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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Frihgeburtlichkeit, d.h. die  Geburt vor der vollendeten  37.
Schwangerschaftswoche, ist die Hauptursache flr neonatale Mortalitat
(Goldenberg et al., 2008) und kann zu lebenslangen Beeintrachtigungen wie
mentaler Retardierung, Zerebralparese, Seh- und Horverlust sowie
Lungenproblemen und gastrointestinalen Problemen fiilhren (Organization,
2005). Die Lebensqualitat ist sowohl bei den Sauglingen (Jotzo and Poets, 2006)
als auch bei ihren Mittern beeintrachtigt (Hill and Aldag, 2007).

Im Jahr 2019 wurden in Deutschland mehr als 62.000 Kinder zu frih geboren.
2020 waren es knapp 59.000, entsprechend einer Frihgeburtenrate zwischen 7
und 8% (IQTIG, 2021). Wahrend die Frihgeburtenrate in Deutschland seit 2009
konstant hoch bei 8-9% geblieben ist (Berger et al., 2019) steigt sie weltweit
weiter an (Blencowe et al., 2012).

Komplikationen aufgrund von Frihgeburtlichkeit waren im Jahr 2015 eine der
Haupttodesursachen bei Kindern unter 5 Jahren und fir etwa 1,1 Millionen
verstorbener Kinder weltweit verantwortlich (Liu et al., 2016).

Frihgeburtlichkeit ist somit nicht nur in Deutschland ein haufiges und
ernstzunehmendes, sowie auch kostspieliges Problem, dessen Vermeidung

einen hohen Stellenwert besitzt.

1.2 Bakterielle Vaginosen als Ursache von Fruhgeburtlichkeit

Eine haufige Ursache vorzeitiger Wehentatigkeit, die wiederum zur Frihgeburt
fuhrt, ist eine Chorioamnionitis aufgrund aufsteigender bakterieller Vaginosen
(Hillier et al., 1988, Manns-James, 2011). Bakterielle Vaginosen (BV) sind mit
vorzeitigem Blasensprung (Gravett et al., 1986, Kurki et al., 1992), Infektion von
Chorion und Amnion und histologisch nachweisbarer Chorioamnionitis (Hillier et
al., 1988) sowie Infektion der Amnionfliissigkeit assoziiert (Silver et al., 1989) und
bereits mehrfach als wichtiger Risikofaktor fur Frihgeburtlichkeit beschrieben
(Hillier et al., 1995, Leitich et al., 2003).
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Einleitung

Bakterielle Vaginosen sind durch eine Uberwucherung der sonst physiologisch
vorkommenden, lactobazillen-dominierenden Vaginalflora mit potentiell
pathogenen Keimen wie z.B. Bacteroides, Gardnerella vaginalis, Mykoplasmen
und anderen Anaerobiern gekennzeichnet (Hillier et al., 1988, Hillier et al., 1993,
Muzny et al., 2019).

1.3 Fruherkennung und Behandlung bakterieller Vaginosen zur

Reduktion von Fruhgeburtlichkeit

Laut Sangkomkamhang et al. (2015) konnte mittels Screeningmaflinahmen zur
Friherkennung bakterieller Vaginosen und deren antibiotischer Therapie vor der
20. Schwangerschaftswoche eine Reduktion der Frihgeburtenrate und des
Anteils an Friihgeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht erreicht werden.

In einer Studie von Hoyme and Saling (2004) konnte mittels Selbsttestung des
vaginalen pH-Wertes bei Schwangeren, eine deutlich niedrigere Prozentzahl an
Frihgeburten im Vergleich zur Kontrollgruppe (8,1% vs. 12,3%, p<0,05,
Reduktion um 34%) gesehen werden. In der Gruppe der Frihgeburten <32.
Schwangerschaftswochen war die Reduktion noch eindeutiger (0,3% vs. 3,3%,
Reduktion um 90%, p<0,001). Jedoch war diese Studie weder randomisiert, noch
konnte die Intervention verblindet werden. Daher kdnnten auch Selektions-
und/oder Messverzerrungen fur einige Unterschiede zwischen den Gruppen
verantwortlich sein. Letztendlich bleibt die Wirksamkeit solcher Screen-and-Treat
Programme ungewiss und die Datenlage teils widersprichlich, so dass sichere

und effektivere Alternativen in Betracht gezogen werden sollten.

Bestrebungen, durch antibiotische Therapie bakterieller Vaginosen Schwangerer
auch das Risiko fur Frahgeburten zu senken, zeigten bisher keinen
durchschlagenden Erfolg (Brocklehurst et al., 2013). Die antibiotische
Behandlung bakterieller Vaginosen vor der 28. Schwangerschaftswoche mit
oralem Metronidazol oder vaginalem Clindamycin fuhrt nicht zur Reduktion von
Frihgeburtlichkeit (Reboucgas et al., 2019).
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Einleitung

Der unklare Nutzen von Screening und antibiotischer Behandlung wurde aktuell
und sehr umfassend in einem US-Qualitatsbericht dargestellt (Kahwati et al.,
2020).

Eine Erklarung fur die fehlende Wirksamkeit friihzeitiger antibiotischer Therapie
bei bakterieller Vaginose zur Reduktion von Frihgeburtlichkeit kdnnte sein, dass
der Ablauf der Ereigniskaskade, die letztendlich zur Friihgeburt fuhrt, lange vor
der klinisch nachweislichen Diagnose einer bakteriellen Vaginose beginnt und
die medikamentdse Therapie somit zu spat eingreift. Strategien zur Pravention
von bakteriellen Vaginosen stellen somit einen sinnvolleren Ansatz dar. Der
Anstieg des vaginalen pH-Wertes scheint auf3erdem ein eher spates Ereignis in
der Kette der Ereignisse zu sein, die zur bakteriellen Vaginose und somit zur
Frahgeburt fuhren. Malinahmen zur Pravention bakterieller Vaginosen kdnnten
also effektiver sein als MalBhahmen, die eine bakterielle Vaginose

diagnostizieren, um erst nachfolgend zu intervenieren.

1.4 Orale Probiotika zur Vermeidung bakterieller Vaginosen

Der Darm stellt ein wichtiges Reservoir fur die vaginale Bakterienbesiedlung dar.
Bei der Analyse von vaginalen und rektalen Abstrichen von 132 Schwangeren
konnte eine hohe Ubereinstimmung zwischen der vaginalen und rektalen
Mikroflora nachgewiesen werden (El Aila et al., 2009).

Die orale Verabreichung von Laktobazillen tUber 60 Tage fluhrte in einer
randomisierten, placebokontrollierten Studie an 64 gesunden, nicht schwangeren
Frauen zu einer Verbesserung der Vaginalflora. 37% der Frauen der
Behandlungsgruppe mit initialem Nachweis einer bakteriellen Vaginose hatten
nach Intervention eine normale, physiologische Laktobazillenbesiedlung im
Vergleich zu nur 13% in der Placebogruppe (p=0,02), (Reid et al., 2003).

Fur Laktobazillen wurde auf3erdem nachgewiesen, dass sie Krankheitserreger
verdrdngen und abtéten kénnen und modulierend auf die Immunantwort wirken,
indem sie in die Entziindungskaskade eingreifen, die zu vorzeitigen Wehen und
Frihgeburtlichkeit fuhrt (Reid and Bocking, 2003).
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Einleitung

In Bezug auf die orale Verabreichung von Laktobazillen ergaben mehrere kleine
Studien und ein Review der Cochrane Collaboration keine Hinweise auf
Nebenwirkungen fur Mutter und Fotus wéahrend der Schwangerschaft (Othman
et al., 2007, Reid et al., 2003, Reid and Bocking, 2003).

1.5 Laktobazillus rhamnosus GR-1 und Laktobacillus reuteri RC-14

Die Gattung Laktobazillus gehdort zur Abteilung der Firmicutes. Es handelt sich
um grampositive Stabchen, die Katalase- und Oxidase-negativ sind, vorwiegend
anaerob wachsen und sich unter anderem durch die Produktion von Milchs&aure
Auszeichnen. In vitro hemmt L. rhamnosus GR-1 Wachstum, Adh&sion und
Biofilmbildung von Gram-negativen Bakterien und Candida albicans (Reid, 2008,
McGroarty and Reid, 1988, Kohler et al., 2012). L. reuteri RC-14 ist aktiv gegen
Gram-positive Bakterien (Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Entercoccus
spp.) (Velraeds et al., 1998).

Laut Reid (2007) wurde L. rhamnosus GR-1 urspringlich im Jahr 1980 aus der
distalen Harnrohre einer gesunden Frau isoliert wahrend L. reuteri RC-14
ursprunglich 1985 aus der Vagina einer gesunden Frau isoliert wurde. L. reuteri
RC -14 wurde zunachst als L. acidophilus RC-14 klassifiziert und dann in L.
fermentum RC-14 umbenannt. Da sich die Klassifizierung von Bakterien mit der
Zeit andert, wurde der Stamm in den letzten Jahren in L. reuteri umbenannt. Alle
Vero6ffentlichungen mit diesem Organismus RC-14 wurden mit demselben
Bakterium durchgefuhrt (Reid, 2007).

1.6 Hypothese der Studie

In der vorliegenden Studie sollte die Hypothese Uberpruft werden, ob die tagliche
orale Einnahme von Laktobazillen-enthaltenden Probiotika (L. rhamnosus GR-1
und L. reuteri RC-14) einen positiven Einfluss auf die Vaginalflora Schwangerer
hat, indem sie zu einer Reduktion pathologischer Vaginalkeime und einem

Anstieg der physiologischen Laktobazillenflora fihrt.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden?
2.1 Studiendesign?

Durchfiihrung einer randomisierten, placebokontrollierten, dreifach verblindeten
Studie im Parallelgruppen-Design. Die Randomisierung erfolgte mittels
computergenerierter  Zufallszahlenliste. Die Probanden wurden den
Studienarmen mit  einfacher  Blockrandomisierung  zugeteilt. Die
Gruppenzuordnung war nur dem Studienstatistiker und dem Mitarbeiter der
Apotheke bekannt, so dass eine verdeckte Zuordnung gewahrleistet war. Die
rekrutierenden Gyn&kologen, die Probanden und das Personal des
Studienzentrums wurden bis zum Abschluss der Studie und der endgdltigen

Analyse hinsichtlich der Gruppenzuordnung verblindet.

2.2 Ethikvotum?

Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitatsklinik Tubingen zur Begutachtung vorgelegt und genehmigt
(Aktenzeichen des Ethikvotums: 238/2010BO1).

2.3 Studienziel

Die tagliche orale Einnahme von probiotischen Laktobazillenstammen (L.
rhamnosus GR-1 und L. reuteri RC-14) fuhrt zu einer Reduktion der
pathologischen vaginalen Mikroflora und einer erhéhten Anzahl von Laktobazillen

in der Vaginalflora von Schwangeren.

2.4 Studienpopulation?

Teilnehmerinnen waren schwangere Frauen mit Wohnsitz in und um Tubingen,

die zur Routine-Schwangerenvorsorge in einer von zehn Praxen im

1 Die im Folgenden unter Abschnitt 2 Material und Methoden beschriebenen Methoden wurden
bereits publiziert in GILLE, C., BOER, B., MARSCHAL, M., URSCHITZ, M. S., HEINECKE, V.,
HUND, V., SPEIDEL, S., TARNOW, |., MYLONAS, I., FRANZ, A., ENGEL, C. & POETS, C. F.
2016. Effect of probiotics on vaginal health in pregnancy. EFFPRO, a randomized controlled
trial. Am J Obstet Gynecol, 215, 608.e1-608.e7. In den entsprechend markierten Unterkapiteln
wurde zur besseren Lesbarkeit auf erneute Selbstzitate verzichtet.
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Einzugsgebiet der Studie angebunden waren. Untersuchungsgebiet war der
stadtische, vorstadtische und landliche Raum Tibingens.

Einschlusskriterien fur die Teilnehmer waren Alter Gber 18 Jahre, weniger als 12
vollendete Schwangerschaftswochen und eine schriftliche
Einverstandniserklarung. Ausgeschlossen wurden Frauen mit aktiver chronisch-
entziindlicher Darmerkrankung (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa), sowie Frauen
mit Immundefekt. Es gab keine weiteren Ausschlusskriterien wie zum Beispiel

die Einnahme von Probiotika oder Antibiotika vor der Intervention.

2.5 Rekrutierung?

Die Rekrutierung erfolgte in zehn kooperierenden gynakologischen Praxen
zwischen Oktober 2010 und Mai 2012. Schwangere Frauen wurden von ihrem
Gynakologen? bzw. ihrer Gynékologin wahrend einer Routineuntersuchung zur
Schwangerenvorsorge angesprochen und Uber die Studie informiert. Die
Gynakologen stellten hierbei allgemeine Informationen zur Studie und die Option
zur Teilnahme in Bezug auf das ausgehéandigte Informationsblatt zur Verfligung
(Siehe 10). Die endgiiltige Rekrutierung erfolgte nach Ubermittlung der
Kontaktdaten durch die Praxen und dem Erhalt der schriftlichen
Einverstandniserklarung telefonisch durch Mitarbeiter der Studienzentrale in der
Neonatologie Tubingen.

In Deutschland findet die Routine-Schwangerenvorsorge normalerweise regulér
alle vier Wochen statt. Die Routine-Schwangerenvorsorge wurde nicht durch die
Studienprozeduren verandert oder beeintrachtigt.

Bevor eine Praxis mit der Rekrutierung von Patientinnen begann, wurde ein
Initialisierungsaudit durchgefiihrt, um die Verfigbarkeit und Vollstandigkeit aller
Studienmaterialien und eine adéquate Schulung der rekrutierenden Gynakologen
sicherzustellen. Die Berichte Uber die Audits wurden den Versuchsleitern
anschlieRend zur Verfigung gestellt. Ein zufalliger Auswahlprozess der Praxen
gewahrleistete ein gemischtes und somit reprasentatives Studienkollektiv und

sicherte damit die externe Validitat.

2 Gemeint sind hier gleichberechtigt beide Geschlechter. Zur besseren Lesbarkeit ist im
gesamten Dokument, wenn nétig die ménnliche Form gewahlt.
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2.6 Studienintervention und -ablauf!

Nach der Rekrutierung erfolgte durch die Apotheke eine zufallige Zuordnung der
Teilnehmerinnen zur Kontroll- bzw. Behandlungsgruppe. Die Kapseln (Verum
oder Placebo) wurden durch die Studienzentrale per Post an die
Teilnehmerinnen verschickt. Die Teilnehmerinnen wurden angewiesen, erst nach
ihrem  nachsten  Routinevorsorgetermin mit  der  Einnahme  des
Studienmedikaments zu beginnen.

Ein erstes fragebogenbasiertes Telefoninterview das demografische und
klinische Variablen sowie Informationen (Uber die Einhaltung des
Studienprotokolls durch die Teilnehmer umfasste, wurde durchgefuhrt (siehe
Abbildung 2).

Der Beginn der Einnahme erfolgte nach Abnahme eines ersten Vaginalabstriches
(= préainterventionelle A-Probe) mittels CultureSwab Plus collection tubes (Firma
Becton Dickinson, Heidelberg) wéhrend des ersten Routinevorsorgetermins nach
erfolgtem Studieneinschluss und Randomisierung im Zeitraum zwischen der 12.
und 14. Schwangerschaftswoche (siehe Abbildung 1). Der Abstrich wurde
anschlieBend im Mikrobiologischen Institut Tubingen analysiert (siehe 2.7).
Anschliel3end erfolgte die tagliche, orale Einnahme entweder einer Kapsel Verum
(je 1x10° Kolonie-bildende Einheiten L. rhamnosus GR-1 und L. reuteri RC-14

pro Stamm) oder dem Placebo (Lactose) Uiber insgesamt 8 Wochen.

Verum und Placebo wurden uns durch Chr. Hansen A/S (DK-2970 Hgrsholm,
Danemark) bereitgestellt. Das Verumprodukt wird in Europa als
Nahrungserganzungsmittel unter dem Namen Probio-Tec® UREX-cap-5
(Europa) bzw. Femibion® Flor Intim (Deutschland) vertrieben. Die Qualitat des
Produkts wurde regelméRig vom Hersteller kontrolliert und fur die
Studienmedikationscharge verifiziert. Verum- und Placebokapseln waren in
Geschmack, Farbe und Grol3e nicht zu unterscheiden.

Kurz nach Ende des Interventionszeitraums wurde ein zweites Telefoninterview
durchgefiuhrt, das die Einhaltung des Studienprotokolls und das Auftreten von

Nebenwirkungen zum Gegenstand hatte (siehe Abbildung 3).
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Ein zweiter vaginaler Abstrich (= postinterventionelle B-Probe) wurde bei der
nachsten routinemaligen Schwangerenvorsorgeuntersuchung nach der
Intervention entnommen (Zeitraum 20. - 22.Schwangerschaftswoche) und erneut
zur Beurteilung an das Mikrobiologische Institut der Universitatsklinik Ttbingen
geschickt (siehe 2.7).

Kurz nach Entbindung erfolgte ein erneutes, drittes Telefonat zur Eruierung von
Schwangerschaftsdauer, -komplikationen, Entbindungsmodus, Nebenwirkungen

und Suchtmittelanamnese (siehe Abbildung 4).

EFFPRO-Pilot — EFFekt von PRObiotika auf das Scheidenmillieu
Terminplaner

o258 Ez Eé c
2253 SE8 3 s
SEEE B3RS g :
02468101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3683840

8 Wochen y

Abbildung 1: Terminplaner EFFPRO-Studie
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

Vielen Dank fiir lhre Teilnahme an der EFFPRO-Pilot-Studie!

Sie haben sich bereit erklart, an der Pilot-Studie EFFPRO zur Starkung des Scheidenmilieus
teilzunehmen. Bitte fullen Sie den anschliefenden Fragebogen aus — zur Beantwortung der
Fragen bendtigen Sie ca. 10 Minuten.

Dieser Fragebogen wird anonym behandelt, d_h. keiner der Sie betreuenden Personen und
inshesondere auch nicht ihr Frauenarzt/ &rztin kann Einblick in diesen Fragebogen nehmen.

1. Name:

2. Vorname:

3. Geburtsdatum:

4. Adresse:

5. Email-Adresse:

6. Wer ist ihr Frauenarzt/Arztin?

7. Wann haben Sie den nachsten Termin beim Frauenarzt?

8. Wann ist der errechnete Entbindungstermin? (ET)

9. Kdarpergrifle:

10. Gewicht vor der Schwangerschaft:

11. Familienstand:

Verheiratet/ festen Partner........._............... O
wechselnde Partner.................. . O-
SINgle Os
Geschieden/ verwitwet ... (P

12. In welchem Land sind Sie geboren?

a. Sie: in Deutschland. ... O+
In einem anderen Land. ... . 0.
in welchem?
1

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 1
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1
b. lhr Partner: inDeutschland. ... .. O+
In einem anderen Land..._......_._. O:
in welchem?

13. Welche Staatsangehdrigkeit haben Sie?

a. Sie: Deutsch........................... mp
andere Staatsangehdrigkeit. ... O2

welche?
b. IhrPartner: Deutsch............. ... ... mp
andere Staatsangehorigkeit. ... O-

welche?

14. Welche Sprachen werden bei lhnen zuhause gesprochen?

Deutsch ... . 04
Andere Sprachen ... ... O:
Welche?

15. Welchen héchsten Schulabschluss haben Sie?

(Nennen Sie bitte nur den héchsten Abschluss. Bitte fur Sie und Ihren Partner

angebenl)
Sie Partner

Grundschul-/Hauptschulabschluss. ... ... Oy 0,
Realschulabschluss (Mittlere Reife). ... Oz ... O-
Abschluss Polytechnische Oberschule (POS). ... Oz oo O
Fachhochschulreife (Abschluss einer Fachoberschule)... Os ... ... O
Abitur (Gymnasium bzw. EOQS)......... .. Os ... Os
Anderer Schulabschluss........................................ O oo Os
Noch keinen Schulabschluss. ... O o Oy
Schule beendet ohne Schulabschluss......................... O oo Os

16. Haben Sie eine abgeschlossene Berufsausbildung? Wenn ja, welche?

(Nennen Sie bitte nur den héchsten Abschluss. Bitte fur Sie und Ihren Partner

angebenl)

Sie Partner
Lehre (beruflich-betriebliche Ausbildung)... ... O O+
Berufsschule, Handelsschule ... . O o 0.

Abbildung 2: Fragenbogen 1, Teil 2
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

17.

18.

Fachschule ... .. .
Fachhochschule, Ingenieurschule. ...
Universitat, Hochschule..................................
Anderer Ausbildungsabschluss.............................
Noch in beruflicher Ausbildung (Azubi, Student). ...
Kein beruflicher Abschluss ...

Welche Vorerkrankungen haben Sie?

entzindliche Magen-Darm-Erkrankungen ................ ...

Diabetes mellitus (Zuckerkrankheit) ... .

Autoimmunerkrankungen (z.B. Lupus erythematodes) ... .

Gerinnungsstérungen ... ...
Nierenerkrankungen ... ...
Bluthochdruck ...
Schilddrisenerkrankungen ... ...
Asthma ..

Depression ...

anderes:

KeINe

O
Os
Os

Oy
Os

Haben oder hatten Sie irgendwelche Fehlbildungen oder Verdanderungen im

Gebdrmutter-/Scheidenbereich (z.B. Septum/ Scheiden- bzw.

Gebdrmuttertrennwand, Myome)?

Nein ... O
Ja . Dg
Welche?

19. Hatten Sie bereits Operationen (z.B. Konisation, Kaiserschnitt,...)?

Nein ... Oy
Ja O

Jahr der Operation Operation Komplikation
3

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 3
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

20. Haben Sie Allergien?

Welche?

21. Wie haufig leiden Sie an Scheideninfektionen? (z.B. Pilzinfektion)

sehr haufig (d.h. mindestens 3x/ Jahr) ......._. 04
haufig (d.h. mindestens 1x/ Jahr) ... O-
selten (d.h. <‘Ix/Jahr) ... ... Os
nur wahrend der Schwangerschaft(en)............_ . O
NI L Os

22. Wie oft haben Sie eine Blasenentziindung/ Harnwegsinfekt?

>3 Jdahr . 04
<3 Jdahr . O:
Selten ... Os
Nie . O

23. Mussten Sie in den letzten vier Wochen ein Antibiotikum einnehmen?

Folgende:

NI i

Ja O
Vaginal ... ... Os
Systemisch (Tablette/ Infusion) ... .. Os
Welches Antibiotikum?
Warum?
Wie lange?

24. Nehmen Sie sonst regelmiiig Medikamente ein?
NN O+
Ja O

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 4
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

25. Haben Sie vor Eintritt der Schwangerschaft schon irgendeine Art von

Probiotika (Actimel, Lacto Bifido, ...) zu sich genommen?

Welches?
Wie oft?

26. Nehmen Sie aktuell Nahrungsergédnzungsmittel (Vitamine, Folsdure, Probiotika)

ein?

Welche?

Wie oft?

27.Ist das lhre 1. Schwangerschaft?

NI (m
ja (bitte gehen Sie dann direkt weiter zur Frage 32) .........._.. ... [m P
28. Wann und wie kam(en) ihr(e) bisherigen Kind(er) auf die Welt?
Geburtsjahr | Gewicht Schwanger- Geschlecht | Wie kam ihr Kind
schaftswoche (wim) auf die Welt?
Normal/spontan,
Saugglocke,
Zange,
Kaiserschnitt
5

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 5
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

29. Anzahl an

a. Frahgeburten . Grund:
(d.h. vor der 37. SSW) (z.B. vorzeitiger Blasensprung,...)
b. Fehlgeburten . Schwangerschaftswoche:
c. Abbruchen . Grund:
d. Todgeburten . Schwangerschaftswoche:
e. Extrauterine Schwangerschaften/ Eileiterschwangerschaft:

30. Hatten Sie wahrend der vorangegangenen Schwangerschaft(en):

einen Schwangerschaftsdiabetes ... ... O+
eine Nierenbeckenentzindung ... ... O-
eine BlasenentzUndung ... Os
eine vaginale Blutung nach dem 3. Monat (d.h. nach der 12. SSW) ... Os
vaginale Infektionen, die behandelt werden mussten ... Os
ein Polyhydramnion d.h. sehr viel bzw. zu viel Fruchtwasser? ... Og
Bluthochdruck/ Gestose/ HELLP/ Schwangerschaftsvergiftung ... O+
einen vorzeitigen Blasensprung (d.h. vor Beginn der Wehentatigkeit)... .. Os
vorzeitige Wehentatigkeit ... .. Os
anderes: O
keine Komplikationen/ Beschwerden ... ... ... O

31. Musste in der/n vorangegangenen Schwangerschaft(en) ein Totaler

Muttermundsverschluss oder eine Cerclage erfolgen?

NI O

Ja O-

wegen: vorzeitiger Wehentétigkeit/ Muttermundverkirzung O
meiner Vorgeschichte/ zur Sicherheit/ Prophylaxe O

32. Erwarten Sie....

1 Kind (Einlingsschwangerschaft). ... O+
2 Kinder (Zwillingsschwangerschaft). ... ... O-
3 Kinder (Drillingsschwangerschaft). ... Os

33. Wie ist die Schwangerschaft eingetreten?
Spontan (ohne medizinische Unterstatzung)......................... O,

nach Kinderwunschbehandlung. ... ... O

Welche Therapie (Stimulation, ICSI,_.))

6

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 6
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 1

34. Gibt es in Ihrer Familie (GroReltern, Eltern, Geschwister...)

a. Frihgeburten? (d.h. vor der 37.Schwangerschaftswoche)
nein

Wer wurde zu frith geboren? | Welche Schwangerschaftswoche?
(Cousine, Schwester, .. ..)

b. Fehlbildungen/ Syndrome? (z.B. Trisomie 21)
Nein

.................................................................. O
JA O
Bel Wem? (Cousine, Welches Erkrankungsbild/ Fehlbildung?

Schwester,...)

Vielen Dank fir die Beantwortung der Fragen! Bitte priifen Sie lhre Angaben noch
einmal auf Vollstdndigkeit. Bitte geben Sie den ausgefullten Fragebogen zusammen den
Einverstandniserkldrungen in den vorfrankierten Umschlag, und geben ihn zur Post.

Vielen Dank!

Abbildung 2: Fragebogen 1, Teil 7

24



Material und Methoden

EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 2

Datum des Interviews:
Interviewer:

Name der Probandin: Randomisierungsnummer:

1. Wie haben Sie die Kapseln eingenommen?

taglich ... ... 04

ein paar Mal vergessen ... O-

sehrunregelmal®ig ................... Os

Nie O,
Warum?

2. Wann haben Sie die Kapseln eingenommen?
mit dem Essen
nachdemEBEssen. ... 0.

unabhangig vom Essen/ unterschiedlich... Os

3. Sind bei lhnen Nebenwirkungen aufgetreten?

Welche?

4. Haben Sie folgende Verdnderungen bemerkt? (bitte zutreffendes ankreuzen)

geringere Reizung der Scheide ... O vermehrte Reizung der Scheide ... O,
weniger vaginaler Geruch ... O vermehrter vaginaler Geruch ... Oa
weniger Schmerzen .................. Os mehr Schmerzen .................... Os
weniger vaginaler Ausfluss/ Fluor.. Oy mehr vaginaler Ausfluss/ Fluor Os
weniger sexuelles Verlangen. ... Os mehr sexuelles Verlangen.......... O
keine Veranderungen......_._.__. O+

5. Hat sich lhr Stuhl wahrend der Kapseleinnahme verdndert?

Inwiefern?

6. Hatten Sie wahrend oder kurz nach der Einnahme Erbrechen?

Abbildung 3: Fragebogen 2, Teil 1

25



Material und Methoden

EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 2

Wenn ja: einmalig Os
haufiger (P
immer Os

7. Haben Sie Scheidenspiilungen gemacht?
Nein ... 04

Wie oft?

Was verwenden Sie? (Intimwaschldsungen/ Antiseptika)

8. Haben Sie in den letzten 8 Wochen (d.h. wihrend der Kapseleinnahme) eines
der folgenden Praparate regelmaRig verwendet?

Ja, folgendes:

Vagiflor ... (mp
Vagi-C ... O-
Vagihex ... .. O
Femibion florintim ......._.........._. O
Relactagel ... Os
Vagisan ... ... Os
Actimel ... Or
proBio probiotische Kapseln.._._._ . Oz
sonstiges.. ... Os
NeIN. . O

9. Haben Sie sonst noch irgendwelche Nahrungsergdnzungsmittel (Vitamine, ...)

eingenommen?
Nein............ O,
Ja o Oa
welche?
Wie oft?

Abbildung 3: Fragebogen 2, Teil 2
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EFFPro-Pilotstudie

Nein

Fragebogen Teil 2

10. Mussten Sie in den letzten vier Wochen ein Antibiotikum einnehmen?

Vaginal
Systemisch (Tablette/ Infusion) ... O
Welches Antibiotikum?

Warum?

Wie lange?

11. Wie war lhr Alltag in den letzten vier Wochen?

(1 = tberhaupt nicht anstrengend, 10 = sehr stressig/ anstrengend)

1 2 3

4 5 6 7 8 9

10

Abbildung 3: Fragebogen 2, Teil 3
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 3

Datum des Interviews:
Interviewer:

Name der Patientin: Randomisierungsnummer:

1. Wann wurde(n) ihr(e) Kind(er) geboren?

d.h. SSW

Weiblich_ mannlich_

2. Wie kam ihr Kind auf die Welt?

Spontan/ normal ... O+

Saugglocke/ Zange ... Oa

Geplanter Kaiserschnitt. ... O;
Grund:

Sekundérer Kaiserschnitt ........_... O
Grund:

3. Hat ihr Kind irgendeine Art von Fehlbildung?

Folgende:

4. Wenn ihr Kind vor der 37. SSW auf die Welt kam, was war die Ursache?

Pra-/Eklampsie (Schwangerschaftsvergiftung). ... O+
HELLP (Schwangerschaftsvergiftung).........._.. ... .. (i
Plazenta praevia (= vorliegender Mutterkuchen) mit Blutung ... Os

Vorzeitige Plazentaldsung (= Losen des Mutterkuchens vor Geburt des

Kindes) Os
Fehlbildungen beim Kind ... ... Os
Wachstumsretardierung beim Kind (zu klein) ..................... Og
Muttermundswirksame, vorzeitige Wehentatigkeit ... . Oy

Vorzeitiger Blasensprung (d.h. vor Beginn der Wehentatigkeit). ... Os
Infektion des Kindes
Erkrankungen des Kindes (z.B. Blutarmut). ... __ O1o

Andere Ursache:

Abbildung 4: Fragebogen 3, Teil 1
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 3

5. Hatten Sie folgende Erkrankungen/ Beschwerden/ Eingriffe wahrend der

Schwangerschaft?

Gestationsdiabetes (Zuckerkrankheit, die erst wahrend der Schwangerschaft

aUrtrat) . (m
Nierenbeckenentzindung (Pyelonephritis). ... .. O-
Harnwegsinfekt/ Blasenentzandung ... ... ... Os
Vaginales Brennen/ Juckreiz oder verstarkten Ausfluss ... . O
Vaginale Blutung nach der 12. Schwangerschaftswochen ... . Os

Ein Polyhydramnion (d.h. iberméagig viel Fruchtwasser um ihr Kind) ... O
Hohen Blutdruck (Praeklampsie). ... ... Or
sexuell Gbertragbare Erkrankungen (z.B. Chlamydien, Ghonorrhd, Herpes,

SYPNINS, ) Os
vorzeitige Wehentatigkeit d_h. regelmaitiges Hartwerden des Bauches.. Og

einen vorzeitigen Blasensprung, d.h. vor Auftreten der Wehentatigkeit. ... O

eine Fruchtwasseruntersuchung/ Chorionzottenbiopsie..................... O
eine Operation am Bauch ... . Oz
eine Anamie (Blutarmut, dh. Hb < 11g/dl). ... ... Ois
keine Beschwerden ... ... O1a

andere Probleme/ Beschwerden:

6. Mussten Sie widhrend der Schwangerschaft stationér in ein Krankenhaus
aufgenommen werden?

7. Wie war lhr Alltag in den letzten vier Wochen vor Entbindung?

(1 = tberhaupt nicht anstrengend, 10 = sehr stressig/ anstrengend)

Abbildung 4: Fragebogen 3, Teil 2
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 3

8. Waren Sie wahrend der Schwangerschaft berufstatig?
Nein . O

als

Bis zu welcher Schwangerschaftswoche/ -monat?

Wenn ja, wie viele Stunden pro Woche haben Sie gearbeitet?

Haben Sie im Schichtdienst gearbeitet? Nein ... O+

Was genau mussten Sie machen? (Stehen, Heben, Schreibtischtatigkeit. ...

9. Wie viele Stunden mussten Sie am Tag stehen?
>5Stunden ... 04
<5Stunden ... O.

10. Wie oft haben Sie Alkohol in dieser Schwangerschaft getrunken?

Taglich O
>IxfWoche . O
>/ Monat. . Os
NI O-

0O
0.
Wie lange rauchen Sie bereits? < 1 Jahr Os
1-5 Jahre O
> 5 Jahre Os

Wie viele Zigaretten pro Tag? <6/ Tag Oe
6-15/Tag O,
> 15/ Tag Os

Abbildung 4: Fragebogen 3, Teil 3
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EFFPro-Pilotstudie Fragebogen Teil 3

13. Haben Sie den Monat bevor Sie schwanger wurden geraucht?

Nein m ]
Ja 0Oz
Anzahl an Zigaretten pro Tag?
15. Wird bei Ihnen zu Hause geraucht?
NeIn 0O
Ja 0.

16. Haben Sie in dieser Schwangerschaft Marihuana, Hashish, Canabis, LSD,

Kokain, Heroin oder andere Drogen eingenommen?

Welche?

Wie oft?

Abbildung 4: Fragebogen 3, Teil 4
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2.7 Mikroskopische und kulturelle Analyse der Vaginalabstriche?

Die Auswertung der Abstriche erfolgte durch das Institut fur medizinische
Mikrobiologie der Universitatsklinik Tdbingen. Mittels Standard-Gramfarbung
erfolgte die Bestimmung des Nugent Scores gemal Nugent et al. (1991) (siehe
Abbildung 5 und Abbildung 6).

Um den Nugent Score zu bestimmen wurde der Vaginalabstrich hierbei
hinsichtlich Menge und Vorhandensein von Laktobazillen sowie Anaerobiern und
Gardnerella vaginalis untersucht (siehe Abbildung 7).

Ein Score von 0-3 wurde als normale, gesunde Vaginalflora eingestuft. Ein Score
von 4-6 entspricht einer intermediéaren Vaginalflora und ein Score von 7-10 wird
als bakterielle Vaginose definiert. Bei einer bakteriellen Vaginose zeigt sich
typischerweise eine verminderte Anzahl an Laktobazillen und vermehrt anaerobe
Keime und Gardnerella vaginalis.

Fir die weitere Analyse wurden intermedidre Vaginalflora und bakterielle
Vaginose unter abnormaler Vaginalflora zusammengefasst (siehe 2.9). Die
Auswertung erfolgte durch zwei unterschiedliche Untersucher an
unterschiedlichen Instituten, die weder Kenntnis Uber die andere Person noch
Uber die ermittelten Ergebnisse hatten. Bei abweichenden Scores, die innerhalb
der gleichen Bewertungsgruppe lagen, wurde der Mittelwert gebildet. Scores, die
in unterschiedlichen Bewertungsgruppen lagen, wurden vom ersten Untersucher
nochmals befundet.

Um zwischen bakterieller Vaginose und anderer abnormaler Vaginalflora (z.B. im
Rahmen einer aeroben Vaginitis) zu unterscheiden, wurden die Abstriche auf vier
verschiedenen Medien kultiviert und auf die Anwesenheit von pathogenen
Bakterien bzw. auf Bakterien, die mit bakterieller Vaginose assoziiert sind,

analysiert.
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Abbildung 5: Grampréaparat Nugent Score 0 (Normalbefund)

Bildquelle: Matthias Marschall, Institut fir Mikrobiologie Tibingen

gl *

Abbildung 6: Grampréparat Nugent Score 8 (Bakterielle Vaginose)

Bildquelle: Matthias Marschall, Institut fir Mikrobiologie Tibingen
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4+ (>30/Gesichtsfeld) 0
3+ (5-30/Gesichtsfeld) 1
2+ (1-4/Gesichtsfeld)
1+ (<1/Gesichtsfeld)

=~ W M

0 (keinein 5 Gesichtsfeldern)

4+ (>30/Gesichtsfeld) A

3+ (5-30/Gesichtsfeld) 3

2+ (1-4/Gesichtsfeld) 2

1+ (<1/Gesichtsfeld) 1

0 (keine in 5 Gesichtsfeldern) 0

4+ (>30/Gesichtsfeld) 2

3+ (5-30/Gesichtsfeld) 2

2+ (1-4/Gesichtsfeld) 1

1+ (<1/Gesichtsfeld) 1

0 (keinein 5 Gesichtsfeldern) 0

Abbildung 7: Nugent Score

Nugent Score 0-3 (negativ): kein Anhalt fiir bakterielle Vaginose

Nugent Score 4-6 (intermediar): Ergebnis in Zusammenschau mit klinischer Symptomatik zu beurteilen
Nugent Score 7-10 (positiv): Vom Vorliegen einer bakteriellen Vaginose ist auszugehen.

Ubernommen aus LADR Ausgabe 221- 02/2019 (LADR, 2019)
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2.8 Begriindete Fallzahlschatzung?

Die Fallzahlberechnung basierte auf einer randomisierten, placebokontrollierten
Studie an gesunden, nicht schwangeren Frauen, die 60 Tage lang oral mit L.
rhamnosus GR-1 und L. fermentum® RC-14 behandelt wurden. Hierbei zeigte
sich an Tag 90 ein Anstieg des Anteils an Frauen mit normaler Vaginalflora von
28% auf 42% (Nugent Score <4), sowie ein signifikanter Anstieg der
Laktobazillen und eine Reduktion der pathogenen Bakterien in der Vaginalflora
(Reid et al., 2003).

In dieser Studie wollten wir eine Zunahme der normalen vaginalen Mikrobiota um
(mindestens) 50 % nachweisen. Bei einem Basisrisiko von 25% fur bakterielle
Vaginosen in Deutschland (Reid et al., 2003), gingen wir auch von einem

Basisrisiko von 25% in unserer Kontrollgruppe aus.

Wir wéhlten ein Bezugsverhaltnis von 1:1 und einen einseitigen exakten Fisher-
Test fur zwei unabhangige Gruppen und ungleiche Anteile als bevorzugte
Analyse. Auf Basis dieser Annahmen, eines Typ-I-Fehlers von 0,05 und eines
Typ-ll-Fehlers von 0,2 (d.h. einer Power von 80%) ergab sich ein

Stichprobenumfang von 320 schwangeren Frauen.

2.9 Angaben zur statistischen Auswertung?

Es wurde eine Intention-to-treat-Analyse durchgefihrt (d.h. die Analyse der Falle
und Kontrollen erfolgte wie urspriinglich zugeteilt, unabhangig davon, ob sie
Placebo oder Verum tatsachlich eingenommen haben). Wenn das Ergebnis nicht
bewertet werden konnte, wurden Techniken zur Imputation fehlender Daten und
eine Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt. Somit wurde kein Proband aufgrund
fehlender Daten von der endgiltigen Analyse ausgeschlossen. Die Nugent-

Daten wurden mit dem exakten Fisher-Test analysiert.

3 Altere Bezeichnung von L. reuteri RC-14, siehe auch 1.5
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Die demographischen und klinischen Charakteristika der Teilnehmer wurden mit
Hilfe von deskriptiven Statistiken wie Anzahl und Prozentsatz oder Median,
Minimum und Maximum ausgewertet.

Der Nugent-Score als primarer Endpunkt wurde dichotomisiert in normal (Score
0-3) und abnormal (d.h. intermediare/pathologische Vaginalflora, Score 4-10).
Haufigkeiten wurden nach der Intervention mit Hilfe des exakten Fischer-Tests
verglichen. Fur diesen Vergleich wurde ein Wahrscheinlichkeitswert von <0,05
als statistisch signifikant angesehen.

Risikoverhéltnisse und 95%-Konfidenzintervalle wurden mittels Cochrane-
Mantel-Haenszel-Statistik unter Verwendung der SAS-Software berechnet (SAS
Insitut Heidelberg). Fur alle dargestellten sekundaren Endpunkte haben die
Wahrscheinlichkeitswerte nur beschreibenden Charakter. Die Berechnung der
Wahrscheinlichkeitswerte erfolgte mit SPSS (Version 20, IBM Inc., Ehingen),
(Gille et al., 2016).

2.10 Definition der Zielkriterient

Primarer Endpunkt war der Anteil normaler Vaginalflora, definiert als Nugent
Score <4 nach 8-wodchiger Einnahme der Studienmedikation. Sekundare
Endpunkte waren die Nugent-Score-Verteilung im Studienkollektiv sowie
interventionsassoziierte Beschwerden, die nicht zu einem Abbruch der Einnahme
fuhrten. Hierzu zahlten Juckreiz, vermehrter vaginaler Ausfluss, abdominelle
Beschwerden, Anderungen der Stuhlkonsistenz, Schwangerschaftsdauer, der
Anteil an Frihgeburten (Entbindung zwischen 22+0 und 36+6 SSW) sowie der
Anteil an Fehlgeburten (Entbindung vor 22+0 SSW) und angeborenen
Fehlbildungen.

2.11 Abbruchkriterien?

Klinische Studien sowie Tierversuche legen nahe, dass die in unserer Studie
verwendeten probiotischen Stamme gefahrlos in der Schwangerschaft
angewendet werden konnen (Reid and Kirjaivanen, 2005, Anukam et al., 2005).

Somit wurden keine Abbruchkriterien fur Teilnehmer oder Studie festgelegt.
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3 Ergebnisse?

3.1 Studieneinschluss*

Es wurden 445 schwangere Frauen auf entsprechende Voraussetzungen fir
einen Studieneinschluss geprift. Hiervon entsprachen 33 Frauen nicht den
Einschlusskriterien, 54 entschieden sich gegen eine Teilnahme und bei 38 waren
andere Grunde Ursache der Nichtteilnahme.

320 Frauen konnten in die Studie eingeschlossen werden und wurden eins zu
eins in die Behandlungs- und Kontroligruppe randomisiert. Aus der
Behandlungsgruppe konnten 144 pré- und 135 postinterventionelle Proben und
aus der Kontrollgruppe 148 préa- und 136 postinterventionelle Proben analysiert
werden. Hauptursachen fehlender Proben waren Spontanaborte und logistische
Probleme. AuRerdem mussten einige Probanden die Studienteilnahme wegen
Erbrechens  vorzeitig  beenden. In  seltenen  Féllen war ein
Schwangerschaftsabbruch Grund fiir das Ausscheiden aus der Studie.

In der Behandlungsgruppe konnten 96% und in der Kontrollgruppe 94% der

postinterventionellen Fragebtgen analysiert werden (siehe Abbildung 8).

4 Die im Folgenden unter Kapitel 3 beschriebenen Ergebnisse wurden bereits teilweise
publiziert in GILLE, C., BOER, B., MARSCHAL, M., URSCHITZ, M. S., HEINECKE, V., HUND,
V., SPEIDEL, S., TARNOW, I., MYLONAS, I., FRANZ, A., ENGEL, C. & POETS, C. F. 2016.
Effect of probiotics on vaginal health in pregnancy. EFFPRO, a randomized controlled trial. Am
J Obstet Gynecol, 215, 608.e1-608.e7. In den entsprechend markierten Unterkapiteln wurde zur
besseren Lesbarkeit auf erneute Selbstzitate verzichtet.
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Prifen der

Voraussetzungen
n =445

n=125

Einschlusskriterien nichterfulitn=33
Teilnahme abgelehntn = 54

Andere Griinde n= 38

Randomisiert

n=320

Zuteilungzu Placebo
n=160

Zuteilung zu Probiotika
n =160

n=12

Spontanabortn=2
Schwangerschaftsabbruch n=0
Logistik n=9

Erbrechen n=1

n=16

Spontanabortn=5
Schwangerschaftsabbruch n=1
Logistik n=8

Erbrechen n=2

" A-Probe

144

(90%)

n=9
Spontanabortn=7
Logistik n=1
Erbrechen n=1
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Spontanabortn=3
Logistik n=8
Erbrechen n=1

e Fragebogen
151
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Abbildung 8: Flussdiagramm gem&al CONSORT Kriterien

Die Anzahl der A- und B-Proben und der erfolgreichen Telefoninterviews sind angegeben. A- und B-
Proben, die fur die mikroskopische Analyse nicht verfiigbar waren, sind nach dem Grund ihrer
Nichtverfligbarkeit aufgelistet. Spontanabort wurde als ungewollte Beendigung der Schwangerschaft
definiert. Schwangerschaftsabbruch war definiert als medizinisch induziertes Ende der
Schwangerschaft. Logistik beschreibt, dass der vom Gynékologen asservierte Abstrich das Labor nicht
erreicht hat. Erbrechen gibt an, dass die Testperson aufgrund von Krankheit nicht zum Routinetermin
beim Gynakologen erschienen ist. CONSORT = Consolidation Standard of Reporting Trials

Diagramm modifiziert nach Gille et al. (2016)
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3.2 Studienpopulation®

Um die Verteilung des Basisrisikos fir eine abnormale Vaginalflora und
Frihgeburtlichkeit in der Behandlungs- und Kontrollgruppe zu ermitteln, wurden
matterliches Alter, Familienstand, Paritat, Frihgeburtlichkeit oder rezidivierende
urogenitale Infektionen in der Vorgeschichte, sowie die Einnahme von Antibiotika
vor Beginn der Intervention ermittelt. Auch Fehlbildungen oder gynakologische
Operationen in der Vorgeschichte wurden abgefragt. Nach Auswertung der
Fragebdgen zeigte sich eine gleichmalige Verteilung in beiden Gruppen. Auch
die Compliance bei der Kapseleinnahme und das Schwangerschaftsalter bei

Interventionsbeginn unterschied sich nicht zwischen den Gruppen (siehe Tabelle

1).

Tabelle 1: Basischarakteristika der Studienpopulation

Basischarakteristika der Studienpopulation Gesam verum Placebo
(n=320) (n=160) (n=160)
Medianes mutterliches Alter, in Jahren (Spannweite) 33 (21-45) | 33 (21-45) | 33 (24-44)
Verheiratet, n (%) 286 (90) 141 (88) 145 (91)
Erstgebarend, n (%) 122 (38) 61 (38) 61 (38)
Mehrgebarend, n (%) 15 (5) 10 (6) 5@)
Frihgeburt in der Vorgeschichte, n (%) 23 (7) 13 (8) 10 (6)
Rezidivierende vaginale Infektionen, n (%) 50 (16) 21 (13) 29 (18)
Uterusfehlbildung/Operationen, n (%) 35(11) 19 (12) 16 (10)
Antibiotikaeinnahme 4 Wochen vor Intervention, n (%) 13 (4) 5(@) 8 (5)
SSW bei Interventionsstart, Wochen+Tage 12+2 12+1 12+2
Compliance bei der Kapseleinnahme, n (%) 275 (86) 133 (83) 142 (89)

Parameter, die das Basisrisiko fiir Veranderungen der Vaginalflora und fur Frihgeburtlichkeit beeinflussen,
sowie die Compliance und die Verwendung von Antibiotika in der Studienpopulation, sind wie beschrieben

angegeben.

Modifiziert nach Gille et al. (2016).
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3.3 Auswirkung probiotischer Erndhrung auf die Vaginalflora vor
der Intervention

Von 259 Patientinnen gaben 48 (=18,5%) an sich bereits vor der Intervention
regelmalig oder auch nur gelegentlich probiotisch ernahrt zu haben. Davon
waren 24 Patientinnen in der Behandlungsgruppe und auch 24 Patientinnen in
der Kontrollgruppe. Vergleicht man die Gruppen untereinander waren 19,4% (24
von 124) in der Behandlungsgruppe und 17,8% (24 von 135) in der
Kontrollgruppe. Es gab zwischen den Gruppen somit keinen Unterschied im
Anteil der Frauen, die sich bereits vor Intervention probiotisch ernahrt haben. Es
handelte sich hier in den meisten Fallen um Actimel ® (fermentierte Milch mit den
klassischen Joghurtkulturen L. bulgaricus und Streptococcus thermophilus und

Zusatz von speziellen L. casei Kulturen und Vitamin D und B6).

Prainterventionell hatten die Frauen, die eine probiotische Ernahrung angaben,
einen hoheren Anteil an normaler Vaginalflora im Vergleich zu Frauen, die sich
nicht probiotisch ernéhrt hatten (86% vs. 80%). Knapp 15% der Probandinnen
ohne vorherige probiotische Ernahrung zeigten einen intermediaren Nugentscore
(siehe Tabelle 2). Mit probiotischer Ernédhrung konnte in 9,3% ein intermediarer
Score ermittelt werden (siehe Tabelle 3). Diese Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant (p=0,48).

Es ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede im Anteil der Probandinnen
mit bakterieller Vaginose. So waren sowohl mit als auch ohne prainterventionelle
probiotische Erndhrung nur 4,6-4,7% bakterielle Vaginosen in unserem
Patientenkollektiv zu finden (siehe Tabelle 2, Tabelle 3, Abbildung 9).
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Tabelle 2: Nugent Score Verteilung ohne préainterventionelle probiotische Ernahrung.

Intermediar
4 5 6

N=58 N=51 N=27 N=20 N=15 N=7 N=7 N=5 N=4

29,9% | 26,3% 13,9% | 10,3% 7,7% 3,6% 3,6% 2,6% 2,1%

80,4% 14,9% 4,6%

N=194

Tabelle 3: Nugent Score Verteilung mit prainterventioneller probiotischer Ernahrung.

Intermediar
5 6
N=16 N=10 N=5 N=6 N=3 N=1 N=1 N=1
37,2% 23,3% 11,6% 14,0% 7,0% 2,3% 2,3% 2,3%
86,0% 9,3% 4,7%
N=43
Nugentscoreverteilung
m ohne probiotische Erndhrung mit probiotischer Ernéhrung
40%
35%
30%  mm
25% -
20% -
15% A
10% -
0% - ] -
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Nugent-Score

Abbildung 9: Nugentscoreverteilung [%] mit bzw. ohne probiotische Erndhrung vor Intervention.

Nugentscore 0-3 normal, 4-6 intermediar, 7-10 Bakterielle Vaginose
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3.4 Auswirkungen oraler Probiotika auf die Vaginalflora*

In der Behandlungsgruppe sank nach Intervention der Anteil der Frauen mit
normaler Vaginalflora von 82,6% auf 77,8%, was eine Abnahme um 4,8%
bedeutet. Der Anteil der Frauen mit normaler Vaginalflora in der Kontrollgruppe
ging von 79,1% vor Intervention auf 74,3% nach Intervention zuriick, was auch
einer Abnahme um 4,8% entspricht.

Der Vergleich der postinterventionellen Proben in der Behandlungs- und
Kontrollgruppe ergab keinen signifikanten Unterschied im Auftreten von

abnormaler Vaginalflora nach Intervention (p=0,497) (siehe Tabelle 4).

Insgesamt war in der Studienpopulation die Rate an bakteriellen Vaginosen
niedrig. Nur bei 2,8 bis 5,4% der Teilnehmerinnen lieR sich vor Beginn der
Intervention eine bakterielle Vaginose nachweisen (definiert als Nugentscore 7-
10). Nach der Intervention konnte bei 1,5% der Frauen in der Kontrollgruppe bzw.
2,2% der Frauen in der Behandlungsgruppe eine bakterielle Vaginose

diagnostiziert werden.

Tabelle 4: Nugent Score vor und nach Intervention

p-Wert
Nugent Score Verum, n (%) |Placebo,n (%) | Einseitiger Zweiseitiger
Test Test
Probe mit normaler Flora (0-3)
A-Probe 119 (82,6) 117 (79,1) 0,265 0,460
B-Probe 105 (77,8) 101 (74,3) 0,297 0,560
Probe mit bakterieller Vaginose (7-10)
A-Probe 4(2,8) 8 (5,4) 0,202 0,376
B-Probe 3(2,2) 2 (1,5) 0,497 1,000

Haufigkeit normaler Vaginalflora (Nugent Score, <4) und bakterieller Vaginose (Nugent Score, 7-10) in der
Behandlungs- bzw. Kontrollgruppe vor (A-Probe) und nach Intervention (B-Probe). Fir die statistische
Analyse wurden die Werte mit Hilfe des exakten Fischer-Tests verglichen.

Ubernommen aus Gille et al. (2016).
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3.5 Nebenwirkungen der Probiotikaeinnahme*

Die Einnahme der Probiotika wurde insgesamt gut vertragen. Beschwerden, die
Im Zusammenhang mit der Einnahme der Kapseln auftraten, die aber nicht zum
Studienabbruch fiihrten und als unangenehm einzustufen waren, traten etwas
vermehrt in der Behandlungsgruppe auf (8,3% in der Behandlungsgruppe bzw.
3,1% in der Kontrollgruppe) (siehe Tabelle 5).

Die haufigsten interventionsassoziierten Beschwerden waren vermehrter
vaginaler Ausfluss (6 bzw. 2 Falle) sowie die Veranderung der Stuhlkonsistenz
(5 bzw. 1 Fall).

3.6 Auswirkung oraler Probiotika auf Friihgeburten-, Fehlgeburten-

und Fehlbildungsrate*

Die Frihgeburtenrate war im Studienkollektiv niedrig (siehe Tabelle 5). Nur 6 von
160 Schwangerschaften (3,8%) in der Behandlungsgruppe bzw. 8 von 160
Schwangerschaften (5,0%) in der Kontrollgruppe fiihrten zu einer Frihgeburt.
Das Risiko fur eine Friihgeburt wurde durch die Intervention nicht beeinflusst (RR
1,3 (0,5-3,8); p=0,59).

Das mittlere Gestationsalter der Fruhgeborenen bei Geburt war in der
Behandlungsgruppe mit 35,1 SSW (29,3 — 36,9 SSW) im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 31,6 SSW (23 — 36,6 SSW) etwa 4 Wochen alter (p=0,22).
Die Anzahl an Fehlgeburten (siehe Tabelle 5) war in der Behandlungsgruppe
geringfugig hoher (12 von 154 Fallen = 7,8%) als in der Kontrollgruppe (5 von
151 Fallen = 3,3%; RR 2,2 (0,78-6,19; p=0,08).

Angeborene Fehlbildungen wurden in 9 von 142 Schwangerschaften der
Behandlungsgruppe (6,3%) bzw. 12 von 146 Schwangerschaften der
Kontrollgruppe (8,2%) gesehen.

Keine der untersuchten Endpunkte zeigte statistische signifikante Unterschiede

zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Sekundére Endpunkte

p-Wert

Sekundére Endpunkte Verum Placebo zweiseitiger

Test
Interventions-assoziierte Beschwerden, n (%) 13 (8,3) 5(@3,1) 0,06
Frithgeburtlichkeit <37+0 SSW, n (%) 6 (3,8) 8 (5,0) 0,59
Mediane Schwangerschaftsdauer 0,22
(Geburt <37+0 SSW), Wochen (Spannweite) 35.1(29.3-36.9)| 31.6(23-36.6)
Fehlgeburt (Geburt <22+0 SSW), n (%) 12 (7,8) 5(3,3) 0,08
Angeborene Fehlbildungen, n (%) 9(6,3) 12 (8,2) 0,65

Sekundéare Endpunkte in der Behandlungs- bzw. Kontrollgruppe, n (%) falls nicht anders angegeben. Fur
die statistische Analyse wurden die Werte mit dem exakten Test von Fisher verglichen.

Ubernommen aus Gille et al. (2016).

3.7 Einfluss von Bildungsniveau, Alkohol- und Nikotinkonsum auf

die Rate bakterieller Vaginosen

Im Studienkollektiv war die Rate an Frauen mit bakterieller Vaginose niedriger
als erwartet. Daher wurden pradisponierende Faktoren fur das Auftreten einer
bakteriellen Vaginose analysiert, insbesondere Bildungsniveau, Alkohol- und
Nikotinkonsum.

Sowohl Mutter als auch Vater des Studienkollektivs gaben ein insgesamt hohes
Bildungsniveau an (siehe Tabelle 6, Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9, Abbildung
10, Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13).

Im Gesamtkollektiv zeigt sich eine hohe Anzahl an Abiturientinnen (42,9%)
entsprechend einem insgesamt hohen Schulbildungsniveau bei den
Probandinnen (siehe Tabelle 6, Abbildung 10). Vergleicht man die Gruppen
untereinander gaben Mitter der Kontrollgruppe etwas haufiger einen
Abiturabschluss an als Mitter der Behandlungsgruppe (p=0,317) und hatten
umgekehrt etwas weniger Grund- und Hauptschulabschlisse (p=0,266). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen sind allerdings nicht signifikant (siehe
Tabelle 6).
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Tabelle 6: Schulbildung der Mtter

Schulbildung Mutter, n (%) | Gesamt (n=259) | Verum (n=124) | Placebo (n=135) [ p-Wert
Grund- und Hauptschule 33 (12,7) 19 (15,3) 14 (10,4) 0,27
Mittlere Reife 92 (35,5) 45 (36,3) 47 (34,8) 0,90
Polytechnische Oberschule 1(0,4) 1 (0,8) 0 n.a.
Fachhochschulreife 22 (8,5) 10 (8,1) 12 (8,9) 0,83
Abitur 111 (42,9) 49 (39,5) 62 (45,9) 0,32
Anderer Abschluss 0 0 0 n.a.
Noch kein Abschluss 0 0 0 n.a.
Kein Abschluss 0 0 0 n.a.

Schulbildung Mutter

: @

- B3

@ - @

Abbildung 10: Schulbildung der Miitter in % angegeben

-

B Grund- und Hauptschule

u Mittlere Reife

m Polytechnische Oberschule

Fachholschulreife
= Abitur
m andere
mnoch kein Abschluss

mkein Abschluss
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Tabelle 7: Schulbildung der Véter

Schulbildung Vater, n (%) Gesamt (n=255) Verum (n=120) Placebo (n=135)
Grund- und Hauptschule 51 (20) 22 (18,4) 29 (21,5)
Mittlere Reife 58 (22,7) 35 (29,2) 23 (17,0)
Polytechnische Oberschule 2(0,8) 2(1,7) 0
Fachhochschulreife 33 (12,9) 14 (11,6) 19 (14.1)
Abitur 107 (42) 45 (37,5) 62 (45,9)
Anderer Abschluss 4 (1,6) 2(1,7) 2(1,5)
Noch kein Abschluss 0 0 0

Kein Abschluss 0 0 0

m =0

-

Schulbildung Vater

£

@

Abbildung 11: Schulbildung der Véater in % angegeben
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Tabelle 8: Berufsausbildung der Mutter

. ) Gesamt Verum Placebo p-Wert
0,
Berufsausbildung Mitter, n (%) (n=264) (n=126) (n=138)
Lehre 99 (37,5) 49 (38,9) 50 (36,2) 0,83
Berufsschule 24 (9,1) 10 (7.,9) 14 (10,1) 0,63
Fachschule 24 (9,1) 12 (9,5) 12 (8,7) 0,92
Fachhochschule, Ingenieur 18 (6,8) 6 (4,8) 12 (8,7) 0,08
Universitét 64 (24,2) 29 (23,0) 35 (25,4) 0,54
Andere 5 (1,9) 3(2,4) 2 (1,4) 0,98
Noch in Ausbildung 10 (3,8) 3(2,4) 7 (5,1) 0,54
Kein Abschluss 20 (7,6) 14 (11,1) 6 (4,3) 0,14
Berufsausbildung Mutter
L] 8%
. "B
@
u | ehre

23

B

Abbildung 12: Berufsausbildung der Mtter in % angegeben
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Tabelle 9: Berufsausbildung der Vater

Lehre 91 (35,7) 48 (40,0) 43 (31,9) 0,76
Berufsschule 16 (6,3) 10(8,3) 6 (4,4) 0,37
Fachschule 20(7,8) 8(6,7) 12 (8,9) 0,75
Fachhochschule, Ingenieur 33(12,9) 15 (12,5) 18 (13,3) 0,60
Universitat 76 (29,8) 29 (24,2) 47 (34,8) 0,29
Andere 5(2) 3(2,5) 2(1,5) 0,98
Noch in Ausbildung 6(2,4) 3(2,5) 3(2,2) n.a.
Kein Abschluss 8(3,1) 4 (3,3) 4(3,0) n.a.
Berufsausbildung Vater
m | ehre

A

-2

u Berufsschule

= Fachschule
Fachhochschule, Ingenieur

mUni

= andere

mnoch in Ausbildung

mkein Abschluss

@

Abbildung 13: Berufsausbildung der Vater in % angegeben

@
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Nur eine Patientin gab an, taglich Alkohol wahrend der Schwangerschaft
getrunken zu haben. 11 Teilnehmerinnen gaben an, mehr als einmal pro Monat
Alkohol getrunken zu haben, eine Teilnehmerin mehr als einmal pro Woche und
224 Frauen (94,5%) tranken gar keinen Alkohol wahrend der Schwangerschatft
(siehe Tabelle 10 und Abbildung 14).

Tabelle 10: Alkoholkonsum

nie 224 (94,5) 105 (94,6) 119 (94,4)
>1x/Monat 11 (4,6) 6 (5,4) 5 (4,0)
>1x/Woche 1(0,4) 0 1(0,8)
taglich 1(0,4) 0 1(0,8)

Alkohol in der Schwangerschaft

@

M nie
B >1x/Monat
m >1x/ Woche

taglich

Abbildung 14: Alkoholgenuss im Patentenkollektiv in %

Aulerdem gaben 70 von 238 (29,4%) der Frauen an, vor der Schwangerschaft
geraucht zu haben, davon rauchten 52 Patientinnen auch im Monat vor der
Schwangerschaft. 25 Patientinnen gaben an weiterhin zu Rauchen nachdem die

Schwangerschatft bereits bekannt war.
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3.8 Infektionen wahrend der Schwangerschaft

Von 154 Patientinnen klagten 30 Uber vaginalen Juckreiz, Brennen bzw.

vermehrten vaginalen Ausfluss wahrend der Schwangerschatft. Zwei

Patientinnen hatten eine Pyelonephritis und sechs Patientinnen hatten einen

Harnwegsinfekt.

Tabelle 11: Infektionen in der Schwangerschaft im Patientenkollektiv

Gesamt (n=154) Probiotika Placebo
Pyelonephritis, n (%) 2(1,3) 1 (50) 1 (50)
Harnwegsinfekt, n (%) 6 (3,9) 2 (33,3) 4 (66,7)
Vaginale Infektion, n (%) 30 (19,5) 13 (43,3) 17 (56,7)
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4 Diskussion®

4.1 Einfluss von Probiotika auf die Vaginalflora®

In der vorliegenden Studie sollte der Einfluss von oral verbreichten Probiotika auf
die Vaginalflora wahrend der Schwangerschaft untersucht werden. Die
Hypothese, dass unter regelmafiiger oraler Einnahme des Probiotikums mit L.
rhamnosus GR-1 und L. reuteri RC-14 der Anteil Schwangerer mit normaler
Vaginalflora, definiert als Nugent Score <4, im Verlauf der Schwangerschaft
zunimmt, konnte nicht bestatigt werden.

Die bisher veroffentlichten Ergebnisse hinsichtlich des positiven Einflusses von
L. rhamnosus GR-1 und L. reuteri RC-14 auf die Vaginalflora von
Nichtschwangeren zeigten eine Verbesserung des Nugent-Scores und eine
Reduktion potentiell pathogener Bakterien und Pilze in der Vaginalflora (Reid et
al.,, 2003). Dieser Effekt konnte in der hier beschriebenen Studie bei

schwangeren Frauen nicht nachgewiesen werden.

Bei immunkompetenten, nicht schwangeren Frauen mit manifesten klinischen
Symptomen einer bakteriellen Vaginose fuhrte die kombinierte Gabe von L.
rhamnosus GR-1, L. reuteri RC-14 und antibiotischer Therapie zur klinischen
Besserung und niedrigeren Nugent-Scores im Vergleich zur alleinigen Gabe des
Antibiotikums (Anukam et al., 2006, Martinez et al., 2009). Bei HIV-Infizierten
Patientinnen mit bakterieller Vaginose hingegen fuhrte die kombinierte Gabe des
Antibiotikums Metronidazol plus Probiotika nicht zu einer h6heren Heilungsrate
der bakteriellen Vaginose im Vergleich zur alleinigen Gabe des Antibiotikums.
Bei der Gruppe mit intermedidrem Nugentscore erhdhte die Probiotikagabe aber
tendenziell die Wahrscheinlichkeit einer normalen Vaginalflora (OR 2,4; p=0,1)
(Hummelen et al., 2010).

Die bisher aktuellste Metaanalyse der Cochrane-Collaboration zeigt, dass das
Risiko einer vaginalen Infektion durch die Einnahme unterschiedlicher Probiotika
deutlich reduziert werden kann (RR 0,19; 95% CI 0,08-0,48) (Othman et al.,

5 Die im Folgenden unter Kapitel 4 beschriebene Diskussion wurde bereits teilweise publiziert in
ibid. In den entsprechend markierten Unterkapiteln wurde zur besseren Lesbarkeit auf erneute
Selbstzitate verzichtet.
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2007). Allerdings beinhaltete die Analyse lediglich zwei Studien mit insgesamt 88

Patientinnen, was die Aussagekraft mindert.

Ein weiteres Review analysierte 13 randomisierte, kontrollierte Studien mit
insgesamt 1258 Patienten, die die Probiotikamonotherapie versus Placebo bzw.
Probiotikamonotherapie versus kombinierte Therapie von Probiotika und
Antibiotika bei bakterieller Vaginose miteinander verglichen. Auch wegen der
hohen Heterogenitat der gepoolten Analyse konnte kein eindeutiger Effekt von
Probiotika bei der Behandlung der bakteriellen Vaginose gezeigt werden (Li et
al., 2019).

Damit zeigt sich in der Literatur ein insgesamt heterogenes Bild hinsichtlich des
Einflusses von oral verabreichten Probiotika auf die bakterielle Vaginose. Ein
Faktor, der moglicherweise einen Einfluss auf die Wirkung von Probiotika bei
bakterieller Vaginose hat, konnte die Immunkompetenz des Wirtes sein. Fur die
Schwangerschaft ist gut beschrieben, dass es zur Verringerung der
Immunabwehr gegen Pathogene kommt (Deshmukh and Way, 2019).

4.2 Einfluss auf Friih- und- Fehlgeburtenrate®

Die Pravention oder Behandlung der bakteriellen Vaginose wéahrend der
Schwangerschatft ist insbesondere deswegen von Interesse, da die bakterielle
Vaginose als ein Risikofaktor fur Frihgeburtlichkeit vielfach beschrieben wurde
(Manns-James, 2011).

Die Fruhgeburtenrate zeigte in unserem Kollektiv keinen signifikanten
Unterschied zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe. Allerdings konnte im
Falle einer Frihgeburt <37. SSW ein im Mittel vier Wochen langeres
Gestationsalter in der Behandlungsgruppe nachgewiesen werden. Diese
Befunde sind lediglich deskriptiv und sollten aufgrund der kleinen Fallzahl
entsprechend zurtickhaltend interpretiert werden, da die Studie primar nicht dafir

konzipiert war, Anderungen der Friihgeburtenrate zu detektieren.
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Unterstiutzt werden unsere Resultate allerdings durch die Studie von Myhre et al.
(2011), die eine Reduktion des Friuhgeburtenrisikos durch probiotische

Ernahrung nachweisen konnten.

Eine randomisierte kontrolliere Studie analysierte den Effekt von Probiotika
hinsichtlich des Auftretens von Frithgeburten und konnte aufgrund zu niedriger
Fallzahlen keinen Einfluss eruieren (Krauss-Silva et al., 2011).

Daten aus randomisierten Studien, mechanistische Daten aus mikrobiologischen
Studien und Registerdaten wurden in den letzten Jahren mehrfach
zusammengefasst, um die Bedeutung von Probiotika fir die Beeinflussung des
Schwangerschaftsverlaufes und auch die Verhinderung von Fruhgeburtlichkeit
zu ermitteln. Die jetzige Datenlage lasst keine endglltige Aussage Uber den
Einfluss von Probiotika in der Pravention von Frihgeburten zu (Jarde et al., 2018,
Samuel et al., 2019, Ansari et al., 2021).

In der Behandlungsgruppe konnte eine geringfligig hohere Zahl an Aborten
nachgewiesen werden. Das Intervall zwischen Interventionsbeginn und
Spontanabort variierte zwischen 2 und 10 Tagen (im Median 6 Tage). Diese
Schwankungsbreite macht einen kausalen Zusammenhang zwischen
Intervention und Abort unwahrscheinlich, sollte aber trotzdem bei &hnlichen
Interventionen beachtet werden.

Eine randomisierte, kontrollierte single-center Studie aus Finnland berichtet Uber
eine sehr niedrige Fruhgeburtenrate <37+0 SSW (2%) und einen fehlenden
Effekt oraler Einnahme von Probiotika in Kombination mit Erndhrungsberatung
auf das Frihgeburtenrisiko (Luoto et al., 2010). Interessanterweise war deren
Fehlgeburtenrate in der Behandlungsgruppe ebenfalls geringfligig héher im
Vergleich zur Placebogruppe. Mit unseren Daten war es allerdings nicht moglich
zwischen den beiden Endpunkten Fehl- oder Frihgeburt zu unterscheiden.

Es ist moglich, dass das hohere Gestationsalter, das von Frauen mit
Lebendgeburt in der Behandlungsgruppe erreicht wurde, auf Fehlgeburten

zurtckzufuhren ist, die ohne Behandlung zu einer Lebendgeburt gefiihrt hatten.
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4.3 Einfluss probiotischer Ernahrung auf Friihgeburtenrate und

Bakterielle Vaginose

Myhre et al. (2011) konnten zeigen, dass der Verzehr probiotischer
Milchprodukte das Risiko eine Friihgeburt zu erleiden, senkt.

Unsererseits wurde festgestellt, dass Schwangere, die bereits vor der
Intervention probiotische Nahrung zu sich nahmen (z.B. In Form von Actimel)
vermehrt einen normalen Nugentscore aufwiesen. Eine Verringerung der Rate
an bakteriellen Vaginosen konnte durch probiotische Erndhrung bisher allerdings
nicht eindeutig nachgewiesen werden (Hantoushzadeh et al., 2012, He et al.,
2020).

4.4 Unerwlnschte Nebenwirkungen und Akzeptanz

Erfreulicherweise zeigte die regelmélige Verabreichung von Probiotika keine
eindeutigen unerwiinschten Nebenwirkungen. Leichte Anderungen in
Stuhlkonsistenz und vermehrter vaginaler Fluor wurden gut toleriert. Insgesamt
zeigte sich eine gute Compliance bei der Einnahme und eine generell gute

Akzeptanz der Schwangeren gegenlber der Intervention.

4.5 Niedrige Rate bakterieller Vaginosen und Assoziation mit

sozio6konomischem Status
Die Pravalenz der bakteriellen Vaginose variiert stark je nach Land und ist auch
abhangig von der ethnischen Herkunft. So ist sie bei der afroamerikanischen
Bevolkerung Nordamerikas und in Afrika mit Gber 30% am héchsten und am
niedrigsten bei der kaukasischen wund asiatischen Bevolkerung. Im
internationalen Vergleich ist die Pravalenz in Westeuropa eher niedrig, innerhalb
Westeuropas aber sehr heterogen (Kenyon et al., 2013). Reid et al. konnten in
London eine BV Rate von 25% nachweisen (Reid et al.,, 2003). Unser
Studienkollektiv rund um Tubingen zeigte mit knapp 5 % eine sehr niedrige Rate
an bakteriellen Vaginosen. Unsere Klientel hatte auf3erdem insgesamt ein eher
hohes Bildungsniveau und einen hohen sozialen Status. Frauen mit bakterieller

Vaginose gehoren laut Meis et al. (1995) vermehrt der afroamerikanischen Ethnie
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an, sind unverheiratet und haben ein niedrigeres Einkommen und Bildungsniveau
aufzuweisen. Dies unterstitzt die Hypothese, dass unsere niedrige BV Rate
eventuell auf den hohen sozioGkonomischen Status der Probanden
zuruickzufuihren ist. Ob dies wiederum der Grund fir den ausbleibenden Effekt
der oralen Probiotikaeinnahme sein kdnnte, I&sst sich nicht abschlieRend klaren,

so dass multizentrische Studien mit breiterem Kollektiv erstrebenswert sind.

4.6 Auswahl und Dosis der Probiotika®

Die Kombination aus Laktobazillus rhamnosus GR-1 und Laktobazillus reuteri
RC-14 ist eine allgemein verbreitete, gut vertragliche und oft verwendete
Probiotikakombination und wurde von der Europaischen Behérde flr
Lebensmittelsicherheit als unbedenklich eingestuft, weshalb wir dieses Praparat
fur unsere Studie auswahlten (Authority, 2008).

Bei der Dosis der Probiotikastamme orientierten wir uns an der erfolgreichen
Studie von Reid et al., die eine Dosierung von mindestens 8x108 koloniebildende
Einheiten (KbE) empfehlen, um den gewiinschten Effekt zu erreichen (Reid et
al., 2001).

4.7 Startzeitpunkt der Intervention

Als Startzeitpunkt der Intervention wurde der Zeitraum 12. bis 14.
Schwangerschaftswoche gewahlt. Ein friherer Beginn bereits im 1. Trimenon,
hatte zu Schwierigkeiten bei der Rekrutierung z.B. bei verspéateter
Schwangerschaftsdiagnose mit  verzdgertem Interventionsbeginn  und
vermehrten Dropouts aufgrund hoherer Abortrate in der Frihschwangerschaft
fuhren konnen. Ob eine gezielte Intervention noch vor der vollendenten 12.
Schwangerschaftswoche zum gewinschten Effekt gefuhrt hatte, ist nur zu

mutmalfen.

4.8 Dauer der Intervention

Die Kulturergebnisse von Reid et al. (2003) konnten zeigen, dass die orale

Therapie mit Laktobazillen innerhalb von vier Wochen zu einem signifikanten
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Anstieg der vaginalen Laktobazillen fuhrte. Von uns wurde hierauf aufbauend
eine ausreichend lange Interventionszeit von 8 Wochen gewabhlt.

In einer Studie von Morelli et al. (2004) waren L. rhamnosus GR-1 und L.
fermentum RC-14 andererseits schon eine Woche nach Absetzen der
Probiotikaeinnahme bereits nicht mehr im Vaginalabstrich bzw. der Stuhlprobe
nachweisbar und das obwohl zwischen 7 und 14 Tagen eine Kolonisation von
Stuhl und Vagina nachgewiesen wurde.

Die Behandlungsdauer sollte somit relativ lang gewéahlt werden, da der Effekt auf
die Vaginalflora auch nur voribergehend sein kénnte (Reid et al., 2003).

AulRerdem ist auf eine regelméfige Einnahme zu achten.

4.9 Oraler Applikationsweg der Probiotika

El Aila et al. (2009) konnten in ihrer Studie an 132 Schwangeren zwischen der
35. und 37. Schwangerschaftswoche eine 68%ige genetische Ubereinstimmung
zwischen dem rektalen und vaginalen Mikrobiom nachweisen. Erganzt werden
diese Ergebnisse durch eine weitere Studie an schwangeren Mausen, Ratten
und Schweinen, denen tber mindestens sieben Tage prépartal L. acidophilus
oder Bifidobakterium lactis gefuttert wurde. 14 Tage postpartal waren bei 22-75%
L. acidophilus bzw. 30-80% Bifidobakaterium lactis im Gastrointestinaltrakt der
Neonaten nachweisbar. Das Mikrobiom des Gastrointestinaltraktes der
Nachkommen wurde also nachweislich durch die Fiutterung der Probiotika an das
Muttertier gepragt und die probiotischen Stamme wéahrend der vaginalen Geburt
auf die Neonaten transferiert (Buddington et al., 2010).

Morelli et al. (2004) konnten an einer kleinen Studie zeigen, dass L. rhamnosus
GR-1 und L. fermentum® RC-14 nach oraler Einnahme im Vaginalabstrich
nachweisbar waren.

Somit ist davon auszugehen, dass oral verabreichte Probiotika, die den
Gastrointestinaltrakt passieren und verandern, auch sekundér die Vaginalflora
besiedeln. Aufgrund dieser Studien entschieden wir uns fir die orale
Verabreichung der Probiotika.

Weiterer Grund fur die Wahl der oralen Applikation war die deutlich verbesserte

Compliance bei der oralen Einnahme im Vergleich zur vaginalen
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Applikationsroute, sowie die Moglichkeit der standardisierten Dosierung und die

Sicherung einer hohen Produktqualitét, die in Kapselform gewahrleistet ist.

4.10 Starken und Schwachen der Studie®

Eine Starke dieser Studie ist, dass wir Uber Veranderungen der Vaginalflora
durch Einnahme von Probiotika in einer relativ groRen Kohorte Schwangerer
berichten konnen.

Unsere Ergebnisse zum Nugent Score mussen insgesamt mit Vorsicht betrachtet
werden, da unsere Studie mehrere wichtige Einschrankungen aufwies. Obwohl
unsere StichprobengroRe auf friheren Studien basierte, die den Einfluss von
Probiotika auf die Vaginalflora untersuchten, war die Stichprobengrof3e im
Vergleich zur gemessenen Pravalenz der abnormalen Vaginalflora und
insbesondere des pathologischen Nugent-Scores eher gering.

In friheren Studien wurde die Rate an abnormaler Vaginalflora einschlief3lich
bakterieller Vaginosen auf bis zu 20% der Schwangerschaften geschatzt (Hoyme
and Huebner, 2010). Die Datenlage ist aber insgesamt sehr widersprtchlich.

In unserer Studie jedenfalls war die Pravalenz abnormaler Vaginalflora deutlich
niedriger (2,8% in der Behandlungsgruppe bzw. 5,4% in der Kontrollgruppe) im
Vergleich zu anderen Studien, was mit der Uberwiegenden Ansiedlung der
rekrutierenden Praxen im landlichen Raum zusammenhangen kdnnte.
Demzufolge mussen die von uns prasentierten Ergebnisse in grof3eren Kohorten

bestétigt werden, um reprasentativ zu sein.

Von Vorteil ware eine multizentrische Studie gewesen um auszuschliel3en, dass
ein Selektionbias entstehen kann. Bei unseren Probanden in und um Tubingen
konnte die sehr niedrige basale Rate an bakteriellen Vaginosen dazu gefihrt
haben, dass die Intervention eventuell nicht den gewlnschten Effekt entfalten

konnte im Sinne eines ,zu gesunden” Kollektivs.

In Anbetracht der niedrigen Pravalenz der bakteriellen Vaginose in unserer

Studienpopulation, sollte der potenzielle Nutzen einer probiotischen Behandlung
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im Rahmen der Primarpravention wahrend der Schwangerschaft gegen eine
mdgliche Uberbehandlung nicht betroffener Frauen abgewogen werden.

Wir wollten einen einfach zu handhabenden Ansatz zur Prim&rpravention
wahrend der routinemafigen Schwangerenvorsorge testen. Weitere Tests oder
Untersuchungen sollten vermieden werden. Ein Studiendesign mit einer

Vorauswahl von Frauen mit abnormer Flora schien daher nicht sinnvoll zu sein.

Dartber hinaus war die Annahme, dass die normale Vaginalflora um 50 %

zunimmt, moéglicherweise unangemessen und muss angepasst werden.

AulRRerdem muss berucksichtigt werden, dass eine einzige Probenentnahme den
Status der Vaginalflora einer Frau méglicherweise nicht richtig widerspiegelt, da
die Vaginalflora Schwankungen ausgesetzt sein kénnte (Priestley et al., 1997,
Schwebke et al., 1997, Verstraelen et al., 2009), z.B. abhéngig vom
Menstruationszyklus (Priestley et al., 1997).

Darlber hinaus ist der Nugent-Score mdglicherweise nicht die ideale Methode,
um das Vorhandensein von pathologischen Bakterien adaquat darzustellen, da
keine Aussage Uber die besiedelnden Bakterien auf Speziesebene getroffen
werden. Der Nugent-Score hat sich jedoch als in der Klinik praktikabler
Parameter etabliert. Moglicherweise kdnnte er durch neuere Verfahren, die zum
Beispiel auf Hochdurchsatzsequenzierung basieren, abgeldst oder erganzt

werden (van den Munckhof et al., 2019).

Zusatzlich haben wir die Einhaltung der Medikamenteneinnahme und andere
Verhaltensweisen, die die Vaginalflora beeinflussen, wie z.B. die Einnahme
anderer Probiotika oder die Einnahme von Antibiotika, nur durch telefonische
Befragung und nicht durch Einsichtnahme in die Patientenakte oder personlichen
Kontakt Giberwacht, was das Risiko der Nichteinhaltung birgt.
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4.11 Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass orale Probiotika eine leicht zu
etablierende und gut akzeptierte Intervention in der primaren
Schwangerschaftsvorsorge darstellen. lhr Nutzen fir die Pravention von
bakteriellen Vaginosen und Frihgeburtlichkeit bleibt jedoch weiterhin unklar. Um
Veranderungen der Frihgeburtenrate zu detektieren war diese Studie zudem
nicht ausgelegt. Hierzu sind multizentrische Studien mit grél3eren Fallzahlen von
Noten.

In weiteren Studien kdnnte versucht werden ob eine lokale, vaginale statt einer
oralen Probiotikaadministration eher zum gewinschten Effekt fuhrt. Auf3erdem
kann die Auswahl der Probiotikastamme und auch die Dosis noch einmal

Uberdacht werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden randomisierten, placebokontrollierten, dreifach verblindeten
Studie wurde untersucht, wie sich die tagliche orale Einnahme von Laktobazillen-
enthaltenden Probiotika Uber einen Zeitraum von 8 Wochen, beginnend am Ende
des ersten Trimesters, auf die Vaginalflora Schwangerer auswirkt.

Sowohl vor als auch nach der Intervention (tagliche orale Einnahme von L.
rhamnosus GR-1 und L. reuteri RC-14 bzw. Placebo) wurden wahrend der
routinemaligen Schwangerschaftsvorsorge vaginale Abstriche entnommen.
Mittels Standard-Gramfarbung erfolgte die Bestimmung des Nugent Scores
(Normal 0-3, intermediar 4-6, Bakterielle Vaginose 7-10).

Vor und nach Intervention sowie nach Geburt erfolgten fragebogenbasierte
Telefoninterviews zur Eruierung demografischer und klinischer Variablen,
Nebenwirkungen, Compliance, Entbindungsmodus, Suchtmittelkonsum und
etwaiger (Geburts-) Komplikationen.

Primarer Endpunkt war der Anteil normaler Vaginalflora, definiert als Nugent
Score <4 nach 8-wodchiger Einnahme der Studienmedikation. Sekundare
Endpunkte waren die Nugent-Score Verteilung im Studienkollektiv, die
Schwangerschaftsdauer, der Anteil an Frih- und Fehlgeburten sowie
Fehlbildungen und interventionsassoziierte Beschwerden, die nicht zu einem

Abbruch der Einnahme fihrten.

Entgegen unserer Hypothese sank der Anteil der Probandinnen mit normalem
Nugent-Score unter Einnahme des Probiotikums aber auch des Placebos sogar
ab. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich ein insgesamt hohes
Bildungsniveau sowie eine insgesamt niedrige Rate an bakteriellen Vaginosen.

Die Rate an bakteriellen Vaginosen war sowohl mit als auch ohne
prainterventionelle probiotische Ernahrung gleich niedrig. Insgesamt zeigte sich

bei probiotischer Ernahrung aber vermehrt ein normaler Nugent-Score.

Die Frihgeburtenrate war im Kollektiv niedrig und das Risiko fur eine Friihgeburt
wurde durch die Intervention nicht beeinflusst. In der Gruppe der Frihgeburten

60



Zusammenfassung

zeigte sich in der Behandlungsgruppe ein im Mittel vier 4 Wochen langeres
Gestationsalter im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Anzahl an Fehlgeburten war in der Behandlungsgruppe geringftgig hoher als
in der Kontrollgruppe. Keine der untersuchten Endpunkte zeigte statistische
signifikante Unterschiede zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe.
Leichte unerwinschte Nebenwirkungen wahrend der Einnahme der oralen
Probiotika traten etwas vermehrt in der Behandlungsgruppe auf. Insgesamt
zeigte sich eine sehr gute Vertraglichkeit und somit auch eine gute Compliance

bei der Einnahme.

Bisher beschriebene positive Effekte oraler Probiotika auf die Vaginalflora
nichtschwangererer Frauen konnten unsererseits im schwangeren Kollektiv so
nicht bestatigt werden. Die Datenlage in Bezug auf den Effekt oraler Probiotika
zur Pravention und Behandlung bakterieller Vaginosen und somit auch bezogen
auf die Pravention von Frihgeburtlichkeit, ist und bleibt somit weiterhin unklar.
Positiv festzuhalten in unserer Studie sind die nachweislich gute Akzeptanz und
Vertraglichkeit oraler Probiotika auch bei Schwangeren.

Aufgrund der Assoziation der bakteriellen Vaginose mit Probanden mit
niedrigerem Einkommen und Bildungsniveau kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die nachweislich eher niedrige Rate bakterieller Vaginosen in
unserem Kollektiv ein Grund fur das Ausbleiben des gewinschten Probiotikum-

Effekts sein kdnnte.

Zukunftig waren grof3e multizentrische Studien mit breiterem Kollektiv und
grolRerem Stichprobenumfang erstrebenswert, um den Effekt oraler Probiotika

auf die Vaginalflora Schwangerer endguiltig zu klaren.
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