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DURCH EINE FETTREICHE DIAT INDUZIERTE
IMMUNDEPRESSION: ERHOHTER
WIDERSTAND GEGENUBER MIKROBIELLEN
INFEKTIONEN DURCH EIN NEUES
PROBIOTISCHES PRAPARAT,
MICROFLORANA-F.

Abstract

Zweck: Diese Studie hatte zum Zweck, die potentielle Heilwirkung eines
komplexen probiotischen Prdparats bei einer durch eine fettreiche Didt
bedingten retothelialen Insuffizienz zu iiberpriifen.

Methodik: 182 "Swiss"-Mduse wurden 10 Wochen lang folgendermassen
erndhrt:

a) mit einer fettreichen und kohlenhydratarmen Didt (23% Sojaol + Lebertran)
b) mit einer Standarddidit.

In der neunten Woche wurden eine Woche lang oral Zusdtze verabreicht, d.h.
Microflorana-F (L. acidophilus, L. Helveticus, Bifidobacterium in einer mit
lonen und Vitaminen angereicherten Losung, Named, Lesmo, Italien) oder
dasselbe durch Wéirmebehandlung inaktivierte Prdparat.

Fiir die Zytogramm- und Phagozytprobe wurden Anteile peritonealer
Makrophagen benutzt.

Die Anhdufung von Makrophagen in der Leber, welche mit "H-TdR” bezeichnet
wurden, wurde nach 6, 12 und 24 h getestet. Darauffolgend wurde eine Probe
i.p. sowohl mit P. aeruginosa als auch mit K. Pneumonia in der Konzentration
LD;y durchgefiihrt und die Killeraktivitit der peritonealen Makrophagen "in
vivo" analysiert..

Ergebnisse: bei Gruppe A wurde ein betrdchtlich niedrigerer Anteil an
phagozytiren Zellen festgestellt (p>0,05 vs. Gruppe B). Durch Microflorana
hatten sich die zirkulierenden Antikorper (dreifach p< 0,001), die Zahl der
peritonealen Makrophagen und die phagozytdre Aktivitit (p<0,05 vs. Gruppe B;
p<0,01 vs. inaktiviertem probiotischen Prdparat) erheblich erhoht.

Nach 12 und 24 Stunden wies diese Gruppe eine grossere "H-TdR"-Aufnahme
im Leber-DNA auf (p<0,005 vs. inaktiviertem probiotischen Prdparat).

In beiden Gruppen konnte man pathogene Erscheinungen verzeichnen; die
Sterblichkeitsrate nach 2 und 7 Tagen war in Gruppe A, im Vergleich zu Gruppe
B (p<0,01), hoher, aber dieser Unterschied hob sich auf, als den Mdusen
Microflorana-F (p<0,01 vgl. inaktiviertes probiotisches Prdparat) verabreicht
wurde.

Schlussfolgerungen: diese Daten lassen darauf schliessen, dass ein wirksames,
oral verabreichtes probiotisches Prdparat der deletdren, immundepressiven
Auswirkung einer fettreichen Didt entgegentreten kann, wobei die den Wirt
betreffende korrelative Aktivitit der systemischen und organischen Resistenz
verstdrkt wird.




Einfiihrung

Aus zahlreichen epidemiologischen Studien ging hervor, dass eine fettreiche Diit hidufig mit Tumorkrankheiten (1-3)
verbunden ist. Ausserdem fiihrten verschiedene Experimentalstudien an, dass ein Defizit des retothelialen Systems
moglicherweise einen der sich auslosenden pathogenetischen Mechanismen darstellen kann (4,5). Demzufolge haben
experimentelle Erkenntnisse aufgezeigt, dass eine fettreiche Didt, im Gegensatz zu einer proteinreichen, die
Widerstandsfihigkeit des Wirts gegeniiber eventuell auftretenden Infektionen beeintrichtigen kann (6). Im letzten
Jahrzehnt konnte man eine ansteigende Anzahl an Studien verzeichnen, welche hervorhoben, dass eine bestimmte
Quantitit nicht-pathogener Bakterien eine immunstimulierende Wirkung ausiiben kann (7,9). Wenn auch in den meisten
Experimenten die Bakteriensuspensionen parenteral verabreicht wurden (10-11), kann man dennoch davon ausgehen,
dass die orale Verabreichung von probiotischen Préparaten, die mit der didtetischen Manipulation kombiniert werden,
eine vorbeugende Funktion bei verschiedenen Krankheitserscheinungen einnehmen kann. Unsere Arbeit wollte
festlegen, inwiefern ein neues probiotisches Originalpréiparat den deletiren, durch eine fettreiche Diit sich auslosenden
immunsuppressiven Wirkungen entgegentreten kann.

Materialien und Methodik

Wir haben 182 vier Wochen alte "Swiss"-Mduse benutzt, welche in zwei Gruppen, je nach didtetischer Behandlung,
eingeteilt wurden: A) kohlenhydratarme und fettreiche Diit (23% der Gesamtdidt) und B) Standarddidt.

Bei Behandlung A wurde in der neunten Woche der betreffenden Diidt 1 Woche lang entweder 1 ml/Tag Microflorana-F
(probiotisches Préparat, das L. acidophilus, L. helveticus und Bifidobacterium in einer mit Ionen und Vitaminen
angereicherten Losung enthdlt - Named srl Lesmo Italien) hinzugefiigt, oder 1ml/Tag dasselbe probiotische Priparat,
welches zuvor bei 90°C inaktiviert wurde, um Auswirkungen auszuschliessen, die von der Losung selbst hervorgerufen
werden konnen.

Experimentbeschreibung

Zytogramm der peritonealen Zellen und Phagozytose-Test.

In der 9. und 10. Woche wurde eine peritoneale Spiilung ausgefiihrt. Nach Festlegung der peritonealen Zellenanteile
wurden diese durch mit Wiarmebehandlung inaktiviertem Staphylococcus Aureus ausgebriitet.

Die Makrophagenanteile wurden nach Inkubation auf ihre Migrationsfahigkeit getestet.

Markierung und Radiometrie der Hepatozyten

Die Markierung der DNA-Synthese der Hepatozyten wurde nach der "North"-Methode (12) ausgefiihrt, indem zur
Probe intravends S. tiphimurium verabreicht wurde.

Die Miuse wurden mittels zervikaler Dislokation zu den folgenden Zeitpunkten geopfert: nach 0, 6, 12 und 24 Stunden.
Intraperitonealer Bakterientest und bakterizide Aktivitiit der peritonealen Zellen "in vivo''.

Demselben, wie oben beschriebenen, Ablauf entsprechend (9. und 10. Woche bei Gruppe A und 10. Woche bei Gruppe
B) wurde intraperitoneal eine Bakteriensuspension (0,1ml/10g Korpergewicht) von P. aeruginosa oder K. Pneumoniae
verabreicht. Die bakterizide Aktivitit "in vitro" wurde nach der "Watanabe"- und "Horikawa"-Methode (13) festgelegt.
Die Uberslebensrate wurde in der 7. Woche nach dem Test berechnet.

Konzentration von zirkulierenden Antikorpern.

Diese Konzentration wurde nach subkutaner Immunisierung mit roten Schafblutkdrperchen festgelegt: bei Zeitpunkt O
(9. Woche bei Gruppe A und B) und am 3., 7. und 14. Tag nach der 10. Woche, nachdem Microflorana-F oder das
inaktivierte probiotische Priparat zusitzlich verabreicht worden waren.

Statistische Analyse

Bei Anwendung des T-Tests von "Student" wurden Differentialwerte unter 0,05% als relevant betrachtet.




Ergebnisse

TABELLE 1
ZYTOGRAMM UND
PHAGOZYTOSETEST
Anzahl der Phagozytierende Zellen | Ausbreitung (%)
peritonealen Zellen (%)
GRUPPE (x106)/ Maus)
A
(9. Woche) 1,2 + 0,9 274 + 34" 214 = 28
B
(10. Woche) 1,4 =+ 0,5 51,1 = 2,1 243 + 3,1
A + Microflorana
(10. Woche) 42 + 14~ 474 + 23" 41,1 + 57"
A + inaktiviertes
probiotisches Praparat
(10. Woche) 1,3 £ 0,8 26,6 + 3,1 * 22,8 + 3,6

*p < 0,05
Fiir Details siehe Text .
Die Ergebnisse sind in
Durchschnittswerten +
SD ausgedriickt.

Zytogramm und Phagozytose-Test.

Die mit fettreicher Diit erndhrten Méuse haben, im Vergleich zu den mit Normaldiit erndhrten, Normalwerte aufgezeigt;
nur der Anteil an aktiv phagozytierenden Zellen (ability p<0.05 Tabelle 1) lag wesentlich niedriger. Im Gegensatz zum
inaktivierten probiotischen Priparat und zur Normaldiit ist bei der Zusatzdit mit Microflorana-F der Anteil an aktiv
phagozytierenden Zellen stark angestiegen, d.h. im Vergleich zur Gruppe A in der 9. Woche und zu der mit dem
inaktivierten probiotischen Priparat behandelten Gruppe (p<0.05).

Markierung und Radiometrie der Hepatozyten.

Hinsichtlich der mit Standarddiit behandelten Miuse haben die mit fettreicher Diit erndhrten Tiere in der 9. Woche,
nach Injektion von S. tiphimurium, eine betridchtlich reduzierte Aufnahmerate des im Hepazyten-DNA markierten
Thymidins aufgezeigt (p<0,01 Abbildung 1).

Als dieser Versuch nach der Woche, in der auch Microflorana-F zusitzlich verabreicht worden war, wiederholt wurde,
konnte man eine bemerkenswerte Erhohung dieses Wertes beobachten (p<0,01 vs Standarddiét und vs fettreicher Diit
mit inaktiviertem probiotischen Priparat).(Abbildung 1)




Abbildung 1

ACCUMULATION OF LABELLED MACROFAGE IN THE LIVER AFTER
INFECTION WITH S. TYPHIMURIUM
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Intraperitonealer Bakterientest: bakterizide Aktivitit der peritonealen Zellen "in vivo'" und Uberlebensrate.

Die fettreiche Diét hat effektiv di bakterizide Aktivitit der peritonealen Zellen "in vivo" beseitigt.

Der Diidtzusatz mit einem inaktivierten probiotischen Priparat hat dies nicht veridndert (p>0.001 versus Standarddi:it,
Abbildung 2).

Im Gegensatz dazu hat die Verabreichung von Microflorana-F diesen Wert, der bei den beiden pathogenen Testgruppen
gemessen wurde (p<0.05 vs Stabdarddiit), betrachtlich erhoht.

Wie auf Abbildung 3 angefiihrt, hatte sich die Uberlebensrate bei den mit fettreicher Diit ernihrten Miusen (p<0.01)
wesentlich verringert. Die darauffolgende, gleichzeitige Verabreichung von Microflorana-F hat, im Gegensatz zum
inaktivierten Zusatzpriparat, die Uberlebensrate auf Werte gebracht, die mit den Ergebnissen bei den mit Standarddidt
ernihrten Méusen vergleichbar sind (p<0.01).(Abbildung 2 und Abbildung 3)
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Zytogramm und Phagozytose-Test.

Die mit fettreicher Diét erndhrten Méuse haben, im Vergleich zu den mit Normaldiét erndhrten, Normalwerte aufgezeigt;
nur der Anteil an aktiv phagozytierenden Zellen (ability p<0.05 Tabelle 1) lag wesentlich niedriger. Im Gegensatz zum
inaktivierten probiotischen Priparat und zur Normaldiét ist bei der Zusatzdit mit Microflorana-F der Anteil an aktiv
phagozytierenden Zellen stark angestiegen, d.h. im Vergleich zur Gruppe A in der 9. Woche und zu der mit dem
inaktivierten probiotischen Préaparat behandelten Gruppe (p<0.05).

Markierung und Radiometrie der Hepatozyten.

Hinsichtlich der mit Standarddidt behandelten Miause haben die mit fettreicher Diét erndhrten Tiere in der 9. Woche,
nach Injektion von S. tiphimurium, eine betrichtlich reduzierte Aufnahmerate des im Hepazyten-DNA markierten
Thymidins aufgezeigt (p<0,01 Abbildung 1).

Als dieser Versuch nach der Woche, in der auch Microflorana-F zusitzlich verabreicht worden war, wiederholt wurde,
konnte man eine bemerkenswerte Erhohung dieses Wertes beobachten (p<0,01 vs Standarddidt und vs fettreicher Didt
mit inaktiviertem probiotischen Priparat).(Abbildung 1)
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Intraperitonealer Bakterientest: bakterizide Aktivitiit der peritonealen Zellen "in vivo' und Uberlebensrate.

Die fettreiche Diit hat effektiv di bakterizide Aktivitit der peritonealen Zellen "in vivo" beseitigt.

Der Diitzusatz mit einem inaktivierten probiotischen Préparat hat dies nicht verdndert (p>0.001 versus Standarddiit,
Abbildung 2).

Im Gegensatz dazu hat die Verabreichung von Microflorana-F diesen Wert, der bei den beiden pathogenen Testgruppen
gemessen wurde (p<0.05 vs Stabdarddidt), betrichtlich erhoht.

Wie auf Abbildung 3 angefiihrt, hatte sich die Uberlebensrate bei den mit fettreicher Diit ernihrten Miusen (p<0.01)
wesentlich verringert. Die darauffolgende, gleichzeitige Verabreichung von Microflorana-F hat, im Gegensatz zum
inaktivierten Zusatzpriparat, die Uberlebensrate auf Werte gebracht, die mit den Ergebnissen bei den mit Standarddidt
erndhrten Méusen vergleichbar sind (p<0.01).(Abbildung 2 und Abbildung 3)




Abbildung 2

IN VIVO KILLING ACTIVITY OF PERITONEAL CELLS:
EFFECT OF HIGH FAT DIET AND OF MICROFLORANA-F
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Abbildung 3

SURVIVAL RATE AFTER I.P. INJECTION
OF P. AERUGINOSA AND K. PNEUMONIA:
EFFECT OF MICROFLORANA-F
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Konzentration von zirkulierenden Antikérpern.

Zwischen den beiden behandelten Gruppen war kein bemerkenswerter Unterschied zu verzeichnen. Im Vergleich zum
inaktivierten probiotischen Priparat hat Microflorana—F eine signifikante zeit-korrelative Zunahme des Wertes bewirkt,
mit Spitzenwert am 7. Tag (p<0.01 Abbildung 4).

Abbildung 4

CIRCULATING ANTIBODIES TITER AGAINST SRBC:
EFFECT OF MICROFLORANA-F
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Schlussfolgerungen

Die epidemiologischen Studien sind, was den Einfluss der Diit auf Tumorkrankheiten betrifft, oft darauf begrenzt, nur
die einzelnen Didtelemente und nicht die Wechselwirkung zahlreicher, damit verbundener Variablen zu untersuchen;
inzwischen zeigen aber viele Studien auf, dass sich bei einer fettreichen Diit das Risiko fiir Tumorbildungen erhoht (1-
3, 14-16). Diese klinischen Beobachtungen wurden in zahlreichen Experimentalstudien bekriftigt. In diesen wurde
nachgewiesen, dass eine mit gesittigten oder ungesittigten Fetten angereicherte Diit die Kolonkrebsgenese beschleunigt
(4,5,17,18). Was die daran beteiligten Mechanismen betrifft, haben Kinsella und andere (19) die Hypothese aufgestellt,
dass in diesen Fillen eine Depression der Zellenimmunitét auftritt. In der klinischen Praxis wurden Mikroorganismen
bei Tumorpatienten heranzogen, um deren potentielle Fihigkeiten, welche eine Modifizierung biologischer Reaktionen
einschliessen, auszunutzen (20). In Anbetracht der zunehmenden Anzahl an klinischen und experimentellen Arbeiten,
die die immunstimulierende Fihigkeit zahlreicher, nicht-pathogener Bakterien belegen (7, 9, 21-26), haben wir die
vorliegende Studie darauf gestiitzt, ein neues probiotisches Praparat (Microflorana-F, Named srl Lesmo Italien) mit
einer Immundepression, die durch eine fettreiche Didt induziert wurde, zu verbinden und zu untersuchen. Aus einer
ersten Beobachtung ging hervor, dass bei einer derartigen Didt die Phagozytosefihigkeit der peritonealen Zellen
gegeniiber S. Aureus aufgrund einer daraus hervorgehenden Depression sehr stark beeintrichtigt wird. Es war ebenso
interessant zu beobachten, dass Microflorana-F eine bemerkenswerte Erhohung der peritonealen Zellen und der
Migrationsfihigkeit der Makrophagen mit sich brachte. Vor allem der letztgenannte Wert hatte sich, im Vergleich zu
den Werten bei den mit Standarddiét erndhrten Mausen, erhoht und stimmte mit der darauffolgenden Beobachtung, die




eine erhohte Chemotaxis im Leberbereich verzeichnete, iiberein; diese genaue Methodik (27) beriicksichtigt die
Aufnahme von Thymidin im Leber-DNA. Die Abnahme der durch die Diit induzierten phagozytiren Kapazitit wurde
damit verbunden, dass die bakterizide Aktivitit in vivo, im Vergleich zu den beiden pathogenen Testgruppen, beseitigt
und, demzufolge, die Uberlebensrate reduziert wurde. Microflorana-F hat in seiner aktiven Form, d.h. im Gegensatz zu
seiner inaktiven Form, aufgezeigt, dass den deletiren Auswirkungen der Diit auf die bakterizide Kapazitit der
peritonealen Zellen vorgebeugt und zudem diese Kapazitit wesentlich erhoht werden kann; dies belegen vor allem die
Beobachtungen, die bei den normal ernidhrten Miusen (p<0.01) angestellt wurden. Was die biohumoralen Aspekte
anbelangt, hat die Didt nicht die Konzentration der zirkulierenden Antikorper beeinflusst; das Zusatzpriparat
Microflorana-F hingegen hat eine dreifache Erhohung bewirkt, was durch verschiedene experimentelle (8, 28) und
klinische Daten (26) nachgewiesen werden kann. Seit kurzem geht man ebenso davon aus, dass die Milchsiurebakterien
nicht nur die nicht-spezifischen Abwehrmechanismen steigern, sondern ebenso einen Schutzeffekt ausiiben, was
experimentell induzierte Infektionen bei Midusen belegen (13, 24, 29-31). In fast all diesen Studien wurden die
Bakteriensuspensionen zu therapeutischen Zwecken parenteral und nicht-immunkomprimierten Tieren verabreicht. In
der klinischen Praxis ist eine fettreiche Didt mit einem erhohten Risiko fiir Pathologien, die durch Immunschwiche-
Mechanismen hervorgerufen werden, verbunden. Beim aktuellen Stand der medizinischen Kenntnisse stellt diese Studie
die erste Arbeit dar, die sich experimentell mit dieser Thematik beschiftigt und eine ausfiihrbare Korrektur mittels oraler
Verabreichung eines probiotischen Préparats vorschlégt.
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