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Einsatz der gnotobiotischen Ratte zur Erfassung der in vivo-Aktivitat 
von Bifidobacterium-/3-Galaktosidase' 
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Die Hohe der ,!I-Galaktosidase- Aktivitat von Bifidobakterien wird unter in vitro-Kultivierungsbedingungen 
wesentlich von der Zusammensetzung des Nahrbodens beeinflufit. Durch den Einsatz gnotobiotischer (keim- 
freier und mit Bifidobucterium iongum rnonoassoziierter) Ratten lie13 sich im Chyrnus zwischen der /{-Galak- 
tosidase-Aktivitat mucosalen und mikrobiellen Ursprungs differenzieren. Bei keimfreien Tieren findet man 
im Chyrnus von Diinn- und Dickdarm etwa l0-207/, der auf g Feuchtmasse bezogenen Aktivitat. die in der 
Mucosa gernessen wird. Monoassoziation mit B. iongum beeinflu13t die lactosespaltende Aktivitat des Dunn- 
darminhalts nicht, steigert jedoch die Aktivitat des Dickdarrninhalts auf den Zfachen Wert der mucosalen 
Aktivitat. Die Verfutterung von Lactose fiihrt bei den monoassoziierten Tieren im lnhalt von Caecum und 
Colon sowie in den Faeces zu einer weiteren mehrfachen Erhohung der 13-Galaktosidase-Aktivitat. 

Einleitung 

Am Abbau der Lactose im Intestinaltrakt der Mammalia ist sowohl das lactosespaltende 
Enzym (/I-Galaktosidase, E.C. 3.2.1.23) des Makroorganismus (im Burstensaum von haupt- 
sachlich Jejunum und Ileum lokalisiert) als auch das von Mikroorganismen der Darmflora 
beteiligt. Zahlreiche Untersuchungen liegen zur Ontogenese und zur Aktivitatsbeeinflussung 
des mucosalen Enzyms vor (Ubersicht bei KOLDOVSKY [l]). Weniger bekannt ist das Aus- 
ma13 der mikrobiellen Lactose-Spaltung im Darmlumen [2, 31. Doch gerade dieser Vorgang 
ist bedeutungsvoll bei der Lactose-Verdauung im Zusammenhang mit der spezifischen 
mikrookologischen Wirkung von Frauenmilch [4], unabhangig davon, ob  quantitativ 
dominante oder besonders stoffwechselaktive Keimgruppen der Intestinalflora Einflu13 
nehmen. In Experimenten mit monoassoziierten gnotobiotischen Ratten konnte bereits 
nachgewiesen werden, da13 durch nutritive Lactosegaben die Stoffwechselleistung der fiikal 
ausgeschiedenen Bifidobakterien verandert werden kann [5]. Im folgenden wird die Aktivitlt 
von Bifidobakterien in den Faeces und in daraus isolierten Kolonien sowie an verschiedenen 
Orten des Gastrointestinaltraktes gnotobiotischer Ratten untersucht, um Hinweise auf den 
Umfang der Beteiligung dieser Mikroorganismen am intestinalen Lactose-Abbau zu er- 
halten. 
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Me thodi k 

Keimfreie und von Geburt an mit B//i'~~~k,huc.rPriimi l o q u m  monoassoziierte gnotobiotische Ratten (WAG, 
Rij, Nachzucht Rehbrucke) im Alter von 60 bis 78 Tagen wurden unter standardisierten Bedingungen (12/12 h 
Hell-Dunkel-Rh!thmus. 23 & 1 C. 65"" relative Luftfeuchtigkeit) in Isolatoren zu zweit je  Kafig (Horn- 
Kl l ig )  auf Zellstoff a15 Einstreu gehalten. Strahlensterilisiertes Futter (25  KGy, VEB Keradenta Radeberg. 
Abt. Bestralilungstechnik) und autoklatiertes Wasser standen 3d libitum zur Verfiigung. 

Standard-Diiit fur Gnotobionten bestehend aus Haltungsfutter fur Kleinnager (Rezeptur D, Futtermittel- 
werk Altglienicke) angereichert mit einer Vitaminmischung [6].  Lactose-DiCt bestehend aus 72.5 ",,, Haltungs- 
futter. 20",, Lactose. 5.4 ' lo  Casein, 0.9 Pflanzenol. 0.7 "u Minrralstoffmischuog [7],  0,s ',;, Vitaminmischung 
161. 

v ~ ~ s l ~ ~ ~ l l . s ~ ~ ~ i l p ~ ~ ~ l l  

Gruppe 1 : 3 ;j. 2 :_ keimfrei. Standard Diat 
Gruppe 7 :  3 j;, 6 -: mit B. longum monoassoziiert. Standard-Diiit: 
Gruppe 3 .  5 _ _  keimfrei, Lactose-Diat; 
Gruppe 4: 6 . . mit 8. Iotiguni monoassoziiert. Lactose-Diat. 

Ver S i l C I ? S ( i h / ~ ~ i !  f 

clber einen i'ersuchszeitraum von 4 U'ochen wurden den Tieren entsprechend der Gruppeneinteilung die 
Versuchsdititrn verabfolgt. Wihrend der letzten beiden Wochen wurden von den monoassoziierten Tieren 
(Gruppe 2 und 4) tlglich frische Faecesproben entnommen und Keimzahl. pH sowie /I-Galaktosidase-Akti- 
vitat bestimmt. Letztere Bestimniung erfolgte entweder direkt in den Faeces sofort nach deren Entnahme oder 
in Kolonien. die aus diesen Faeces durch Auftropfen und K ultivierung auf Niihrbodenplatten erhalten wurden. 
In beiden Fillen gait die Keimzahl als BezugsgroOe. Fur vergleichende Untersuchungen mit Nahrboden- 
varianten wurden die Zellen im Vibrationshomogenisator (VHG I, Ballotini: 400 pm. 5 rnin) aufgeschlossen. 
Am Ende de5 Versuchszeitraumes wurden die Tiere durch Hal5wirbeldislokation getotet. Im Chymus von 
Magen (Ma).  Dunndarm. I .  HBlfte (Di).  Dunndarm 2. Hiilfte (D:). Caecum (Cae), Colon (Co) und in den 
Faeces (F) sowie in der Mucosa von D, .  Dz und Co wurde die /i-Galaktosidase-Aktivit~t sofort nach Proben- 
entnnhme. die unter Eiskuhlung erfolgtr. bestimmt [8] 

Frisch entnommene Faeces mit dest. Wasser I ' 10. anschlieDend mil Phosphatpuffer nach SBRENSEN. pH 6 3 ,  
auf 1 : 10 Mill. verdunnen: Verdunnung auf Petrischalen mit Standardmedium auftropfen und Tropfen ein- 
ziehen lassen: Tropfstellen mit Uhrglasern, die mil einer Sc~rruriu-n~urcesc.ms-Kultur beschichtet sind, ab- 
decken; 3 Tage bei 37 C bebruten: nach Offnen der Petrischalen Kolonien auszlhlen oder zur 8-Galaktosi- 
dase-Aktivitltsbestimmung welter bearbeiten 

h l ~ ( l i t ' ~  fi'ir. tlir Klrltiric>rlitIg 1'011 B~ktc~r.ic,/l 

Standardmedium : 28.5 g Glucose-NBhrbouillon-Trockensubstanz (Staatl. Institut fur Immunpriparate 
und Kahrmedien. Berlin). 0.5 ml Tween 80. 15.0 g Agar agar init dest. Wasser zu 1000 in1 losen, I 2  min 
autoklavieren (171 C ) .  filtrieren; anschlieknd 250 mg Cystin unter sterilen Bedingungen zugeben und pH 
auf  7,O ein5tellcn: nach Abktihlen auf 52 - 5 5  C ?0 ml Hunianerythrozyten-Sediment stcril zusetzen und in 
Petrischalen auspieoen. 

Modifikation des Standardmediums durch wahlweise Zusatze von 0.4"" Bramsch-llefeextrakt. 0,l -0.6"; 
Glucose oder 0.1 1.0",, Lactose. 
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Messung der P-Galaktosidase-Aktivitat 

In Chymus, Faeces, isolierten Kolonien von Bifidobakterien und Intestinalmucosa wurde die b-Galaktosi- 
dase-Aktivitat nach DAHLQVIST [9] mit geringen Veranderungen der Methode (0,I M Acetatpuffer, pH 5.8, 
Inkubationstemperatur 42 "C, inkubationszeit 20 min, Abbruch durch 3minutiges Erhitzen im siedenden 
Wasserbad) bestimmt . 

Ergebnisse 

Nach Monoassoziation keimfreier Ratten mit Bifidobacterium longum konnten sich die 
Bakterien in allen Regionen des Magen-Darm-Kanals ansiedeln und vermehren. Tab. 1 
enthalt die durchschnittliche Keimzahl im Inhalt verschiedener Magen-Darm-Abschnitte 
und in den Faeces unter Standard- und Lactose-Diat von je 6 monoassoziierten Tieren. 
Die Monoassoziation fuhrte nur zu einer unbedeutenden Veranderung des Faeces-pH unter 
Standard-Diat (vor Assoziation: 6,95 f 0,21, n = 12, nach Assoziation: 7,33 _+ 0,36, 
n = 8). Die Bifidobakterien bewirkten jedoch in Gegenwart von Lactose ein signifikantes 
(p < 0,001) Absinken des pH auf 6,14 A 0,28 (n = 8). 

Tabelle 1 
Keimzahlen (B.  longum) im Intestinaltrakt und Faeces von 
je 6 monoassoziierten Ratten mit Standard-Diat bzw. Lactose- 
Diat 

Darmabschnitt Keimzahl [Ig/g FS] 

Standard-Diat Lactose-Diat 

Magen 7,2 k 0,9 7.9 1,6 
Dunndarm (1. Halfte) 5,6 1,3 7,7 k 1,8 
Dunndarm (2. Halfte) 5,7 k 1,l 7,8 k 0,7 
Caecum 9,O f 0,3 10,O k 0,3 
Colon 9,2 _+ 0,2 9,8 f 0,3 
Faeces 9,4 0,3 10,l k 0,l 

Die Faeces-Untersuchung der Tiere von Gruppe 2 und 4 auf die P-Galaktosidase-Aktivitat 
der anzuchtbaren Keime brachte in Abhangigkeit von der Methodik (Aktivitatsbestimmung 
direkt in den Faeces nach deren Entnahme oder in Einzelkolonien, die aus den Faeces uber 
Nahrbodenplatten isoliert wurden) unterschiedliche Ergebnisse. Die auf Lebendkeime be- 
zogene Aktivitat war in jedem Falle bei kultivierten Bifidobakterien geringer. Sie betrug 
2-41 "/, (15,O 9,4; n = 72) der sofort nach Entnahme der Faeces gemessenen Aktivitat, 
wobei keine Proportionalitat zwischen den absoluten Aktivitatswerten bestand. 

Nahrbodenvariationen ergaben unter sonst gleichen Kultivierungsbedingungen starke 
Schwankungen sowohl im Zellwachstum der Bifidobakterien als auch in der spezifischen 
Aktivitat der aus diesen Keimen gewonnenen 8-Galaktosidase (Tab. 2 ) .  

Ohne zusatzliche Keimkultivierung wurde die chymale und mucosale lactose-spaltende 
Aktivitat in den einzelnen Darmabschnitten untersucht. 

Abb. 1 enthalt die zusammengefaDten Ergebnisse. Im Mageninhalt wurden bei allen 
Versuchsgruppen nur sporadisch Aktivitaten nachgewiesen, die in der Darstellung nicht 
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Tabelle 2 
EinfluU der Niihrbodenzusammensetzung auf Wachstum und Gehalt an /j-Galaktosidase 
von B. h n g m  

~- ~. - _ _ ~  - ~ _ _  ~ 

Standardmedium 
Standardmedium + Hefeextrakt 
Standardmedium + Hefeextrakt + 0,l Glucose 
Standardmedium + Hefeextrakt + 0,3 Glucose 
Standardmedium + Hefeextrakt + 0.6", Glucose 
Standardmedium + Hefeextrakt + 0.1 Lactose 
Standardmedium + Hefeextrakt + 1 O " , ,  Lactose 

0 6ruDpe I 
Gruppe 2 
Gruppe 3 

r//l Grupw 4 - thymus 

I i 

- - _ -  

Zellfeuchtmasse /I-Galaktos~dase-Aktiv~tat 
ndch Zelldufschlufl 

gesamr spezifisch 
_ - ~ - ~  

[gkdt/g Prot] 
~ __ - ~~ 

k1 [ W t l  

4.5 1.38 156 
4 7  I .60 I I7  
0.5 1.27 110 
0.7 0.90 69 
0.9 0.59 12 
1.1 1.34 54 
I 2  0.07 4 

~- - ~ -  - 

Of 02 co 

Abb. 1. 
P-Galaktosidase-Aktivitit in Chyinus und Mucoza init und ohne Lactose erniihrter gnotobiotischer Ratten 

enthalten sind. Bei keimfreien Tieren unter Standard-DiCt (Gruppe 1 )  nimmt die Aktivitiit 
vom proximalen Diinndarm bis hin zum Colon einschliefllich Faeces ab. Ahnlich verhalt 
sich der Aktivitatsverlauf bei mit Lactose gefiitterten keimfreien Tieren (Gruppe 3). Aller- 
dings weisen beide Dunndarmabschnitte dieser Tiere gegenuber Gruppe 1 hohere Aktivitaten 
auf (p < 0,05). Monoassoziation mit B. longum verursacht in Caecum, Colon und Faeces 
einen Anstieg der Aktivitat, der unter Lactose-Futter (Gruppe 4) besonders groI3 und wegen 
erheblicher Schwankungen nur mit p < 0,05 signifikant ist. Die mucosale P-Galaktosidase- 
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Aktivitgt wird durch den Keimstatus nicht beeinflu&. Lactose-Futter (Gruppe 3 und 4) 
ruft in der Dunndarm-Mucosa eine allerdings nicht statistisch zu sichernde Aktivitats- 
steigerung hervor. 

Diskussion 

Die Erfassung von Stoffwechselleistungen einzelner Mikroorganismen innerhalb eines 
mikrookologischen Systems bereitet vor allem methodische Schwierigkeiten. Im konven- 
tionellen Organismus stellen sich die biochemischen Aktivitaten von Vertretern der Darm- 
flora nur summarisch dar. Der Substratabbau kann sich uber Kaskaden von Stoffwechsel- 
prozessen verschiedener Genera, Spezies und Subspezies abwickeln. Umfang und Anteil 
ihrer Einzelleistungen bleiben verborgen. Isoliert man aus komplexen mikrookologischen 
Systemen einzelne Keime oder Keimgruppen durch selektive Kultivierungsmethoden, 
so wird man zwar in die Lage versetzt, biochemische Leistungen definierter Mikroorganismen 
zu verfolgen, begibt sich aber auch in Gefahr, durch veranderte luRere Bedingungen Unter- 
suchungen an Mikroorganismen mit einer artifiziell modifizierten Stoffwechsellage durch- 
zufuhren. So sind auch die Ergebnisse im ersten Teil dieser Arbeit zu interpretieren. Uber- 
raschend ist. da13 bereits nach einer in vitro-Passage die /Kialaktosidase-Aktivit%t der Bifido- 
bakterien derartig stark abnimmt. Da die Parameter der Aktivitatsabnahnie in keinem 
erkennbaren Verhaltnis zur absoluten Aktivitat oder zu anderen Merkmalen stehen. kann 
mit der Methode der Kultivierung von Bifidobakterien auf Spezialnahrboden keine Aussage 
uber deren Aktivitit im Darmlumen gewonnen werden. Bei der Testung der Nahrboden- 
zusammensetzung ist auffallig, daR eine Erhohung der Glucose- oder Lactosezusatze die 
Verminderung der Gesamt- wie auch der spezifischen P-Galaktosidase-Aktivitlt zur  Folge 
hat, moglicherweise ein Ergebnis der in vitro herrschenden statischen Verhaltnisse. 

Metaboliten. die unter in vivo-Bedingungen aus dem lntestinaltrakt absorbiert werden, 
verbleiben unter diesen Bedingungen im Substrat und fuhren zur Hemmung der Aktivitiit, 
ungeachtet der durch starke Puffersysteme hervorgerufenen pH-Konstanz. Nach BULI EN 

u. a. [ 101 sol1 bereits die substanzielle Gegenwart von Essigsaure/Acetat eine antimikrobielle 
Wirkung hervorrufen. 

Der Einsatz gnotobiotischer Versuchstiere bietet fur derartige Untersuchungen den erheb- 
lichen Vorteil, daR zur Kultivierung definierter Keimgruppen ein in vivo-System init ini 
Rahmen der biologischen und biochemischen Individualitit konstanten Kultivierungs- 
bedingungen zur Verfugung steht. Bei der Interpretation der Ergebnisse muB allerdings 
beriicksichtigt werden, daI3 durch das Fehlen von lnteraktionen mit weiteren Mikroorga- 
nismen auch bei diesem Modell die tatsachlichen Verhaltnisse nicht im vollen Umfang 
widergespiegelt werden konnen. Das vorliegende Untersuchungsmaterial vermittelt jedoch 
einen Uberblick uber die Anteile von mucosaler und chymaler P-Galaktosidase-Aktivitlt 
in den einzelnen Magen-Darm-Abschnitten. Die in der Mucosa keimfreier Ratten (Gruppe 1 ) 
gefundenen Aktivitaten entsprechen den aus der Literatur bekannten Werten [ I  I ] .  Die 
Tendenz zur Steigerung der mucosalen Aktivitat durch Lactose-Nahrungen (Abb. 1 )  ent- 
spricht den unter konventionellen Bedingungen erhobenen Befunden [ 121. Eine signifikante 
Erhohung ist jedoch erst nach einer langeren Versuchszeit zu erwarten. 

Da auch unter keimfreien Verhaltnissen im Chymus aller Darmabschnitte a-Galaktosi- 
dase-Aktivitlt nachgewiesen werden konnte, muB bei kunftigen Untersuchungen beruck- 
sichtigt werden, daB im Lumen - durch Desquamation von Enterocyten hervorgerufen - 
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standig lactosespaltende Aktivitaten mucosalen Ursprungs vorhanden sind. Unter Beriick- 
sichtigung der in den Ergebnissen nicht ausgewiesenen Gesamtmasse an Mucosa und 
Chymus ergeben uberschliigige Kalkulationen, dafl iin Lumen des Dfinndarms keimfreier 
Ratten etwa 50 75 ' l o  der mucosalen Gesamtaktivitat vorhanden sind. Die Monoassoziation 
mit Bifidobakterien beeintriichtigt diese Relationen aufgrund der geringen Keimzahlen 
im Diinndarm nur unwesentlich. Die hoheren AktivitCten in distalen Darmabschnitten 
stehen im direkten Verhiiltnis zu den dort gefundenen Keimzahlen. Der Aktivitatsanstieg 
im Chymus von Caecum und Colon sowie in den Faeces monoassoziierter Tiere nach Lac- 
tosefutterunp (Gruppe 4)  bestatigt fruhere Ergebnisse [3, S] und ist ein Hinweis darauf, dalj 
sich die Intestinalflora schneller an nutritive Variationen zu adaptieren vermag als der 
Makroorganismus. 

Von POIFFAIT 11. a .  [ 131 wird eingeschitzt. daB die Darmflora zu 40",f, am Lactoseabbau 
beteiligt ist. Nach ADRIAN (71 sind die mikrobiellen Aktivitaten irn Verhiltnis I : 11.8:4.1 
auf den Dunndarm. das Caecum und das Colon verteilt. 

Trotz hoher Keimzahlen und hoher /~-Galaktosidase-Aktivitiit im Lumen des distalen 
Intestinaltraktes erfolgt nur eine geringfugige pH-Wert-Absenkung in den Faeces bei 
Gruppe 4. Diese Ergebnisse untermauern fruhere Befunde. wonach die Prlsenz hoher Bifi- 
dobakterien-Keinizahlen fur die starke pH-Wert-Erniedrigung unter Frauenmilch nicht 
direkt verantwortlich ist [14]. 

Nach den vorliegenden Ergebnissen liefern Untersuchungen zum Stoffwechselverhalten 
von Darmflorabestandteilen mittels in vitro-Kultivierungstechniken keine verlaBlichen 
Daten. Der Einsatz gnotobiotischer Versuchstiere bietet gegeniiber anderen Methoden den 
Vorteil, unter mikrotikologisch konstanten Bedingungen die Stoffwechselleistung von Rein- 
kulturen detinierter Mikroorganismen unmittelbar messen zu konnen. 

Summary 

J .  SCHULZE, R .  HERZOG. H.-J. ZUNFT and F.-K GROTTE: Utilization of the gnotobiotic rat for determining 
the in vivo activity of Bifidobacterium /I-galactosidase 

Under the conditions of in vitro cultivation, the height of the /bgalactosidase activity of Bi/idohacferium 
spec. is essentially influenced by the composition of the culture medium. 

The use of gnotobiotic (germ-free and monoassociated with Bifiu'ohncttvium /ongum) rats permitted to 
differentiate in the chyme between P-galactosidase activities of mucosal and microbial origin. In germ-free 
animals. the chyme in the small intestine and the colon contains nearly 10--20",;, of the activity measured 
in the mucosa (in each case expressed as g on a wet-weight basis). 

Monoassociation with B. lotigum does not affect the lactose-splitting activity of the chyme in the small 
intestine. but increases the activity of the chyme in the colon to twice the value of the mucosal activity. 

In the monoassociated animals. feeding of lactose leads to a further multiple increase of the chymal /?- 
galactosidase activity in the caecum. colon and faeces. 
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