosa and Sharp; Roth, Deutschland), welches auch in der vorliegenden Studie
eingesetzt wurde. Jedoch wurde der Kultur-Agar bei Martin et al. (37) zusatzlich mit der
Aminosdure L-Cystein angereichert und die ersten Tropfen der Frauenmilch bei der
Probenabnahme verworfen, um Verunreinigungen zu minimieren. Auf diese Weise
konnten bei 8 von 23 Frauenmilchproben Bifidobakterien auf den Agarplatten
angeziichtet werden. Die oben genannten Verfahrensweisen scheinen gut geeignet zu
sein, um Bifidobakterien aus Frauenmilchproben anzuziichten und sollten daher
unbedingt in zukinftigen Studien berticksichtigt werden.

Dass Bifidobakterien schwer zu kultivieren sind, zeigt sich darin, dass mit der gleichen
Verfahrensweise, die von Martin et al. beschrieben (37) wurde, unter anderem bei Perez
et al. (45) zwei Jahre zuvor keine Kultivierung von Bifidobakterien aus Frauenmilch
gelang.

Eine weitere interessante Beobachtung hierzu wurde mit der Arbeit von Sinkiewicz und
Nordstrom (56) geliefert, in der regionale und ethnische Differenzen in der
mikrobiologischen Zusammensetzung von Frauenmilchproben beziiglich
Bifidobakterien und Laktobazillen beschrieben wurden. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten Unterschiede zwischen Frauenmilchproben aus Europa, Asien, Afrika und
Stidamerika sowie zwischen stiadtischen und ldandlichen Regionen auf. Unter anderem
zeigten Stichproben, dass z. B. in Japan und Stidkorea bei einer sehr grofden Anzahl von
Milchproben Bifidobakterien nachweisbar waren, im Gegensatz zu Stichproben aus Peru
und Danemark. Aufierdem konnte festgestellt werden, dass in landlichen Regionen
nationalititenunabhingig Milchsaurebakterien in einer grofleren Anzahl aus
Frauenmilchproben nachzuweisen waren.

Es kann daher vermutet werden, dass neben methodischen Differenzen auch regionale
und ethnische Unterschiede der Frauenmilch den kulturellen Nachweis von

Bifidobakterien beeinflussen. Trotz gleicher Verfahrensweisen erbrachten Studien aus
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Spanien von Martin et al. (37) und der Schweiz von Perez et al. (45) unterschiedliche
Ergebnisse. Andererseits konnten diese regionalen Unterschiede auch durch die
Instabilitat der Methode begriindet sein. Es sollten an dieser Stelle intensive kulturelle
Untersuchungen von Frauenmilch folgen, um die Frage zu klaren, ob die schwierige
kulturelle Anzucht der Bifidobakterien durch mangelnde Reproduzierbarkeit der
Methode oder durch regionale Unterschiede bedingt ist. Verwendet werden sollte dazu
die bisher in der Literatur als am erfolgreichsten beschriebene Methode von Martin et

al. (37).

Aufbereitung der Frauenmilchproben

Getestet wurden mit der vorliegenden Studie zwei Moglichkeiten der DNA-Extraktion,
unterschiedliche Zeitpunkte der Isolierung und verschieden grofde Milchvolumina.

Die Versuche erfolgten im Rahmen der Vorstudie nicht systematisch.

Wie die Ergebnisse in Abschnitt 4. 2. zeigten, scheint die DNA-Extraktion mittels
FastDNA® SPIN  Kit insgesamt  gilinstiger flir die Isolierung von
bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch zu sein, wobei im direkten Vergleich
mit beiden Extraktionsmethoden nur eine kleine Stichprobengréfie von
5 Frauenmilchproben untersucht wurde.

Aufierdem wurden bei den ersten Milchproben grofiere Volumina von Frauenmilch
verarbeitet als im weiteren Verlauf der Vorstudie. Das Protokoll fiir die Phenol-
Chloroform-Extraktion verlangte ein eingesetztes Volumen von 10 ml Milch. Trotzdem
konnte bifidobakterienspezifische DNA im Anschluss an die Phenol-Chloroform-
Extraktion gerade bei der Frauenmilchprobe Nummer 15 nachgewiesen werden, bei der
abnahmetechnisch bedingt nur 5 ml Milch eingesetzt werden konnte. Weitere
Untersuchungen von Frauenmilchproben, deren DNA aus geringeren Milchvolumina
mittels der Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert wurde, erfolgten nicht. Es kann daher
nicht ausgeschlossen werden, dass aus einem grofderen Volumen mit Hilfe dieser
Extraktionsmethode nur deshalb keine bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen
werden konnte, weil zuviel Material und eventuell verbleibende Inhibitoren fiir die PCR

aus der Frauenmilch diese empfindliche Nachweismethode nachhaltig beeintrachtigten

(7).
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Ein Austesten von weiteren DNA-Isolationsmethoden fiir den Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch erfolgte im Rahmen dieser Studie
nicht.

In zukiinftigen Studien konnte zum Beispiel der QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®,
Deutschland) ausprobiert werden. Dieser wurde in anderen Studien erfolgreich bei
Untersuchungen mit Frauenmilch eingesetzt, die erzielten Ergebnisse und erbrachten
Nachweise lagen deutlich tiber jenen der hier vorliegenden Studie (16, 36. 37).

Zum Beispiel konnte bei Martin et al. (37) auf der Grundlage der DNA-Extraktion mittels
des QIAamp DNA Stool Mini Kit bei 22 von 23 untersuchten Frauenmilchproben
bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden. Der weitere Verlauf der
molekularbiologischen Untersuchung inklusive verwendeter Primer und PCR-Analyse
unterschied sich ebenfalls deutlich vom Verlauf der hier vorliegenden Studie. Eine
bessere Ausbeute nur aufgrund der verwendeten Extraktionsmethode anzunehmen,
konnte zu diesem Zeitpunkt vermutet werden und miisste in folgenden Studien
eingehend untersucht sowie getestet werden.

Fir die weiteren Untersuchungen und auch fiir die Frauenmilchproben der Hauptstudie
wurde im Rahmen der hier vorliegenden Untersuchungen letztendlich die DNA-

Extraktion mittels FastDNA-* SPIN Kit gewahlt.

PCR mit den Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R

Im Verlauf der vorliegenden Studie wurde das DNA-Material von insgesamt
12 Frauenmilchproben nach der Isolation mit dem FastDNA- SPIN Kit in einer weiteren
PCR mit den fiir Bifidobakterien spezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R eingesetzt.
Fir das Programm dieser PCR wurde eine Annealing-Temperatur von 58 °C gewahlt,
nachdem eine optimale Annealing-Temperatur fiir die Primer im Vorfeld ausgetestet
wurde. Weitere Milchproben konnten nicht untersucht werden, da das DNA-Material
teilweise bereits aufgebraucht war.

Die Ergebnisse in Abschnitt 4. 6. zeigten, dass die hohere Annealing-Temperatur von
58 °C besser fiir die eingesetzten Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R geeignet ist, da bei mehr

Frauenmilchproben der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA gelang.
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Insgesamt konnte im Rahmen der Vorstudie bei 9 von 24 untersuchten
Frauenmilchproben bifidobakterienspezifische DNA durch die PCR mit den Primern
g-Bifid-R  und  g-Bifid-F = nachgewiesen = werden, @ obwohl mittels der
bifidobakterienspezifischen Kultur-Agarplatten keine Kultivierung von Bifidobakterien
gelang.

Es stellt sich erneut die Frage, wieso keine Anziichtung von Bifidobakterien aus der
Frauenmilch auf bifidobakterienspezifischen Kultur-Agarplatten moglich war, wenn
doch bifidobakterienspezifische DNA mit der PCR-Analyse nachgewiesen werden
konnte. Weiterhin stellt sich die Frage, ob in der Frauenmilch tiberhaupt Bifidobakterien
vorhanden sind oder nur deren DNA und wenn dem so ist, wie diese DNA in die
Frauenmilch gelangt.

Einige Veroffentlichungen der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass die Kultivierung
von Bifidobakterien aus Frauenmilch prinzipiell méglich ist, wenn sie sich auch, wie
oben beschrieben, schwierig gestaltet (33, 37, 56, 57).

Die Frage, wie die Bifidobakterien oder Sequenzen ihrer DNA in Frauenmilch gelangen,
ist bis zum heutigen Tag nicht hinreichend geklart.

Lange Zeit galt die Annahme, dass Bifidobakterien und Laktobazillen den kindlichen
Magen-Darm-Trakt unter anderem auf die gleiche Weise besiedeln, wie Bakterien
vaginalen Ursprungs. Nach der Geburt und der damit verbundenen oralen Besiedlung
des Neugeborenen werden die Bakterien vaginalen Ursprungs durch das Anlegen an die
miitterliche Brust auf die Brustdriise und in die Milchgange tibertragen und stellen im
Verlauf eine Quelle fiir die Besiedlung des kindlichen Magen-Darm-Trakts dar.

Dieser Annahme wurden in den letzten Jahren viele Studien gegeniibergestellt, die
belegen, dass die Frauenmilch selbst die Quelle fiir Bifidobakterien und Laktobazillen
darstellt, die den kindlichen Darm besiedeln (11, 16, 34, 35, 36, 57). In Bezug auf den
Geburtsmodus konnte kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden. Die vaginale
Entbindung scheint eine untergeordnete Rolle bei der bakteriellen Zusammensetzung
der kindlichen Darmflora zu spielen, denn auch nach Schnittentbindungen wurde eine
grofde Vielfalt von Milchsdurebakterien im kindlichen Darm gestillter Sauglinge
nachgewiesen (34, 36).

Eine weitere Theorie beziiglich der Frage, wie die Bifidobakterien bzw. Sequenzen ihrer
DNA in die Frauenmilch gelangen, wurde von der Gruppe um Perez im Jahr 2007 (45)
aufgestellt. Die Forschergruppe konnte identische Sequenzen ribosomaler DNA (rDNA)

von Bifidobakterien sowohl in Stuhlproben von Miittern und ihren gestillten Sauglingen
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nachweisen, als auch im mitterlichen Blut und in der Frauenmilch selbst. Es wurde
angenommen, dass aus der Darmflora der Mutter stammende bakterielle rDNA-
Sequenzen mittels mononukledrer Zellen des peripheren Blutes durch das miitterliche
Kreislaufsystem in die Brustdriise transportiert werden. Es wurde hier von einer
bakteriellen Translokation als einzigartiger physiologischer Prozess ausgegangen,
welcher, einer Untersuchung der gleichen Forschergruppe bei Mausen zufolge, wahrend

der Spatschwangerschaft und Stillzeit zunahm.

Zusammenfassend wiirde diese Theorie der Translokation von Perez et al. (45) den
Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilchproben erklidren, welcher
auch mit der vorliegenden Studie gelang. Nicht geklart ist weiterhin, ob auf diese Weise
auch Bifidobakterien selbst aus dem Darm der Mutter in die Brustdriise und
anschliefdend iiber die Frauenmilch in den Magen-Darm-Trakt des gestillten Sauglings
gelangen konnen.

Dass sich Bifidobakterien in der Frauenmilch befinden, wurde, wie oben aufgefiihrt, in
den letzten Jahren mehrmals bewiesen (33, 37, 56, 57), obwohl die Kultivierung aus der
Frauenmilch in der hier vorliegenden Studie nicht funktionierte.

Weitere Untersuchungen sollten folgen, um die Theorie der Translokation empirisch
und auf breiter Basis belegen zu konnen und um letztendlich die Frage zu kldren, wie

Bifidobakterien und deren DNA-Sequenzen in die Frauenmilch gelangen.

Optimierung der Versuchsabldufe

Im weiteren Verlauf der Vorstudie erfolgten Optimierungsversuche, um fiir die sich
anschliefende Hauptstudie optimale Bedingungen und Versuchsablaufe fiir den
Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilchproben mittels der
gewahlten molekularbiologischen Methode herauszufinden.

Wie die Ergebnisse im Abschnitt 4. 4. zeigten, stellte dabei der Einsatz von
Verdiinnungsreihen der Milchproben keine Optimierungsvariante dar.

Auch durch die Verwendung der fiir Bifidobakterien spezifischen Primer Bif 164-mod-f
und Bif 662-GC-r in einer PCR mit DNA-Material von 12 Frauenmilchproben, wie unter
4. 3. beschrieben, gelang kein Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA, obwohl
bei 8 dieser 12 Milchproben der Nachweis mittels der PCR mit den Primern g-Bifid-F

und g-Bifid-R im Vorfeld bereits gelungen war.
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Die an dieser Stelle der Studie eingesetzten Primer Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r
sowie das PCR-Programm wurden verwendet, wie bei Reichardt (48) nach Vornahme
von Modifikationen beschrieben. Reichardt erhielt auf diese Weise ein PCR-Produkt fiir
DNA aus Reinkulturen von Bifidobacterium longum, bifidum, infantis,
pseudocatenulatum und lactis Bb12 sowie als Nachweis von bifidobakterienspezifischer
DNA aus den Stuhlproben von Frithgeborenen.

Es wird daher insgesamt von der Annahme ausgegangen, dass die Primer Bif 164-mod-f
und Bif 662-GC-r weniger gut fiir Untersuchungen mit Frauenmilch geeignet sind, als die

Primer g-Bifid-F und g-Bifid-R.

Die Bifidobakterien des Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ Stammes, welche, wie
in Punkt 4. 7. beschrieben, 5 Frauenmilchproben zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Abnahme zugesetzt wurden, lieflen sich problemlos mit den gewahlten
molekularbiologischen Methoden sowie im Rahmen der kulturellen Analyse
nachweisen.

Dabei konnte die bifidobakterienspezifische DNA im Anschluss an beide DNA-
Extraktionsmethoden sowohl nach der Weiterverarbeitung am Entnahmetag als auch
nach einer Lagerung bei -20 °C nachgewiesen werden.

Es lasst sich somit schlussfolgern, dass die in der vorliegenden Studie gewdahlten
Methoden fiir den Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch
grundsatzlich geeignet sind. Dennoch muss an dieser Stelle konstatiert werden, dass
Untersuchungen mit weiteren Bifidobakterienstimmen und mit einer geringeren Anzahl
von zugesetzten Bakterien nicht durchgefiihrt wurden, um diese Annahme auf breiter
Basis belegen zu konnen. Verwendet wurden fiir diese Untersuchung jeweils 0,2 ml des
Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stammes, entsprechend einer Anzahl von

1,28 x 107 Bifidobakterien pro Frauenmilchprobe.

Im Rahmen der Vorstudie konnten durch die Versuche mit den Frauenmilchproben zur
Frage des Zeitpunktes und der Art der optimalen molekularbiologischen
Weiterverarbeitung keine Aussagen getroffen werden, da die Untersuchungen nicht
nach einheitlichen Kriterien erfolgten.

Um moglichst optimale Bedingungen zu erarbeiten, erfolgte exemplarisch eine
Untersuchung von Kuhmilch, der Bifidobakterien des Bifidobacterium infantis ATCC®

15702™ Stammes zugesetzt wurden, wie in Abschnitt 4. 8. aufgefiihrt.
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Die Ergebnisse zeigten, dass bifidobakterienspezifische DNA bevorzugt bei den
Frauenmilchproben nachweisbar war, die vor der molekularbiologischen
Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert wurden. Diese Beobachtung wiirde sich mit einer
physikalischen Methode des Zellaufschlusses erkliren lassen (25). Bei dieser
Zellaufschlussmethode wird durch thermische Verdnderungen, wie durch Einfrieren
und anschliefiendes Auftauen von Suspensionen erreicht, dass die entstehenden
Eiskristalle den Druck in der Zelle erhéhen und ein Aufplatzen der Zellmembran
bewirken. Dementsprechend wiirde eine Lagerung der Milchproben bei -20 °C vor der
eigentlichen DNA-Extraktion die Ausbeute von DNA-Material erhohen kénnen.

Flr den Ablauf der sich anschliefenden Hauptstudie wurde die Aufbereitungsmethode
des FastDNA- SPIN Kit gewahlt, da gleich gute Ergebnisse erzielt wurden und diese
Methode weniger aufwendig durchzufithren war. Weiterhin wurde eine Lagerung der
Milchproben bei -20 °C vor der Weiterverarbeitung angestrebt, weil auf diese Weise

zusatzlich ein physikalischer Zellaufschluss initiiert werden konnte.

Klonierung und Sequenzierung

Durch die Ergebnisse der Klonierung und anschliefienden Sequenzierung, wie in
Abschnitt 4. 9. beschrieben, kann festgehalten werden, dass mittels der PCR mit den
gewahlten Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R eindeutig bifidobakterienspezifische DNA in
Frauenmilch nachgewiesen wurde.

Die 3 Frauenmilchproben sowie der Bifidobacterium infantis ATCC® 15702™ Stamm
konnten zu 99-100% der Spezies der Bifidobakterien zugeordnet werden. Die
exemplarische Sequenzierung der Plasmid-DNA dieser Proben diente somit als
Bestatigung der gewahlten molekularbiologischen Methode.

Flr eine eindeutige Zuordnung der Probe 8 zu einer Subspezies ware vermutlich eine
langere Sequenz oder eine Wiederholung der Klonierung und Sequenzierung mit
spezifischeren Primern notig gewesen, welche an dieser Stelle jedoch nicht durchgefiihrt

wurde.
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In der Literatur sind neben dem eigentlichen Nachweis von Bifidobakterien und
bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilch auch einige Studien zu finden, die tiber
die nachgewiesenen Subspezies berichten:

Martin et al. konnten 2009 (37) aus Frauenmilchproben Bifidobacterium breve,
adolescentis und bifidum isolieren. Der Gruppe um Gueimonde (16) gelang die Isolation
von Bifidobacterium longum inklusive der Untergruppe Bifidobacterium infantis aus
allen positiv getesteten Frauenmilchproben. Weiterhin konnten Bifidobacterium
animalis, bifidlum wund catenulatum nachgewiesen werden sowie vereinzelt
Bifidobacterium adolescentis und breve. Perez et al. wiesen 2007 (45) Bifidobacterium
longum in Frauenmilchproben nach. Alp und Aslim (2) gelang der Nachweis von
Bifidobacterium bifidum, breve, longum und pseudocatenulatum aus Frauenmilch.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie gliedern sich in diese Nachweisreihen von
Bifidobakterien-DNA aus Frauenmilchproben ein. Zusitzlich konnte DNA des
Bifidobacterium angulatum in Frauenmilch nachgewiesen werden.

Es erfolgte im weiteren Verlauf der vorliegenden Studien keine erneute Klonierung und
Sequenzierung der tiibrigen positiven Nachweise von bifidobakterienspezifischer DNA
aus Frauenmilchproben. In Hinblick auf die in der vorliegenden Studie nachgewiesene
DNA des Bifidobacterium angulatum, welches in der Literatur noch nicht beschrieben
wurde, sollten in zukiinftigen Studien alle erbrachten Nachweise weiter untersucht
werden, um den Wissensstand liber die Subspezies der Bifidobakterien in Frauenmilch

Zu erweitern.
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5. 2. Diskussion der Ergebnisse der Hauptstudie

Auf der Grundlage der Ergebnisse der oben aufgefiihrten Vorstudie erfolgte im
Anschluss eine strukturierte und einheitliche Untersuchung von Frauenmilchproben im
Rahmen einer Hauptstudie.

Die bei dieser Hauptstudie untersuchten Frauenmilchproben von insgesamt
11 Probandinnen wurden unmittelbar nach ihrer Abnahme bei -20 °C gelagert. Auf diese
Weise war es moglich, den Transport und die molekularbiologische Weiterverarbeitung
aller Milchproben unter einheitlichen Bedingungen erfolgen zu lassen. Unterschiede und
Abweichungen bei der Weiterverarbeitung konnten so minimiert werden.

Eine kulturelle Analyse der Milchproben wurde nicht durchgefiihrt, da eine Kultivierung
von Bifidobakterien mit den gewdahlten Methoden im Rahmen der Vorstudie nicht

gelungen war.

Aufbereitung der Frauenmilchproben

Nach Aufbereitung der insgesamt 66 Frauenmilchproben mit dem FastDNA+® SPIN Kit
erfolgte eine Bestimmung der DNA-Konzentrationen aller Frauenmilchproben, welche
eine grofde Spannweite zeigten, wie in Abschnitt 4. 10. aufgezeigt wurde.

Damit wurden auf der einen Seite die Anforderungen des Herstellers der bei der PCR
eingesetzten Taq-Polymerase erfiillt, welche eine Templatemenge von 10 pg bis 1000 ng
voraussetzt, um optimal zu arbeiten. Andererseits wurde fiir den PCR-Reaktionsansatz
unabhéangig von der DNA-Konzentration jeweils genau 1 ul der gewonnenen DNA pro
Milchprobe eingesetzt und damit bei den meisten Proben eine relativ geringe DNA-
Menge verwendet.

Es wird vermutet, dass die Verwendung einer definierten Templatemenge von
beispielsweise 500 ng pro Probe zur Stabilitit der Methode beigetragen und
moglicherweise eine bessere Ausbeute erbracht hatte.

Weiterhin ist auffillig, dass auch bei dem als Positivkontrolle eingesetzten
Bifidobacterium infantis ATCC* 15702™ nur eine DNA-Konzentration von 23,99 ng/ul
gemessen werden konnte. Es zeigte sich, bezogen auf die DNA-Konzentrationen, nur
eine geringe Ausbeute von DNA durch die Extraktion mit dem FastDNA- SPIN Kit,
sowohl bei den Frauenmilchproben als auch bei dem angeziichteten

Bifidobakterienstamm.
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Ein diesbeziiglicher Vergleich mit der in der Vorstudie ebenfalls angewendeten Phenol-
Chloroform DNA-Extraktion war nicht méglich, da im Anschluss an diese
Extraktionsmethode keine Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte. Die Ausbeute
dieser Methode lag, gemessen an den erbrachten Nachweisen im Rahmen der Vorstudie,
noch niedriger als bei der Extraktion mittels FastDNA® SPIN Kit, wie oben bereits
erwahnt.

In internationalen Veroffentlichungen lagen die Ergebnisse und erbrachten Nachweise
unter Verwendung des QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®, Deutschland) deutlich
liber denen der hier vorgestellten Studie (16, 36, 37). Natiirlich unterschied sich auch
die weitere molekularbiologische Analyse dieser Studien von der hier vorliegenden und
eine bessere Ausbeute lediglich aufgrund der verwendeten Extraktionsmethode kann
nur vermutet werden. In zukiinftigen Studien sollte daher im Vorfeld der QlAamp DNA
Stool Mini Kit an Frauenmilch und geziichteten Bifidobakterienstimmen getestet und
anhand der DNA-Konzentration mit dem FastDNA- SPIN Kit verglichen werden, um die
Ausbeute und perspektivisch auch die Ergebnisse der verwendeten Methode zu

verbessern.

Abnahmebedingungen

Die Milchproben zur Durchfiihrung der Hauptstudie wurden, um Verunreinigungen zu
minimieren, mit sterilisierten Hand-Brustpumpen abgenommen, unabhingig vom
Zeitpunkt des letzten Stillens und ohne das Verwerfen der Vormilch. Es ist anzunehmen,
dass, wenn die erste Milchportion verworfen worden ware, Verunreinigungen durch
Hautkeime noch weiter hidtten minimiert werden kénnen. Da aber in den ersten Tagen
nach der Entbindung teilweise nur sehr geringe Milchvolumina zur Verfiigung stehen,
war dies meist nicht moglich. Es wurde daher im Rahmen dieser Studie die erste
Milchportion durchgangig nicht verworfen.

In zukiinftigen Studien sollte, um in diesem Punkt Verbesserungen zu erzielen, darauf
geachtet werden, dass die Probenentnahme nach einem maoglichst langen Abstand zum
letzten Stillen erfolgt und die erste Milchportion bzw. wenigstens die ersten
Milchtropfen verworfen werden. Auf diese Weise wiirde die Anzahl der Hautbakterien,
die sich gegebenenfalls auch in den Brustdriisengiangen befinden, minimiert werden.

In der Studie von Martin et al. (37) wurde dhnlich verfahren. Die Milchproben wurden

hier per Hand mit sterilen Handschuhen abgenommen, nach einer Sdauberung der
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Brustwarze und des Warzenhofes mit sterilem Wasser und Seife. Es wurde beschrieben,
dass jeweils die ersten Tropfen verworfen wurden, entsprechend einer Menge von
ca. 500 ul.

Die Verfahren sollten in zukiinftigen Studien kombiniert werden, da durch den Einsatz
der sterilisierten Hand-Brustpumpen wesentlich mehr Milch, vor allem in den ersten

Tagen postpartal, gewonnen werden kann.

Vergleich der Abnahmezeitpunkte

Die Abnahme der Frauenmilchproben fiir die Hauptstudie erfolgte bei jeder Probandin
zu drei definierten Zeitpunkten, am 2. Tag (+ 2), am 10. Tag (= 2) und am 18. Tag (+ 2)
nach der Entbindung.

Wie in Abschnitt 4. 10. beschrieben, konnte im Rahmen des ersten Abnahmetermins nur
ein einziges Mal bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden, bei Probandin
VIII am 3. Tag nach der Entbindung, aus der Milchprobe der rechten Brust.

Damit gelang der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA mit der vorliegenden
Studie zu einem sehr frithen Zeitpunkt postpartal.

In der Untersuchung von Martin et al. aus dem Jahr 2009 (37) konnte am 4. Tag nach der
Entbindung bifidobakterienspezifische DNA in Frauenmilch nachgewiesen werden und
zwar als bisher zeitigster in der Literatur aufgefiihrter Nachweis postpartal. Zusatzlich
gelang dieser Forschergruppe auch die in der Literatur erstmalige Beschreibung des
kulturellen Nachweises von Bifidobakterien aus Frauenmilchproben auf Kultur-
Agarplatten, abgenommen zwischen dem 4. und 7. Tag nach der Entbindung.

Bei den Frauenmilchproben der vorliegenden Studie, die im Rahmen des zweiten
Abnahmetermins untersucht wurden, gelang ebenfalls nur einmal der Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA, bei Probandin X am 10. Tag nach der Entbindung, aus
der Milchprobe der linken Brust.

Im weiteren Verlauf konnte weder bei Probandin VIII noch bei Probandin X aus einer
weiteren Milchprobe bifidobakterienspezifische DNA isoliert werden. Aufserdem gelang
bei diesen beiden Probandinnen der Nachweis auch nur aus der Milchprobe einer Brust
des jeweiligen Abnahmetages.

Im Rahmen des dritten Abnahmetermins konnte bei insgesamt 3 Frauenmilchproben

bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden, bei Probandin VII am 17. Tag
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postpartal, aus der Milchprobe der rechten Brust sowie bei Probandin III am 19. Tag
nach der Entbindung, aus den Frauenmilchproben beider Seiten.

Es gelang somit nur ein einziges Mal der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA
bei mehr als einer untersuchten Milchprobe einer Probandin und nur einmal aus beiden

Milchproben eines Abnahmetages.

Insgesamt konnte am 1. und am 2. Abnahmetermin bei nur jeweils einer der
22 untersuchten Frauenmilchproben bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen
werden.

Am 3. Abnahmetag gelang der Nachweis bei 3 Proben von insgesamt 2 Probandinnen.

Es ist anzunehmen, dass zum Zeitpunkt des 3. Abnahmetermins, vom 16.-20. Tag nach
der Entbindung, mehr bifidobakterienspezifische DNA in Frauenmilch zu finden ist, als
zu fritheren Zeitpunkten. Bei keiner der beiden Probandinnen vom 3. Abnahmetermin
liefd sich bifidobakterienspezifische DNA am 1. oder 2. Abnahmetermin nachweisen.
Demgegeniiber steht die Tatsache, dass der Nachweis bei 2 Probandinnen nur jeweils
einmal, am 3. Tag bzw. am 10. Tag postpartal gelang und danach im Verlauf nicht mehr,
obwohl am 3. Abnahmetermin insgesamt deutlich mehr Proben positiv getestet wurden
als vorher.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist es durch Untersuchungen von Stuhlproben
wissenschaftlich belegt, dass bei gestillten Kindern mit zunehmendem Abstand zur
Entbindung der Anteil von Bifidobakterien in der Darmflora ansteigt. Nachdem in den
ersten Lebenstagen postnatal Enterokokken und Streptokokken in der
mikrobiologischen Darmflora der Neugeborenen iiberwiegen, sind ab dem
10. Lebenstag Bifidobakterien als dominante Spezies der Darmflora in Stuhlproben
frauenmilcherndhrter Kinder nachweisbar, gefolgt von Streptokokken, Laktobazillen
und Enterokokken (2, 17, 26, 57).

Es wird grundsatzlich, wie bereits weiter oben beschrieben, vermutet, dass die in dieser
Studie  gewadhlte molekularbiologische Methode fiir den Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch zu wenig sensibel oder auch zu
unspezifisch ist. Auf der einen Seite kdnnen die oben genannten Ergebnisse anderer
Untersuchungen beziiglich der Zunahme von Bifidobakterien im Stuhl gestillter
Sauglinge im Laufe der Zeit postnatal und auch die wachsenden Nachweise von
bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilchproben mit den vorliegenden

Ergebnissen nicht untermauert werden. Andererseits konnte in anderen Studien und
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Veroffentlichungen bifidobakterienspezifische DNA aus Frauenmilchproben mit einer
deutlich h6heren Anzahl nachgewiesen werden.

Die Gruppe um Martin konnte beispielsweise 2009 (37) bei 22 von 23
Frauenmilchproben mittels einer nested-PCR mit den Primern Im3 und Im26 sowie den
Primern Bif164-F und Bif662-R bifidobakterienspezifische DNA nachweisen. Zusatzlich
konnten bei 8 von 23 untersuchten Frauenmilchproben Bifidobakterien mittels der
kulturellen Analyse identifiziert werden. Gueimonde et al. gelang der Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA mit Hilfe einer PCR im Anschluss an die DNA-
Extraktion mittels des QIAamp DNA Stool Mini Kit von Qiagen bei 17 von 20
Milchproben (16).

Obwohl zu bedenken ist, dass mit der vorliegenden Studie nur eine kleine Stichprobe
untersucht wurde, so sind im Vergleich mit internationalen Untersuchungen andere
Ergebnisse zu konstatieren, wie auch statistisch in Abschnitt 4. 11. kurz aufgezeigt
wurde.  Zukiinftige Studien sollten sich daher beim Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch an den Methoden oben genannter
Studien orientieren. Wie bereits beschrieben, sollte die DNA-Extraktion mittels QlAamp
DNA Stool Mini Kit im Vergleich mit dem FastDNA- SPIN Kit getestet werden. Weiterhin
bieten sich die bei Martin et al. (37) beschriebenen Bedingungen fiir die PCR an.
Zusatzlich  sollten die  Abnahmebedingungen bei der Gewinnung der

Frauenmilchproben, wie oben erwadhnt, im Vorfeld optimiert werden.

Auswirkungen der Reinigung vor der Abnahme

Bei den Probandinnen der vorliegenden Studie erfolgte an jedem Abnahmetag eine
Entnahme von Frauenmilch aus der linken, unbehandelten Brust sowie aus der rechten,
vorher mit sterilem Aqua gereinigten Brust. Auf diese Weise sollte eine Reduktion der
Hautkeime jeweils einer Frauenmilchprobe erreicht werden, um zu untersuchen, ob sich
dieses auf den Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA auswirkt.

Wie die Ergebnisse in Abschnitt 4. 10. zeigten, lief3 sich ein Unterschied durch eine
Reinigung der Brustwarze und des Warzenhofes vor der Abnahme in der vorliegenden
Studie nicht erkennen.

Bei den Milchproben, die nach einer Keimreduktion mittels Wasser gewonnen wurden,

lieff sich in einer geringen Prozentzahl mehr bifidobakterienspezifische DNA
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nachweisen. Jedoch ist die Anzahl der an dieser Stelle zu vergleichenden Daten zu
gering, als dass ein sich abzeichnender Trend beschrieben werden kénnte.

Dieser Teil der Studie sollte nach dem Austesten einer sensitiveren
molekularbiologischen Nachweismethode wiederholt werden.

Theoretisch wird bei dieser Untersuchung kein Unterschied im Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA durch eine Reduktion der Hautkeime erwartet. In den
letzten Jahren wurden mehrere Studien veroffentlicht, die belegen, dass die Frauenmilch
selbst die Quelle fiir die Bifidobakterien und Laktobazillen darstellt, die den kindlichen
Magen-Darm-Trakt postnatal besiedeln (11, 16, 34, 35, 36, 57), wenn auch weiterhin
noch nicht hinreichend erkliart ist, wie die Bifidobakterien und deren DNA in die
Frauenmilch gelangen.

Interessant ist aber trotzdem die Frage, ob eine verminderte Anzahl von Hautbakterien
den Nachweis und das Wachstum der empfindlichen Bifidobakterien begiinstigen
wiirde, wenn davon ausgegangen wird, dass eine Uberzahl der Hautbakterien das
Wachstum von Bifidobakterien eventuell negativ beeintrachtigt.

Es muss aber auch in dieser Frage in Anbetracht der nicht als sensitiv genug erachteten

Methode auf zukiinftige Studien verwiesen werden.

Ermittlung der unteren Nachweisgrenze

Es wurde mit einer Verdiinnungsreihe des Bifidobacterium infantis ATCC- 15702™
Stammes gearbeitet, um die untere Nachweisgrenze der in dieser Studie verwendeten
Methode zu ermitteln. Wie in Abschnitt 4. 12. beschrieben, liegt die untere
Nachweisgrenze, beeinflusst durch die Extraktionsmethode, die PCR und die Agarose-
Gelelektrophorese, sehr hoch, was bereits im Vorfeld mehrmals vermutet wurde.

Da davon auszugehen ist, dass die Frauenmilchproben deutlich geringere Mengen an
bifidobakterienspezifischer DNA enthalten, als der an dieser Stelle getestete Reinstamm,
ist es nicht verwunderlich, dass nur bei 5 von 66 Milchproben der Hauptstudie auf diese
Weise bifidobakterienspezifische DNA nachzuweisen war.

Es lasst sich vermuten, auch in Hinblick auf die hoheren Nachweisquoten anderer
Studien (16, 37), dass sich in deutlich mehr Frauenmilchproben der vorliegenden Studie
bifidobakterienspezifische DNA befand und méglicherweise mit sensitiveren Methoden

auch hatte nachgewiesen werden kdénnen.
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In nachfolgenden Studien sollte daher bereits zu Beginn der Untersuchung und nach
dem Austesten verschiedener Optimierungsmoéglichkeiten fiir die DNA-Extraktion und
PCR-Analyse die untere Nachweisgrenze durch Verdiinnungsreihen mehrerer
Reinstimmen ermittelt werden. Auf diese Weise konnten die Methoden weiter
angepasst werden.

Wahrend der vorliegenden Studie konnten diese Erkenntnisse zwar gewonnen, aus

ressourcentechnischen Griinden aber nicht mehr umgesetzt werden.

PCR mit der omnitaq-OLS:-DNA-Polymerase

Am Ende der Untersuchungen der Hauptstudie wurde ein Set der Firma OLS® OMNI Life
Science GmbH (Deutschland) getestet, welches zur Amplifikation von GC-reichen DNA-
Templates entwickelt wurde. Die zu den Actinomyceten zdhlenden Bifidobakterien
gehoren zu einer Gruppe von grampositiven Bakterien, die sich durch einen hohen
Anteil von Guanin und Cytosin DNA-Basen (GC-reich) in ihrem DNA-Molekiil
auszeichnen (6, 28).

Wie die Ergebnisse in Abschnitt 4. 13. zeigen, konnte mit der omnitaq-OLS*-DNA-
Polymerase aus dem Material einer Probandin bifidobakterienspezifische DNA
nachgewiesen werden, obwohl diese Probe im Vorfeld negativ getestet wurde.

Es bestdtigt sich somit erneut die Annahme, dass die in der vorliegenden Studie
getesteten molekularbiologischen Methoden zu wenig sensitiv fiir den Nachweis von
bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch sind.

Der Einsatz der omnitaq-OLS’-DNA-Polymerase wurde am Ende der vorliegenden
Hauptstudie stichprobenartig durchgefiihrt und konnte an dieser Stelle nicht fiir die
gesamte Studie umgesetzt werden.

Fir zukinftige Untersuchungen mit Frauenmilchproben koénnten anhand der
vorliegenden Daten optimale Bedingungen fiir die omnitaq- OLS*-DNA-Polymerase
eruiert werden, um diese anstatt der Tag-Polymerase von Invitrogen™ in der PCR mit
den fiir Bifidobakterien spezifischen Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R einzusetzen.

Diese Erkenntnisse konnten dann mit denen im Vorfeld aufgefithrten und weiter oben
beschriebenen Optimierungen kombiniert bei zukiinftigen Untersuchungen von

Frauenmilchproben angewendet werden.
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6. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Studie gelang der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA
aus Frauenmilchproben. Dabei wurde im Vergleich mit internationalen Studien eine
weitere molekularbiologische Methode getestet.

Trotz einer geringen Stichprobenzahl kniipft die vorliegende Studie dabei an die
Ergebnisse und Beobachtungen der internationalen Studien an:

Erstens ist eine Kultivierung von Bifidobakterien aus Frauenmilchproben auf Kultur-
Agarplatten schwierig und gelang bisher nur wenigen Forschergruppen (33, 37, 56, 57).
In der vorliegenden Studie gelang keine Kultivierung von Bifidobakterien.

Zweitens ist bifidobakterienspezifische DNA in Frauenmilch vorhanden und lasst sich
mit geeigneten molekulargenetischen Methoden nachweisen. Eine Minimierung der
Hautkeime der Brustwarze und des Warzenvorhofes vor der Gewinnung der Milchprobe
hat keine Auswirkung auf den Nachweis, da die Frauenmilch selbst die Quelle fiir die
Bifidobakterien und deren DNA darstellt, die den kindlichen Magen-Darm-Trakt
besiedeln (11, 16, 34, 35, 36, 57).

Schliefdlich sind Bifidobakterien und bifidobakterienspezifische DNA bereits wenige
Tage postpartal in Frauenmilch nachweisbar, bei Martin et al. gelang der Nachweis am
4. Tag nach der Entbindung (37). In der vorliegenden Studie gelang bereits am 3. Tag
postpartal der Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA aus einer

Frauenmilchprobe.

Im Vergleich mit den Ergebnissen internationaler Studien ist die in der vorliegenden
Studie verwendete molekularbiologische Methode offenbar zu wenig sensitiv fiir den
Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilchproben, die verwendete
kulturelle Methode ist gar nicht geeignet.

Im Rahmen der vorliegenden Vorstudie konnte bei 9 von 24 Probandinnen (37,5%)
bifidobakterienspezifische DNA nachgewiesen werden, in der Hauptstudie bei 4 von 11
untersuchten Probandinnen (36,4%). Insgesamt wurden Frauenmilchproben von
35 Probandinnen untersucht, bei 13 Probandinnen (37,1%) gelang ein Nachweis von

bifidobakterienspezifischer DNA aus den untersuchten Milchproben.
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Flr zukiinftige Studien wurden in der Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse
einige Optimierungsansatze formuliert.

Fir die kulturelle Analyse sollten die ersten Milchtropfen nach einer Reinigung der
Brustwarze verworfen werden, die Abnahme sollte moglichst mit einer sterilen Hand-
Brustpumpe erfolgen. Die Verwendung eines MRS-Mediums, angereichert mit L-Cystein
wie bei Martin et al. (37) beschrieben, hat sich als giinstige Bedingung fiir die
erfolgreiche Kultivierung von Bifidobakterien erwiesen.

Zur DNA-Extraktion sollten mehrere Methoden getestet werden, unter anderem der
QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®, Deutschland). Anschliefiend empfiehlt es sich, in
oben genannter PCR die Taqg-Polymerase mit Pufferset der Firma OLS® OMNI Life Science

GmbH (Deutschland) einzusetzen sowie weitere Primer anderer Studien zu testen.

Auf diese Weise konnten die Ergebnisse und Erkenntnisse der vorliegenden Studie als
methodenkritische Ansdtze fiir zukiinftige Untersuchungen von Frauenmilchproben

gewertet werden.
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Thesen zur Dissertation

[. Die mikrobiologische Besiedlung des Magen-Darm-Trakts Neugeborener unter und
nach der Geburt ist initial hauptsachlich vom Geburtsmodus und der Umwelt abhangig.

Im weiteren Verlauf spielt die Art der Erndhrung eine entscheidende Rolle.

II. Bei der Erndhrung mit Frauenmilch bildet sich im Darm der gestillten Sauglinge in
den ersten zwei Lebenswochen eine dominierende Flora aus, die sich zu liber 95% aus

Bifidobakterien zusammensetzt.

[II. Im Laufe der letzten Jahre wurden, parallel zu den Untersuchungen der hier
vorliegenden Studie, die ersten Arbeiten verodffentlicht, die Bifidobakterien und

bifidobakterienspezifische DNA in Frauenmilch nachweisen konnten.

IV. Es konnte gezeigt werden, dass die Frauenmilch selbst die Quelle fiir Laktobazillen
und Bifidobakterien darstellt, die den kindlichen Magen-Darm-Trakt postnatal

besiedeln.

V. Mit der vorliegenden Studie konnte bestdtigt werden, dass eine Kultivierung von
Bifidobakterien aus Frauenmilch auf Kultur-Agarplatten schwierig und nicht immer

erfolgreich ist.

VI. Kulturunabhangige Methoden wie die Polymerase-Kettenreaktion mit dem Einsatz
der Primer g-Bifid-F und g-Bifid R sind geeignet, um bifidobakterienspezifische DNA in

Frauenmilchproben nachzuweisen.

VII. Bifidobakterienspezifische DNA lasst sich bereits in der frithen Laktationsperiode

nachweisen.

VIII. Die Annahme, dass mit zunehmendem Abstand zur Entbindung der Anteil von

bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilch zunimmt, konnte nicht belegt werden.
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[X. Eine Reinigung der Brustwarze und des Warzenvorhofes mit sterilem Aqua vor der
Abnahme der Frauenmilch hat nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie keinen

Einfluss auf den Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA.

X. In internationalen Studien und Veroéffentlichungen der letzten 4 - 5 Jahre wurde
bifidobakterienspezifische DNA aus Frauenmilchproben auf der Grundlage von anderen
molekularbiologischen Methoden mit einer deutlich hoheren Anzahl als in der

vorliegenden Studie nachgewiesen.

XI. Die in der vorliegenden Studie getestete DNA-Isolationsmethode und die sich
anschliefdende Polymerase-Kettenreaktion ist als molekularbiologische Methode zu

wenig sensitiv fiir den Nachweis von bifidobakterienspezifischer DNA aus Frauenmilch.

XII. Unter dem Vorbehalt einer kleinen Stichprobe kniipfen die Nachweise von
bifidobakterienspezifischer DNA in Frauenmilch an die Ergebnisse und Beobachtungen

internationaler Studien an.
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pdf)



Tabelle 2:
Auflistung der Abnahmetage Frauenmilchproben Vorstudie
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Probandin Entbindungstag Probenabnahme Tag postpartal

1 22.11.2006 13.12.2006 21.Tag

2 20.01.2007 24.01.2007 4. Tag

3 19.01.2007 24.01.2007 5.Tag

4 17.02.2007 20.02.2007 3.Tag

5 15.02.2007 20.02.2007 5.Tag

6 07.02.2007 20.02.2007 13. Tag

7 27.01.2007 20.02.2007 24.Tag

8 02.03.2007 06.03.2007 4. Tag

9 27.02.2007 06.03.2007 7.Tag

10 08.03.2007 13.03.2007 5.Tag

11 24.03.2007 28.03.2007 4. Tag

12 24.03.2007 28.03.2007 4. Tag

13 23.03.2007 28.03.2007 5.Tag

14 10.01.2007 11.04.2007 91. Tag

15 10.03.2007 11.04.2007 32.Tag

16 28.06.2007 04.07.2007 6. Tag

17 28.06.2007 04.07.2007 6. Tag

18 28.06.2007 04.07.2007 6. Tag

19 05.07.2007 11.07.2007 6. Tag

20 07.07.2007 11.07.2007 4. Tag

21 07.07.2007 11.07.2007 4. Tag

22 05.08.2007 08.08.2007 3.Tag

23 04.08.2007 08.08.2007 4. Tag

24 01.08.2007 08.08.2007 7.Tag

Tabelle 3:

Uberblick Frauenmilchproben Vorstudie

Probe Entnahmetag | Portion Transport | Kultur Keimzahl/ml | Verarbeitung | Extraktion

1 21. 10 ml K 1 3,6 x103 Entnahmetag | P/C

2 4. 10 ml MP, K 1 1,6 x 105 Lagerung P/C

3 5. 10 ml MP, K 1 - Lagerung P/C

4 3. 7 ml MP, K 2 1,8x10° Lagerung P/C

5 5. 10 ml MP, K 2 2x10% Lagerung P/C

6 13. 10 ml MP, K 2 3x105 Lagerung P/C

7 24. 10 ml MP, K 2 1,6 x 104 Lagerung P/C
10 ml MP, K - - Lagerung Kit

8 4. 10 ml MP, K, A 2 7,5x105 Lagerung P/C
4 ml MP, K, A - - Lagerung Kit

9 7. 10 ml MP, K, A 2 6,5x105 Lagerung P/C
3 ml MP, K, A - - Lagerung Kit

10 5. 8 ml MP, K, A 2 4,2 x 104 Lagerung P/C

11 4. 4 ml MP, K 2 2,7 x 104 Lagerung Kit

12 4. 13 ml MP, K 2 4,5 x 104 Lagerung Kit

13 5. 5 ml MP, K 2 6,5x103 Lagerung Kit
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14 91. 7,5 ml MP, K, A 2 2x103 Entnahmetag | P/C
7,5 ml MP, K, A - - Lagerung P/C
7,5 ml MP, K, A - - Entnahmetag | Kit
15 32. 5 ml MP, K, A 2 1,7 x 104 Entnahmetag | P/C
5ml MP, K, A - - Lagerung P/C
5 ml MP, K, A - - Entnahmetag | Kit
16 6. 15 ml MP, A - - Entnahmetag | Kit
17 6. 10 ml MP, A - - Entnahmetag | Kit
2ml MP, A - - Lagerung Kit
18 6. 15 ml MP, A - - Entnahmetag | Kit
2ml MP, A - - Lagerung Kit
19 6. 1 ml MP, K, A - - Lagerung Kit
3 ml MP, K, A - - Lagerung Kit
20 4. 1 ml MP, K, A - - Lagerung Kit
3 ml MP, K, A - - Lagerung Kit
21 4. 1 ml MP, KA - - Lagerung Kit
3 ml MP, K, A - - Lagerung Kit
22 3. 1 ml MP,K,A,D 3 1,6 x 104 Entnahmetag | Kit
3 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
5 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
23 4. 1 ml MP,K,A,D 3 1,4x 105 Entnahmetag | Kit
3 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
5 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
24 7. 1 ml MP,K,A,D 3 56x103 Entnahmetag | Kit
3 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
5 ml MP,K,A,D - - Entnahmetag | Kit
Legende
Probe: Frauenmilchprobe, laufende Nummerierung
Entnahmetag: Tag der Abnahme postpartal
Portion: eingesetzte Milchmenge in ml, gegebenenfalls mehrere Portionen
Transport: Bedingungen wihrend des Transportes ins Labor

MP - Abnahme erfolgte mit Milchpumpe; K - gekiihlter Transport;

A - Transport unter anaeroben Bedingungen mittels eines chemischen
Anaerobiersystems (AnaeroGen™ Oxoid, GB) im Anaerobengefafs;

D - abgedunkelter Transport

Kultur: kulturelle Analyse mit Kultur - Agarplatten
1 - Columbia Blutagar, BSM und Rogosa
2 - Columbia Blutagar, BSM und MRS
3 - Columbia Blutagar, MRS und Rogosa

Keimzahl: ermittelte Gesamtkeimzahl mittels Columbia Blutagar
Verarbeitung: molekularbiologische Weiterverarbeitung
Entnahmetag - Weiterverarbeitung am Entnahmetag innerhalb von 2 Stunden

Lagerung - Weiterverarbeitung nach der Lagerung bei -20 °C fiir einige Tage

Extraktion: DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (P/C) oder
FastDNA® SPIN Kit (Kit)
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Auflistung der Abnahmetage Frauenmilchproben Hauptstudie

Probandin Entbindungstag | Abarmene | 2 Abnahmetag | 3 Abnabmetag
I 09.10.2007 12.10.2007 21.10.2007 26.10.2007
11 14.10.2007 18.10.2007 26.10.2007 02.11.2007
111 18.10.2007 20.10.2007 29.10.2007 06.11.2007
W% 18.10.2007 21.10.2007 29.10.2007 06.11.2007
\ 21.10.2007 24.10.2007 30.10.2007 08.11.2007
VI 23.10.2007 26.10.2007 01.11.2007 09.11.2007
VII 24.10.2007 27.10.2007 02.11.2007 10.11.2007
VIII 24.10.2007 27.10.2007 03.11.2007 10.11.2007
IX 24.10.2007 28.10.2007 03.11.2007 10.11.2007
X 25.10.2007 28.10.2007 04.11.2007 12.11.2007
XI 25.10.2007 28.10.2007 06.11.2007 12.11.2007
Tabelle 6:

Auflistung der Abnahmetage (postpartal) Frauenmilchproben Hauptstudie

Probandin 1. Probenentnahme 2. Probenentnahme 3. Probenentnahme
I 3.Tag 12. Tag 17.Tag
II 4. Tag 12. Tag 19. Tag
I11 2.Tag 11.Tag 19. Tag
1\ 3. Tag 11. Tag 19. Tag
\Y 3.Tag 9. Tag 18. Tag
VI 3.Tag 9. Tag 17.Tag
VII 3.Tag 9. Tag 17.Tag
VIII 3.Tag 10. Tag 17. Tag
IX 4. Tag 10. Tag 17.Tag
X 3.Tag 10. Tag 18. Tag
XI 3.Tag 12.Tag 18. Tag




Tabelle 7:

Nummerierung der Frauenmilchproben Hauptstudie

Legende:

1.-68.
[-1X
1,2,3
links
rechts

1.11 links
2.12 links
3.13links

4.11 rechts
5.12 rechts
6.1 3 rechts

19.1V 1 links
20.1V 2 links
21.1V 3 links

22.1V 1 rechts
23.1V 2 rechts
24.1V 3 rechts

37.VII 1 links
38. VII 2 links
39. VII 3 links

40. VII 1 rechts
41. VII 2 rechts
472.VII 3 rechts

55.X 1 links
56.X 2 links
57.X 3 links

58. X 1 rechts
59. X 2 rechts
60. X 3 rechts

&9

laufende Nummerierung der Proben inklusive Positivkontrollen

Probandinnen

Abnahmetermine 1, 2, 3

linke Brust
rechte Brust

7.111 links
8.1I 2 links
9.1I 3 links

10.11 1 rechts
11.11 2 rechts
12.11 3 rechts

25.V 1 links
26.V 2 links
27.V 3 links

28.V 1 rechts
29.V 2 rechts
30.V 3 rechts

43. VIII 1 links
44, VIII 2 links
45. VIII 3 links

46. VIII 1 rechts
47.VIII 2 rechts
48. VIII 3 rechts

61.XI 1 links
62. XI 2 links
63. XI 3 links

64. X1 1 rechts
65. XI 2 rechts
66. XI 3 rechts

13.
14.
15.

16.
17.
18.

31.
32.
33.

34.
35.
36.

49,
50.
51.

52.
53.
54.

67.
68.

III 1 links
III 2 links
III 3 links

III 1 rechts
III 2 rechts
III 3 rechts

VI 1 links
VI 2 links
VI 3 links

VI 1 rechts
VI 2 rechts
VI 3 rechts

IX 1 links
IX 2 links
IX 3 links

IX 1 rechts
IX 2 rechts
[X 3 rechts

Bif. infantis
Bif. infantis



Tabelle 9:

Ubersicht der durchgefiihrten Polymerase-Kettenreaktionen

Probennummer Portion II. II1.
1 10 ml 0 0
2 10 ml 0 0
3 10 ml 0 0
4 7 ml 0 0
5 10 ml 0 0
6 10 ml 0 0
7 10 ml 0 0
10 ml 0 0
8 10 ml 0 0
4 ml + -
9 10 ml 0 0
3ml 0 0
10 8 ml 0 0
11 4 ml + -
12 13 ml + -
13 5 ml 0 0
14 7,5 ml 0 0
7,5 ml 0 0
7,5 ml 0 0
15 5ml 0 0
5ml 0 0
5ml 0 0
16 15 ml - -
17 10 ml 0 0
2ml + -
18 15 ml 0 0
2ml + -
19 1 ml + -
3ml + -
20 1 ml + -
3ml + -
21 1 ml + -
3ml + -
22 1 ml - -
3ml - -
5ml 0 0
23 1 ml - -
3ml - -
5ml 0 0
24 1 ml - -
3ml - -
5ml 0 0
Legende:
L: PCR mit Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R; Annealing-Temperatur von 55 °C
I1.: PCR mit Primern g-Bifid-F und g-Bifid-R; Annealing-Temperatur von 58 °C
IL.: PCR mit Primern Bif 164-mod-f und Bif 662-GC-r; Annealing-Temperatur 55 °C

+ Nachweis gelungen - kein Nachweis gelungen 0 PCR nicht durchgefiihrt
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Tabelle 10:
Zusatz von Bifidobacterium infantis zu Frauenmilchproben

Probe Portion Bifidobakt. Transport Kultur Verarbeitung | Extraktion
1 10 ml I K 1 Entnahmetag | P/C
10 ml I K - Entnahmetag | P/C
3 10 ml I MP, K 1 Lagerung P/C
10 ml v MP, K - Lagerung P/C
10 8 ml I MP, K, A 2 Lagerung P/C
8 ml II MP, K, A 2 Lagerung P/C
14 7,5 ml I MP, K, A 2 Entnahmetag | P/C
7,5 ml I MP, K, A - Lagerung P/C
7,5 ml 11 MP, K, A 2 Entnahmetag | P/C
7,5 ml 11 MP, K, A - Lagerung P/C
7,5 ml 111 MP, K, A - Entnahmetag | P/C
7,5 ml 111 MP, K, A - Lagerung P/C
7,5 ml I MP, K, A - Entnahmetag | Kit
7,5 ml 11 MP, K, A - Entnahmetag | Kit
7,5 ml 11 MP, K, A - Lagerung Kit
7,5 ml 111 MP, K, A - Entnahmetag | Kit
15 5 ml I MP, K, A 2 Entnahmetag | P/C
5ml I MP, K, A - Lagerung P/C
5 ml 11 MP, K, A 2 Entnahmetag | P/C
5ml II MP, K, A - Lagerung P/C
5 ml 111 MP, K, A - Entnahmetag | P/C
5ml I MP, K, A - Lagerung P/C
5 ml I MP, K, A - Entnahmetag | Kit
5 ml 11 MP, K, A - Entnahmetag | Kit
5 ml 11 MP, K, A - Lagerung Kit
5 ml 111 MP, K, A - Entnahmetag | Kit
Legende
Probe: Frauenmilchprobe, laufende Nummerierung
Portion: eingesetzte Milchmenge in ml, gegebenenfalls mehrere Portionen
Bifidobakt.: Zusatz von Bifidobacterium infantis ATCC:-15702™
I - keine Zugabe von Bifidobakterien erfolgt
I1 - Zugabe von Bifidobakterien nach der Probengewinnung vor dem Transport
Il - Zugabe von Bifidobakterien nach dem Transport vor der Weiterverarbeitung
IV - Zugabe von Bifidobakterien nach der Lagerung vor der DNA-Extraktion
Transport: Bedingungen wihrend des Transportes ins Labor
MP - Abnahme erfolgte mit Milchpumpe; K - gekiihlter Transport;
A - Transport unter anaeroben Bedingungen mittels eines chemischen
Anaerobiersystems (AnaeroGen™ Oxoid, GB) im Anaerobengefaif3
Kultur: kulturelle Analyse mit Kultur - Agarplatten
1 - Columbia Blutagar, BSM und Rogosa; 2 - Columbia Blutagar, BSM und MRS
Verarbeitung: molekularbiologische Weiterverarbeitung
Entnahmetag - Weiterverarbeitung am Entnahmetag innerhalb von 2 Stunden
Lagerung - Weiterverarbeitung nach der Lagerung bei -20 °C fiir einige Tage
Extraktion: DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (P/C) oder FastDNA®

SPIN Kit (Kit)
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