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1 Einleitung und Fragestellung

Eine neuartige Therapieform bei Aminvaginose bzw. gestorter Vaginaflora ist die
Behandlung mit Vagi-C®. Es ist eine Vaginatablette, welches Vitamin C (250mg/Tabl.)
enthdt und eine Alternative zu den klassischen Behandlungsformen wie Desinfektiva oder
Antibiotika darstellt.

Vor alem bei Schwangeren ist es eine gute Alternative da es hierbel um eine langfristige
Behandlung geht. Bei den bisherigen Studien fiel auf, dass bel einigen Frauen Pilzinfektionen
auftraten [Antalffy 2. (2001), Gutmann 16. (1993), Petersen 48. (2000)].

Dieses Phanomen welches auch nach Antibiotikatherapie vorkommt warf einige Fragen auf.
War Vitamin C der Grund fur die Pilzinfektionen oder gibt es andere Grinde ? Welchen
Einfluss hat Vitamin C auf das Wachstum von Hefen ? Stellt Vitamin C ein Substrat fir
Hefepilze dar ? Wachsen diese unter Vitamin C besser und wie reagieren Hefepilze auf
unterschiedliche Konzentrationen von Vitamin C ?

Um diesen und anderen Fragen nachzugehen wurde diese Arbeit erstellt und enthalt neben
einer mikrobiologischen Laborarbeit auch wissenschaftliche Recherchen zu diesem Thema.
Um den Rahmen Uberschaubar zu halten wurden fur diese Arbeit Hefepilzarten verwendet,
welche bei gynékologischen Pilzinfektionen am haufigsten anzutreffen sind. Dazu gehéren
Candida albicans, Candida glabrata und Saccharomyces cerevisiae [Petersen 43. (1992)].

2 Ascorbinsaure als Substanz

Vitamin C, chemisch auch Ascorbinsdure oder acidum ascorbicum genannt, hat die
Summenformel CgHgOs und ist ein (5R-5-[(S)-1,2-Dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxy-2(5H)-
furanon (2,3-Endiol-L-Gulonséure-?-Lacton). Weiterhin ist es ein weil}es bis fast weil3es
kristallines Pulver, welches sich an der Luft und be Feuchtigkeit geruchlos oder fast
geruchlos verféarbt. Leicht [6slich in Wasser und 16dlich in Ethanol, praktisch unlddlich in
Chloroform und Ether. Die Substanz schmilzt bei etwa 190°C unter Zersetzung.
Ascorbinsaure ist in der belebten Natur weit verbreitet, sowohl in pflanzlichem as auch im

tierischen Organismus.
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Im letzteren ist sie in fast alen Organen anzutreffen, am reichdichten in der
Nebennierenrinde, aber auch Augenlinse, Erythrozyten, Hypophyse und Corpus luteum
weisen einen hohen Gehalt an Ascorbinséure auf . [DAB Hartke et al. 19. (1991)]

Reichstein und Grissner beschrieben 1933 zum ersten Ma den Weg der industriellen
Herstellung der Ascorbinsdure. Ausgangssubstanz ist die D-Glucose. Auch heute noch wird
Vitamin C auf diese Art hergestellt. [Hancock et Viola 17. (2001), 18. (2002); DAB Hartke et
al. 19. (1991)]

Der Saurecharakter der Ascorbinséaure wird durch die zwei OH-Gruppen mit den pKs-Werten,
pKs; = 4,17 und pKs, = 11,57 dargestellt und definiert sich somit als eine mittel starke Séure.
Ascorbinsaure und Dehydroascorbinsdure bilden im Organismus ein reversibles
Redoxsystem, welches von grol3er physiologischer Bedeutung ist. Sie fungieren als Protonen
bzw. Elektronendonator und —acceptor. Fir die Dehydroascorbinsdure sind sechs Isomere
moglich. Dehydroascorbinsaure besitzt volle Vitamin C Wirksamkeit und kann in vitro mit
H,S zur Ascorbinsdure reduziert werden. [Forth, Henschler, Rummel 13. (2001); DAB Hartke
et al. 19. (1991)]

Von der Ascorbinsdure existieren vier Isomere. Unter diesen sind nur die offizinelle L-xylo-
Ascorbinsaure voll wirksam. Von den anderen drei Isomeren, D-xylo-Ascorbinsiure, L-
arabo-Ascorbinsdure und D-arabo-Ascorbinsaure hat die letztere in manchen Landern, z.B.
den USA, eine gewisse Bedeutung als Antioxidans und Konservierungsmittel in der
Lebenmittelindustrie. Sie ist dort a's 1soascorbinsdure oder Erythroascorbinsdure (D-erythro-
2-Oxo0-hexonsdure-gammarlacton) bekannt. [DAB Hartke et al. 19. (1991)]

2.1 Pharmakologische Eigenschaften

Physiologie und Pathophysiologie

Vitamin C gehort zu den biochemischen Redoxsystemen und spielt im Stoffwechsel eine
vielféltige Rolle. Das Elektronendonator bzw.-acceptor-System besteht aus L-Ascorbinsdure,
der sehr reaktionsfahigen, radikalischen L-Semidehydroascorbinsaure und L-Dehydroascor-
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binsdure, die miteinander im Redoxgleichgewicht stehen. Vitamin C ist an der Hydroxylie-
rung von Prolin zu Hydroxyprolin beteiligt, das fur die Bildung von Interzellul&rsubstanz und

Kollagen unentbehrlich ist. Es ist weiterhin fir die Biosynthese von NNR-Hormonen,
Hydroxylierung von Dopamin zu Noradrenalin sowie fur die Umwandlung von Tryptophan in
Serotonin und Folsdure zu Tetrahydrofolsaure wichtig.

Weiterhin fordert es die Blutgerinnung durch Thrombinaktivierung und verbessert auch die
Eisenresorbtion. Ebenfalls bei der Metaboliserung von Pharmaka und korperfremden
Substanzen in den Mikrosomen der Leberzellen spielt Vitamin C eine Rolle.

Bei der Hydroxylierung von Aminosduren fungiert L-Ascorbinsdure moglicherweise als
Elektronendonator. Fur den Abbau cyclischer Aminosduren ist sie ebenfalls von Bedeutung,
insbesondere fur den Abbau des Thyrosins, und zwar fir die Spatung des Ringes der
Homogentisinsaure. Das spielt bei Sduglingen eine Rolle, die mit Kuhmilch versorgt werden.

Die dabel auftretenden Storungen beim Abbau cyclischer Aminosauren konnen durch

Ascorbinsaure normalisiert werden. [Forth, Henschler, Rummel 13. (2001)]

Der tagliche Bedarf liegt fur Kinder und Jugendliche bel etwa 40 mg, fur Erwachsene bei
etwa 60-80mg. Erhohter Bedarf besteht wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit (100-

200 mg/Tag). Auch Rauchen, schwere korperliche Anstrengungen, Infektionskrankheiten,
Stoffwechsel erkrankungen, Réntgenbestrahlung und maligne Tumoren steigern den Vitamin-
C-Verbrauch. Er Ubersteigt jedoch nicht die Menge von 300 mg/Tag. [DAB Hartke et al. 19.
(1991)]

Die klassische Vitamin-C-Mangel-Erkrankung, der Skorbut, zeichnet sich durch abnorme
Mudigkeit, Muskelschwéche, Blutung in Haut, Schleimhauten, inneren Organen und Musku-
latur, Hyperkeratose, Veranderungen am Zahnhalteapparat und erhéhte Infektanfalligkeit aus.
Beim Saugling fuhrt Vitamin-C-Mangel zu Verzégerung des Knochen- und Zahnwachstums
sowie subperiostale Blutungen (Mdiller-Barlowsche Erkrankung). Beide Erkrankungen treten
nur noch selten auf, haufiger sind dagegen C-Hypovitaminosen, infolge Fehlerndhrung oder
mangelnder Resorption (z.B. bel anacider Gastritis oder Leberzirrhose), die sich in Ermidung,
Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit, Muskel schmerz und Zahnflei schbluten zeigen kdnnen.
[Forth, Henschler, Rummel 13. (2001); DAB Hartke et al. 19. (1991)]

Pharmakokinetik: Ora zugefihrtes Vitamin C wird in physiologischen Dosen vor alem im

oberen DUnndarm rasch und ohne wesentliche Verluste mit Hilfe eines aktiven Transports
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aufgenommen, wobei der prozentuale Antell der resorbierten Menge mit steigender Dosis
sinkt. So werden von einer oralen Dosis von 100 mg etwa 70 % resorbiert, bei einer Dosis von
1,5 g nur noch 50 % und bei 12 g rund 16 % der Dosis. Die absolut resorbierten Mengen
jedoch nehmen dabei standig zu: rund 125 mg bei der Dosis von 180 mg, 750 mg bei der
Dosisvon 1,5 g und fast 2 g bei der Dosis von 12 g. Der nicht resorbierte Anteil wird von der
Dickdarmflora tiberwiegend zu CO, und organischen Sauren abgebaut.

Die Serumkonzentrationen liegen bei guter Vitamin-C-Versorgung zwischen 1,2-1,8 mg/ml.
Der Gesamtkorperbestand liegt bel 1,5-29. [DAB Hartke et a. 19. (1991)]

Als brauchbares Mal3 fUr die Beurteilung der Versorgung des Organismus gilt die Konzentra-

tion der L-Ascorbinsiure in Leukocyten: 30 mg/100 g Zellen gelten als Norm.

Die Plasmaeiwei [3bindung betragt 25 %, die totale Clearance 80 ml/min, die Halbwertszeit t +,
betragt 12 Stunden, die extrarenale Eliminationsfraktion (der Bruchteil der resorbierte Menge,
der metabolisiert wird) Qo dagegen 0,05. [Forth, Henschler, Rummel 13. (2001)]

Vitamin C wird in Hypophyse, Nebennieren, Augenlinsen und weif3en Blutkorperchen stark
angereichert. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend durch die Nieren und schwankt in Abhan-
gigkeit vom Versorgungsstatus des Organismus. Nennenswerte Mengen werden erst ausge-
schieden, wenn die Nierenschwelle, die bei einer Plasmakonzentration von 1,4 mg/100 ml
liegt, Uberschritten wird.

Neben L-Ascorbinsaure, Dehydro-L-Ascorbinsdure, 2,3-Diketo-L-gulonsdure ist vor allem
Oxalsdure im Harn nachzuweisen, deren Ausscheidung auch oberhalb eines Gesamtumsatzes
an Ascorbinsdure von 80-120 mg/Tag mit 40-50 mg relativ stabil bleibt. Bei Menschen mit
einer entsprechenden Disposition sind bei taglichen Dosen von 4 g L-Ascorbinsdure Oxal at-
steine in den ableitenden Harnwegen beobachtet worden. Deshalb ist bel diesen Menschen bei
Dosen von mehr als 2-3 g/Tag Vorsicht geboten. Ohne eine entsprechende Anamnese oder
familidgrer Belastung werden derartige Dosen von Gesunden problemlos vertragen. Die
Oxalsaure bei Patienten, die an einer Hyperoxalurie leiden, stammt nur zum geringsten Teil
aus dem L-Ascorbinsdure-Stoffwechsel. [DAB Hartke et al. 19. (1991)]

Indikationen: Prophylaxe und Therapie von Skorbut, Praskorbut und Moller-Barlowsche
Krankheit. Zur Deckung eines erhthten Bedarfs in der Schwangerschaft, Stillzeit und im
Wachstumsalter.
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Therapie von Methamoglobindmie. Weiterhin unterstiitzt Ascorbinsédure die Eisenresorption
bei der Therapie der Eisenmangelanamie. Bel Erkaltungskrankheiten zeigte Ascorbinséure
(0,2-0,5 g/Tag) im kontrollierten klinischen Versuch eine gewisse Schutzwirkung. Die
Bedeutung dieser Beobachtung fur die praktische Therapie ist nach wie vor umstritten.
Erwadhnenswert ist, dass die Zahl von Carcinomen und anderen neoplastischen Erkrankungen
negativ mit dem Ascorbinsduregehalt der Nahrung korreliert; dastrifft z.B. fur das Coloncar-
cinom oder das Cervixcarcinom zu.

Die Uberlebenszeit von Krebspatienten konnte durch hochdosiertes L-Ascorbinsiure-Zulagen
(4-10 g/Tag) verlangert werden. Da Ascorbinsdure zu den wirksamsten Inhibitoren der N-
Nitrosierung gehort, wird erwartet, dass Tumoren die durch Nitrosamine ausgel6st werden,
verringert werden konnten. [Forth, Hentschler, Rummel 13. (2001)]

Dosierung: Prophylaktisch taglich 50-225 mg oral ; therapeutisch téglich 225-1000 mg oder
500-1000 mg parenteral. Bei akuter toxisch bedingter Methdmoglobinamie einmalig 500-
1000 mg i.v. (evtl. Wiederholung).

Unerwinschte Wirkungen und Wechselwirkungen: L-Ascorbinsdure wird bemerkenswert
gut vertragen. Vereinzelt konnen bei hoher Dosierung leichte Ubelkeit und Diarrhoe auftreten.
Bel pradisponierten Menschen besteht die Moglichkeit der Oxalatsteinbildung. Bel Patienten
mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mangel kdnnen Megadosen von L-Ascorbinsiure
(10-100 g/tgl.) eine Hamolyse bewirken.

Aus toxikologischer Sicht ist L-Ascorbinsdure unbedenklich. [DAB Hartke et al. 19. (1991)]

3 Hefepilze und die Rolle der Ascorbinsaure in ihrem
Stoffwechsel in der Literatur

Als Hauptenergiequelle fur Pilze dienen neben Eiweil3en und Fetten vor allem Kohlenstoff-
verbindungen. Nicht nur Monosaccharide wie Glucose sondern auch Disaccharide und sogar
Polysaccharide werden aus der Umgebung aufgenommen und dann umgesetzt
[Mller/Loeffler 34. (1992)].
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Haufigste und die typische Kohlenstoffquelle ist jedoch die Glucose, welches direkt verwertet
werden kann, andere Hexosen gelangen erst nach einer Phosphorylierung auf den Abbauweg.
Aus einfachen Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen synthetisieren Pilze auch
Aminoséauren, diese werden zum Aufbau von Proteinen und Vitaminen wie Panthotensdure,
Nucleotiden und Alkaloiden verbraucht, in andere Aminosdauren umgewandelt, zur
Energiegewinnung ahnlich wie Kohlenhydrate oder Fette abgebaut und unter Umstanden
wieder ins Medium ausgeschieden.

Im tierischem wie auch menschlichem Korper gehdren Vitamine zu den Stoffen, die nicht
selbst synthetisiert werden kénnen und somit mit der Nahrung aufgenommen werden miissen.
Da Vitamine as Coenzyme fungieren und ihnen eine gewisse Bedeutung im Stoffwechsel
zuteil wird, ist verstandlich dass viele Pflanzen und darunter auch einige Pilze ihren
Vitaminbedarf durch Eigenproduktion decken. Andere Pilze wiederum sind auf die Aufnahme
von auf3en angewiesen, dies trifft z.B. fir manche Arten auf einen oder mehrere B-Vitamine
zu.

Einige Autoren, z.B. [Mlller/Loeffler 34. (1992)] meinen, dass Vitamin C, wie fettlésliche
Vitamine auch, fir Pilze oder Hefepil ze keine Bedeutung besitzt, d.h. dass Hefepilze Vitamin
C nicht verwerten kdnnten und dass Vitamin C in ihrem Stoffwechsel keine Rolle spielt.

Aber es gibt auch Studien von Wissenschaftlern wie Hancock und Viola [Hancock et Viola
17. (2001), 18. (2002)], die sich genauer mit diessm Thema befasst haben und andere
Ergebnisse liefern.

3.1 Ergebnisse von anderen Studien (nach Erscheinungsjahr
sortiert)

Juni 1986, L ucia Costamagna und lolanda Rosi, Universitat Perugia, Italien, Canadian
Journal of Microbiology,
Und I sabella Garuccio und Oreste Arrigoni,Universitat Bari, Italien

“ Ascor bic acid utilisation by some yeasts’

Bei dieser Arbeit wurden insgesamt 180 Stamme von Hefepilzen untersucht, welche zu 17

Gattungen und 53 Spezies gehoren.
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Hefepilze wurden auf ihre Fahigkeit hin Gberprift, auf L-Ascorbinsdure(AA) und oder |so-
Ascorbinsaure (D-Erythroascorbinsdure) (iso-AA) zu wachsen, als Kontrollmedium diente
Na&hrldsung mit 2 %-Glucose-Zusatz (GL).

Die Néhrldsungen beinhalteten neben YNB (Difco yeast nitrogen base) mit 2 % Glucose,

0,5 % Ascorbinsdure in medium AA, 0,5 % Iso-Ascorbinsdure in medium iso-AA und 2 %
Glucose im Kontollmedium (medium GL).

Die Keime wurden nach 24 stindiger Bebriitung in der Nahrlésung mit den oben erwadhnten
Zusatzen fir das jewellige medium fUr weitere 3 Tage bebritet und die Keimsuspensionen

nach Trocknung bei 105°C in mg abgewogen. *
1 (Methoden abgekiirzt)

Ergebnisse : (ein Auszug aus dem Gesamtergebnis)

Wachstum nach 3 Tagen

Spezies Stamm AA iso-AA GL
Candida blankii CBS1898 100 K.W. 700
Candida curvata CBS570 100 80 160
Candida humicola CBS1896 80 100 140
Cryptococcus abidus CBA192 120 80 280
Cryptococcus haveanensis  CBS140 160 100 180
Cryptococcus luteolus CBS953 180 80 200
Cryptococcus skinneri UCD60-82 120 100 140
Cryptococcus terreus CBS1895 100 60 220

Die Ergebnisse sind in mg Trockengewicht pro100 ml angegeben. k.W.= kein Wachstum.

Von den insgesamt 180 getesteten Hefestdmmen und Spezies, worunter auch Candida
albicans und Saccharomyces cerevisiae dazu gehorten, wuchsen 6 auf AA aber nicht auf iso-
AA, 17 wuchsen sowohl auf AA asauch auf iso-AA.
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Unter den Hefen, die auf Ascorbinsdure wuchsen gehorten drei der Candida Gruppe an, zwel
wuchsen auch auf Iso-ascorbinsaure. Allerdings handelte es sich da um Candida blankii,
Candida curvata und Candida humicola, jedoch nicht um Candida albicans.

Auch Saccharomyces cerevisae wuchs nicht auf AA oder iso-AA, jedoch einige

Cryptococcus-Arten u.a.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Hefepilze durchaus Ascorbinsiure oder 1so-Ascorbinsiure
verwerten konnen. Wenn auch nicht ale Hefepilze dazu féhig sind, gibt es Spezies, die gut
oder auch genauso gut auf Ascorbinsaure wachsen wie auf einer Kohlenwasserstoffquelle,
wie Glucose.

Insgesamt allerdings konnten von den 180 getesteten Stdmmen nur 23 Spezies auf

Ascorbinsaure wachsen.

1989 Journal of Antimicrobial Chemotherapie, Janina Brajtburg, Svetlana Elberg,
Georg S. Kobayashi, Gerald Medoff, Washington University, School of Medicine,

St.Louis, USA.“ Effects of ascor bic acid on the antifungal action of amphotericin B”

In dieser Arbeit geht es darum, dass Vitamin C die antimykotische Wirkung von

Amphotericin B verstérkt.

“Ohne Zusatz von Vitamin C besteht eine Wachstumshemmung der Keime Candida albicans
und Cryptococcus neoformans durch Amphoterin B um 10 %, mit Zusatz von Vitamin C
jedoch eine Wachstumshemmung um 67 %. Vitamin C fungiert hier als Antioxidans, d. h. es
verhindert die Autooxidation des Amphotericin B und erhéht somit die Wirksamkeit des
Antimykotikums, andererseits hat Vitamin C wohl auch eine Wirkung als Prooxidans. Es
existiert wohl ein Gleichgewicht zwischen der Wirkung des Vitamin C als Prooxidans und der
als Antioxidans.”

Amphotericin B wurde in variablen Mengen in mg/l und Vitamin C in einer Menge von vier

mmol zugegeben.

Diese Ergebnisse konnten fur die Pharmaindustrie von grof3em Nutzen sein. Wenn durch den
Zusatz von Vitamin C die antimykotische Wirkung eines Antimykotikums derart gesteigert

werden kann, wurden in Zukunft niedrigere Konzentrationen dieses und vielleicht auch
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anderer Antimykotika mit Kombination mit Vitamin C ausreichen, um die gleiche Wirkung
zu erzielen.
Auf die Frage ob Vitamin C hier eine eigene antimykotische Wirkung hat wird in dieser

Arbeit nicht eingegangen.

1994, Won-Ki Huh, Kap-Seok Yang, Yeong-Jae Seok, Yung Chil Hah, Sa-Ouk Kang,
National University, Republic of Korea

“Characterisation of D-Arabinono-1,4-lactone oxidase fron Candida albicans ATCC
10231”

,Heick et a berichteten, dass L-Ascorbinsdure in einer Reilhe von Hefepilzen gefunden
wurde, u.a. in Lypomyces starkeyi und Saccharomyces cerevisiae. Nicht L-Ascorbinsaure,
sondern Erythroascorbinsdure wird in diesen Hefepilzen produziert.

L-Erythroascorbinsaure  entstent im  tierischen  Organismus  wéahrend  der
L-Ascorbinsduremetabolismus. Mukarawa et a. entdeckten, dass die Erythroascorbinséure-
biosynthese in Candida-Arten folgendernal3en abléauft : D-Arabinose -> D-Arabinono-1,5-
lacton -> D-Arabinono-1,4lacton -> D-Erythroascorbinsiure.

Der letzte Schritt der Biosynthese wird in Candida albicans durch das Enzym D-Arabinono-
1,4-lacton-Oxidase katalysiert.”

1996, Biochimica et Biophysica Acta 1297(1996) 1-8,

Seong-Tae Kim, Won-Ki Huh, Joo-Yeop Kim, Sung-Wook Hwang, Sa-Ouk Kang,

Seoul National University, South Korea

“D-Arabinose dehydrogenase and biosynthesis of erythroascorbic acid in Candida
albicans’

» D-Erythroascorbinsaure welches der L-Ascorbinsare in seiner Struktur sehr @hnlich ist wurde
in verschiedenen Hefepilzen gefunden, darunter in Neurospora crassa, Saccharomyces
cerevisiae, Lipomyces starkeyi und Candida-Arten.

D-Arabinose, D-Arabinono-1,4-lacton und D-Arabinat sind gute Substrate fir die Bildung
von D-Erythroascorbinsdure, seine Biosynthese wird z.B. in Candida utilis auf diese Art

vermutet.
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Erythroascorbinsaure scheint wegen seiner physiochemischen Eigenschaften und seiner
biologischen Aktivitéten der L-Ascorbinsiure sehr 8hnlich zu sein. Sie spielt wohl in niederen
Organismen die gleiche Rolle wie L-Ascorbinsaure in héheren Lebewesen.

Wir isolierten das Enzym D-Arabinono-1,4-lacton Oxidase, welches in den mitochondrialen
Fraktionen des Candida abicans die Umwandlung von D-Arabinono-1,4-lacton zu D-

erythroascorbinsdure kataysiert.”

1998, Can. J. Microbiol. 44 866-871, Gregor Reid, Foaud Soboh, Andrew W. Bruce,
Marc Mittelmann
“Effect of nutrient composition on the in vitro growth of urogenital lactobacilli and

uropathogens’

In dieser Arbeit geht es um Néahrstoffe und andere Zusétze, welche das Wachstum von
uropathogenen Keimen und Lactobacillen in vitro beeinflussen. Dabei heif¥ es, dass Frauen
beim Gebrauch von Spermiziden oder nach Antibiotikatherapie leicht an Pilzinfektionen im
Genitalbereich oder Harnwegsinfekten erkranken.

Es wurden dabei einige uropathogene Keime, darunter Escherichia coli Hu 734, Enterococcus
faecalis 1131, Candida abicans F3, Proteus mirabilis F1, Staphylococcus aureus F2
untersucht, aber auch Lactobacillen, wie Lactobacillus rhamnosus GR-1 und Lactobacillus
fermentum B-54. Diese Keime wurden unterschiedlichen Nahrmedien ausgesetzt, welche
neben 11 Vitaminen, 24 Aminosauren, Salzen und Zuckern, Zuckeralkoholen, Mineralien,

Magermilch, Tween 80, Glykogen und Estriol beinhalten.

Medium A neben den oben genannten Zusdtzen mit Zusatz von Aminosauren (genauere
Angaben sind bei Interesse aus der ang. Arbeit zu entnehmen)

Medium B neben den genannten Zusédtzen ohne Zusatz von Aminosauren

Medium C neben den genannten Zusétzen weiterhin 1 % Magermilch (L actose)

Medium D Difco Lactobacillen Medium MRS

Medium D1 wie Med.D, zusétzlich 0,1 % Vitamin C

Medium D2 wie Med.D, zusétzlich 0,001 % EDTA

Medium E neben Panthotensdure 0,0001 %, Glycogen 1 %, p-Aminobezoeséure 0,2ug,
0,001mg Nicotinsdureamid, 500mg Lactose und 0,03 mg Estriol (in Alkohol gel 6st)
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Ergebnisse in Tabellenform :

Wachstum nach 24 Stunden

Medium Lr Lf Ec Ef Pm Sa Ca

Medium A + + + - + - +

Medium B ++ + + - + - +

Medium C ++ ++ + - + - ++ (mit Lactose)
Medium D ++ ++ - - - - +

Medium D1 ++ ++ - - - - ++ (mit Vit.C)
MediumD2  ++ ++ - - - - ++ (mit EDTA)
Medium E ++ ++ - - - - + (mit Estriol)

Lr = Lactobacillus rhamnosus, Lf = Lactobacillus fermentum, Ec = Escherichia coli, Ef = Enterococcus fecalis,
Pm =Proteus mirabilis, Sa =Staphylococcus aureus, Ca = Candida albicans.

Das Gesamtwachstum der Mikroorganismen ist zwischen 0 Stunden und 24 Stunden bewertet worden.

(+) mehr lebensfahige Organismen in 24 Std. alsin Stunde Null.

(++) >1log mehr Iebensfahige Organismen in 24 Std. alsin Stunde Null

(-) weniger lebensféahige Organismen in 24 Std. alsin Stunde Null.

In Medium C unter Zusatz von Lactose wuchsen nicht nur die Lactobacillen sondern auch in
gleichem Mal3e Candida albicans und in geringem Mal3e auch E.coli und P.mirabilis.

In Medium D1 mit Zusatz von Vitamin C wuchsen sowohl die Lactobacillen as auch
Candida albicans gut, die anderen Keime aber nicht; gleiches Ergebnis in Medium D2 mit
zusétzlich EDTA. In Medium E (mit Estriol) hingegen gutes Wachstum der Lactobacillen
und méldiges Wachstum fur Candida albicans.

Diese Ergebnisse zeigen zwar, dass Candida abicans, welches eines der Hauptkeime fur
Vaginalcandidosen ist, unter Zusatz von Vitamin C besser wéchst, aber auch, dass das
Wachstum der “guten” Keime, wie Lactobacillen, in gleichem Mal3e geférdert wird.
AulRerdem wurde das Wachstum der uropathogenen Keime unterdriickt (nicht so in Medium
A, BundC).
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2001, Appl. Microbiol. Biotechnol. 56: 567-576

R. D. Hancock, R. Viola

“The use of micro-organisms for L-ascorbic acid production : current status and future
per spectives’

» L-Ascorbinsdure wird seit Uber 60 Jahren industriell aus Glucose hergestellt, dabei kommen
fast 80000 Tonnen pro Jahr auf den weltweiten Markt fir mehr als 600 Millionen Dollar.

Seit 1933 wird Vitamin C nach der Reichstein Methode auf sieben Syhtheseschritten mit Zu-
hilfenahme von Acetobacter suboxidans, einem Bakterium, hergestellt.

Wirtschaftskonzerne und die amerikanische Regierung sind daran interessiert Vitamin C
effektiver und wirtschaftlicher herstellen zu lassen”, zumal Vitamin C nicht nur immer breiter
werdende Einsatzmdglichkeiten bietet sondern auch seine Bedeutung in allen Bereichen
immer deutlicher wird.

» BIS zu 50 % des Vitamins werden in Vitaminprdparaten, ca. 25 % in Nahrungsmitteln, 15 %
in Getranken und 10 % in Tierfutter verwendet, dabel hat in den letzten Jahren auch die
Kosmetikindustrie Vitamin C entdeckt” und dieses in etliche Produkte integriert.

,Ziel der Uberlegungen ist es Vitamin C mit Hilfe von Mikroorganismen in weniger
Syntheseschritten viel effektiver und kostenguinstiger herzustellen. Dazu eignen sich neben
Bakterien auch Hefepilze, von denen man weil3, dass sie die der L-Ascorbinsdure verwandten,
alerdings ein funf kohlenstoffkettiges Molekiil, die Erythroascorbinsaure herstellen konnen.”

Wie schon bereits vorher erwdhnt wird Erythroascorbinsdure auch in  der
Lebensmittelindustrie als Antioxidans oder Zusatzstoff verwendet. Allerdings besitzt
Erythroascorbinsaure keine volle Vitamin C Wirksamkeit, d.h. seine Wirkung ist etwas
abgeschwaécht und sie hat keinerlei antiscorbutische Eigenschaften.

»Allerdings haben diverse Wissenschaftler herausgefunden, dass je nach Substrat-Angebot
Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae in der Lage sind neben Erythroascorbinsaure,
welches in ihrem Stoffwechsel eine wichtige Rolle zu spielen scheint, auch L-Ascorbinséure

Zu produzieren.

Die Syhthese der Erythroascorbinsdure beinhaltet in Hefepilzen nur drei  Schritte.
Ausgangssubstrat ist die D-Arabinose, diese wird Uber D-Arabinono-1,4-lacton zu D-

Erythroascorbinsdure.
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Bei anderen Substratangeboten, wie L-Galactono-1,4-lacton oder L-Gulono-1,4-lacton

produzieren Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae L-Ascorbinsaure, Vitamin C.*

Die Tatsache, dass Hefepilze Vitamin C selbst synthetisieren kénnen, bedeutet zum Einen,
dass Vitamin C oder sein Abkémmling, die Erythroascorbinsaure eine wichtige Rollein ihrem
Stoffwechsel spielt. Man vermutet, dass sie ahnliche Funktionen hat wie das Vitamin C im
Stoffwechsel hdherer Lebewesen , wie dem Menschen [Hancock et Viola 17. (2001); Huh et
al. 24. (1994); Kim et al. 27. (1996)].

Zum anderen aber drangt sich die Frage auf, wenn Vitamin C so essentiell fur Hefepilze ist
oder sein soll, ob Vitamin C auch als Substrat fur siein Frage kommt.

An dieser Stelle mussen zwei Begriffe erklart werden. Auxothrophie und Prototrophie.

Einige Hefepilze sind fur einige Vitamine oder Substrate auxothroph, d.h.sie sind darauf
angewiesen diese von aul¥en aufzunehmen, weil sie diese Substrate oder Vitamine nicht selbst
herstellen kénnen. Prototroph sind hingegen Hefepilze, die fur ihren Stoffwechsel nétigen
Vitamine selbst synthetisieren konnen [Mller/Loeffler 34.(1992)].

Fur viele B-Vitamine z.B. ist das bei Hefepilzen schon bekannt, einige sind fur gewisse B-
Vitamine auxothroph, andere protothroph. Uber Vitamin C hingegen gibt es keine
verlasslichen Daten oder Studien, somit kann man nur spekulieren, dass digjenigen Hefepilze,
die Vitamin C oder Erythroascorbinsdure selbst herstellen nicht darauf angewiesen sind diese

von auffen aufzunehmen.

4 Einfluss von Vitamin C auf das Wachstum von

Hefepilzen

Welchen Einfluss Vitamin C auf das Wachstum von Hefepilzen hat konnte mit der
ausfuhrlichen Literaturrecherche nicht befriedigend genug beantwortet werden.

Von allen Studien und in vitro Untersuchungen gibt vor allem die Studie aus Italien aus dem
Jahre 1986 eine Antwort auf diese Frage (s. S. 10). Hier konnte gezeigt werden, dass von 180
getesteten Hefepilzstdmmen lediglich 23 auf Ascorbinsdure wachsen. Candida albicans und

Saccharomyces cerevisiae gehorten allerdings nicht dazu.
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Eigene Experimente

Um dieser Frage weiterhin auf den Grund zu gehen und um den Einflu@ von
unterschiedlichen Vitamin C-Konzentrationen auf Hefepilzwachstum zu eruieren wurde die
folgende in vitro Arbeit gefertigt. Dabei wurden nur drei Hefepilze untersucht welche in der
Vagina am haufigsten vorkommen. Diese sind Candida albicans, Candida glabrata und

Saccharomyces cerevisiae.

4.1 Methoden und Materialien

Teststamme
Fir die Versuche wurden Hefepilze verwendet, die von Patientinnen aus der Vagina isoliert
worden sind. Es handelt sich dabei, wie oben erwdhnt, um Candida albicans, Candida glabrata

und Saccharomyces cerevisiae.

Kulturmedien

Um die Hefen quantitativ erfassen zu konnen wurden Sabouraud-Agarplatten und fir die
Ansétze Sabouraud-Bouillon verwendet. Vitamin C ist as Reinsubstanz in Pulverform den
einzelnen Nahrldsungen (Sab.-Bouill.) in unterschiedlichen Mengen zugesetzt worden.

Kulturmedien und Reagenzien im Einzelnen:

Substanz Hersteller Bestellnr Zusammensetzung

Sabouraud-Agar FirmaDifco 0747/17 Bactoneopepton 10g/1
Bactodextrose 209/l
Bactoagar 209/l
Streptomycin 40mg/l
Penicillin 20mg/l

Sabouraud-Bouill.  FirmaDifco 0747/17 Bactoneopepton 10g/1
Bactodextrose 209/l
Streptomycin 40mg/l

Penicillin 20mg/l
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Vitamin C Caesar & Loretz 2006a Ascorbinsaure 100%
Agua-dest. Milli-Q-Wasser autoklaviert

Materialien

Spectrophotometer (Coleman) Perkin-Elmer

PH-Meter MultiCal

Vortex Bender und Hobein AG
Brutschrank Heraeus (37°)+ Luftfeuchtigkeit
PS-Rohrchen Greiner Best.-Nr.: 1631
Eppendorf-Hitchen Greiner Best.-Nr.: 616201

M ethodik

Am Photometer wurde bel einer optischen Dichte von 415 nm mit einer Extinktion von 0,220
nm eine Keimzahl von 10’ KBE/ml eingestellt.

In einer Verdiinnungsreihe wurde die Keimzahl auf 10° KBE/ml erniedrigt. In den
Probeansétzen waren jeweils Sabaroud-Bouillon und unterschiedliche Konzentrationen von
Vitamin C enthalten. Als Leerkontrolle ist einem Rohrchen kein Vitamin C zugesetzt worden.
Nachdem den Ansédtzen 20l der Keimsuspension beigemischt worden waren, wurden nach
null, drei, sechs, acht, und vierundzwanzig Stunden den Proben je nach Keimzahl und
Verdunnungsfaktor 10ul-100ul enthommen und auf Sabaroud-Agarplatten ausgespatelt.

Die Probeansdtize und die Agarplaiten wurden im Brutschrank bei 36°C +/-1° in
Normalatmosphére inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Agarplatten ausgezahlt.

Durchfuhrung

Von alen drei Hefen wurde eine Keimsuspension hergestellt. Nach dem Einstellen des
Leerwertes ist am Photometer die Keimzahl durch schrittweises Pipettieren auf 10’ KBE/m
verdunnt worden.

Zwischen den einzelnen Schritten ist immer wieder gemischt worden. Um die Keimzahl auf
10> KBE/ml zu erniedrigen wurde eine Verdiinnungsreihe durchgefiihrt. In Eppendorf-
Hutchen wurden die Keimsuspensionen 1:100 verdinnt.

Von den nun 10° KBE/mI wurden jeweils 20 pl Keimein 2 ml Sabouroud-Bouillon zugesetzt.
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Vitamin C ist in mg abgewogen und in unterschiedlichen Mengen den Ansétzen zugegeben
worden. Dabei betrugen die Vitamin C-Konzentrationen 1 mg/ml, 10 mg/ml, 100 mg/ml, 150
mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml, und 300 mg/ml.

Ein Rohrchen enthielt als Leerkontrolle kein Zusatz von Vitamin C. Von diesen Ansétzen
wurde zur Stunde Null jeweils 100ul auf Sabouraud-Agar ausgespatelt und bei 37° C in den
Brutschrank gestellt.

Dieses Vorgehen wurde nach drei, sechs, acht, vierundzwanzig Stunden wiederholt.
Nach sechs und acht Stunden wurden wegen der htheren Keimzahl nur 50pl, bzw. 20ul oder
nur 10ul ausgespatelt.

Nach vierundzwanzig Stunden wurden die Keimsuspensionen 1:10* verdinnt und jeweils
20l ausgespatelt und wieder in den Brutschrank gestellt.

Nach zwel Tagen der Bebritung wurden die Agarplatten ausgezdhlt. Um die absolute
Keimzahl zu bestimmen wurden die Ergebnisse mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und
somit die Keimbildenden Einheiten pro ml (KBE/ml) ermittelt. Um die Ergebnisse mit
anderen Studienergebnissen vergleichbar machen zu kdnnen wurde bei jedem Versuchsansatz

der PH Wert gemessen.
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5 Ergebnisse

Zur vereinfachten Darstellung der Wachstumskurven der jeweiligen Hefepilze wurden die
absoluten Zahlen (KBE/ml) in 10er Logarithmen umgerechnet (obere Tabelle).

Zur besseren Ubersicht und Beurteilbarkeit wurden zwei Diagrammtypen gewahit. In der
ersten Abbildung wird die Wachstumskinetik in einem Verlaufsdiagramm (Abb. a), in der
zweiten Abbildung in einem Saulendiagramm (Abb. b) dargestellt. Die Abbildung azeigt die
Wachstumskinetik detalllierter innerhalb des Zetverlaufs, die Abbildung b zeigt die
Wachstumskinetik anschaulicher in Bezug auf die Quantitét der Keimzahlen (KBE/m).

Eswurden insgesamt 3 Versuchsreihen angesetzt. Dabel wurden bewusst vorerst sehr niedrige
Vitamin-C-Konzentrationen gewahlt, um zu schauen, ob Vitamin C als Substrat fir die
Hefepilze in Frage kommt. Bel den Vorversuchen wurden Vitamin-C-Konzentrationen von 1
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml und 50 mg/ml eingesetzt. Als sich bei den Ergebnissen keine
nennenswerten Unterschiede in der Wachstumskinetik zeigten, namlich kein vermehrtes
Wachstum im Vergleich zur Leerkontrolle (ohne Zusatz von Vitamin C), wurden fur die
weiteren Versuche die Vitamin-C-Konzentrationen von 5 mg/ml und 50 mg/ml verworfen.

Die weiteren Versuche wurden dann mit héheren Vitamin-C-K onzentrationen durchgeftihrt.

Die nachste Uberlegung zielte auf eine mogliche Wachstumshemmung; dabei wurde die
Vitamin-C-Konzentration bis zu einer Hochstmenge von 300 mg/ml zugesetzt. Noch héhere
Konzentrationen waren nicht mdoglich, da ansonsten die Ld&slichkeitsgrenze von

Ascorbinsaure Uberschritten worden wére.

Bei den Versuchsrethen wurden die Hefen C. albicans, C. glabrata und Saccharomyces
cerevisae (gleichzeitig untersucht. Dabel bezieht sich die Nummerierung der

Versuchsrehen auf die steigenden Vitamin-C-K onzentrationen.
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Versuchsreihe 1 mit Candida albicans

Vitamin-C-Konzentrationen von 1 mg/ml, 10 mg/ml, 100 mg/ml und der Leerkontrolle
ohne Vitamin C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 294| 3,07 3,85 4,48 7,28 5,4
1 mg/ml 2,66 2,45 3,71 4,28 6,66 4.6
10 mg / ml 2,79 2,58 3,78 4,21 6,73 3,6
100 mg / ml 2,92 2,86 3,45 4,05 6,43 2,7
g
?’ -
E 4
= ]
=]
Aq- |
3
2
1 T T T T
0h 3h Eh 8h 24 h

Stunden

—0O—0mg/im —O—1mgrml —&—10mg m —&—100mg S ml

Log

Eh &h 24 h
Stunden
|I:|Elmg.l'ml oimgim @10 mg il I1IIIIIImg.l'mI|

Abb. 1a/b: Wachstumskinetik von Candida abicans unter Einflul von Vitamin C in
Versuchsrethe 1



23

Versuchsreihe 1 mit Candida glabrata

Vitamin-C-K onzentrationen von 1 mg/ml, 10 mg/ml, 100 mg/ml und der Leerkontrolle
ohne Vitamin-C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8 h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 2,75 3,3 4,06 4.47 7,28 5,4
1 mg/ml 2,83| 3,25 4,1 4,5 7,52 4,6
10 mg / ml 267 2,99 3,88 4,19 7,41 3,6
100 mg / ml 2, 72| 2,56 2,86 2,71 3,94 2,7

Oh 3h G h gh 24 h

Stunden

—O0—0mg fml —0—1 mg /ml —&— 10 mg S ml —&— 100 mg 7 mil

Log

Oh 3h Gh gh 24 h
Stuniden

||:||:|mgxm| oimgsm @10 mg il I“IIIIIZIrngImI|

Abb. 2a/b: Wachstumskinetik von Candida glabrata unter EinfluR von Vitamin C in
Versuchsreihe 1
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Versuchsreihe 1 mit Sacchar omyces cerevisiae

Vitamin-C-Konzentrationen von 1 mg/ml, 10 mg/ml, 100 mg/ml und der Leerkontrolle
ohne Vitamin-C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert

Vit.-C-Konz.
O0mg/ml 2,48 2,94 3,58 3,79 7,28 54
1mg/ml 2,79 3,02 3,63 3,89 7,15 4,6
10 mg / ml 2,83 2,98 3,48 3,92 7,25 3,6
100 mg / ml 2,49 2,28 2,06 2,1 4,27 2,7

3
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T o oo ]  —a]-----
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|I:|Elmg.l'ml o1 mgfml @10 mg il I1EIEImg.l'mI|

Abb. 3a/b: Wachstumskinetik von Saccharomyces cerevisiae unter Einfluf3 von Vitamin Cin
Versuchsreihe 1
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Versuchsrethe 2 mit Candida albicans

Vitamin-C-K onzentrationen von 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml und der
L eerkontrolle ohne Vitamin-C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 259 2,69 3,71 4,09 7,28 5,5
150 mg / ml 26| 2,52 2,47 2,59 6,72 2,5
200 mg / ml 2,49 | 2,62 2,45 2,52 5,49 2,4
250 mg / ml 252 2,65 2,53 3,08 4,16 2,4

Oh 3h Gh Gh 24 h
Stunden

—O—0mgsml —O—150mg fml —&— 200 mg S ml —a— 250 mg fml

Log

24 h

Stunden

||:|Elmg.fml Qis0mg/m @200 mg IESIIImg.fmI|

Abb. 4a/b: Wachstumskinetik von Candida abicans unter EinfluR von Vitamin C in
Versuchsreithe 2
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Versuchsreihe 2 mit Candida glabrata

Vitamin-C-K onzentrationen von 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml und der
L eerkontrolle ohne Vitamin-C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 2,73| 297 3,9 4,16 7,28 5,5
150 mg / ml 2,63| 2,09 1,9 1,98 1,48 2,5
200 mg / ml 255 2,09 1,84 1,54 1 2,4
250 mg / ml 2,53 1 1 1,6 1 2,4

log 1 < 10 KBE/mI (Nachweisgrenze)
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£ -SSR IU USSRV NN VSUSPURUIV ISV UV USULULVRVRPIVLV SOOI RULVRVRPRVRORONORORORDRVRVRPRPRPRORDR | | WEURPRPRPRORORURORDR
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||:|nmgxm| D1s0mg/m @200 mg il l25EIrngIrnI|

Abb. 5a/b: Wachstumskinetik von Candida glabrata unter Einflu? von Vitamin C in
Versuchsreihe 2
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Versuchsreihe 2 mit Sacchar omyces cerevisiae

Vitamin-C-K onzentrationen von 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml und der
L eerkontrolle ohne Vitamin-C-Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 2,4 2,4 3,1 3,43 7,28 5,5
150 mg / ml 2,09| 1,47 1,47 1,65 0,69 2,5
200 mg / ml 2,13 | 1,47 1,47 1 1 2,4
250 mg / ml 1,95 1 1 1,6 1 2,4

log 1 < 10 KBE/mI (Nachweisgrenze)

Log

Stunden

|—D—Dmg.l'ml—l:l—15l:l mgImI—&—EDDmgImI—&—ESDmgIm‘

Log

I I Y

Oh ah Eh Gh 24 h
Stunden

||:|ElmgImI mi50mg/ml @200 mg il l25EImgImI|

Abb. 6a/b: Wachstumskinetik von Saccharomyces cerevisiae unter Einflufld von Vitamin Cin

Versuchsreithe 2
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Versuchsreihe 3 mit Candida albicans

Vitamin-C-Konzentrationen von 300 mg/ml und der Leerkontrolle ohne Vitamin-C-

Zusatz
Datenreihe 10er Logarithmus
Oh 3h 6 h 8 h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 265 281 3,74 4,16 7,28 53
300 mg / ml 234 2,25 2,28 2,46 3,04 2,3
&

0h Jh G h dh 24h

Stunden

—O0— 0 tmg Fml —8— 300 mg fmi

Oh 3h Gh Gh 24 h
Stunden

||:|Elmg.fml W 300 mg /i |

Abb. 7a/b: Wachstumskinetik von Candida albicans unter Einflu@ von Vitamin C in

Versuchsreihe 3
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Versuchsreihe 3 mit Candida glabrata

Vitamin-C-Konzentrationen von 300 mg/ml und der Leerkontrolle ohne Vitamin-C-
Zusatz

Datenreihe 10er Logarithmus

Oh| 3h 6 h 8h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 2,78 31 3,77 4,37 7,28 5,3
300 mg / ml 23| 1,3 1 1,3 1 2,3

log 1 < 10 KBE/ml (Nachweisgrenze)

Oh 3h Eh 8h 24 h
Stunden

—O0— [0 mg fml —8— 300 mg fmi

Gh
Stunden

|I:|Elng'mI W 300 mg /i |

24 h

Abb. 8a/b: Wachstumskinetik von Candida glabrata unter Einflu von Vitamin C in
Versuchsreihe 3
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Versuchsreihe 3 mit Saccharomyces cerevisiae

Vitamin-C-Konzentrationen von 300 mg/ml und der Leerkontrolle ohne Vitamin-C-

Zusatz
Datenreihe 10er Logarithmus
Oh 3h 6 h 8 h 24 h PH-Wert
Vit.-C-Konz.
0mg/ml 246| 2,44 3,1 3,25 7,28 53
300 mg / ml 1,95 1 1 1 1 2,3

log 1 < 10 KBE/ml (Nachweisgrenze)

Stunden

—O0—0mg S ml —8— 300 mg § ml

Oh 3h Eh 8h 24 h
Stunden

||:|ElmgImI W 300 mg /il |

Abb. 9a/b: Wachstumskinetik von Sachhoromyces cerevisisae unter Einflul® von Vitamin C

in Versuchsreithe 3
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5.1 Bewertung der Ergebnisse

Um die Vadlidité der Ergebnisse gewdhrleisten zu kénnen, wurde jeder Versuch vierma
durchgefuhrt. Aus den Mittelwerten wurden die Endergebnisse erstellt.

In der Versuchsreihe 1, mit der geringsten Vitamin C-Konzentration von 1 mg/ml, sieht man
in der Wachstumskinetik im Vergleich zum Leerwert, in dem kein Vitamin C zugesetzt ist,
bei allen drei Hefearten keinen Unterschied.

In so geringerer Konzentration scheint Vitamin C weder eine Wachstumsférderung noch eine
Wachstumshemmung zu bewirken. Gleiches Ergebnis auch bei einem Zusatz von 10 mg
Vitamin C pro ml Nahrlésung. Erst bei einer Konzentration von 100 mg/ml Vitamin C zeigt
sch vor alem bei Saccharomyces cerevisae und Candida glabrata ene
Wachstumshemmung. Bei Candida albicans dagegen ist die Wachstumshemmung in dieser
Konzentration sehr gering.

Bel steigender Vitamin C-Konzentration jedoch zeichnet sich bei alen drei Hefen eine
zunehmende Wachstumshemmung ab. Dabel fallt auf, dass Saccharomyces cerevisiae am
empfindlichsten auf steigende Vitamin C-Konzentrationen reagiert, gefolgt von Candida
glabrata. Als unempfindlichster und zéhester Keim stellt sich Candida albicans dar.

Eine deutliche Wachstumshemmung erfahrt Candida abicans erst ab einer Vitamin C-
Konzentration von 250 mg/ml. Aber eine Keimt6tung findet hier nicht statt, auch bel der
Hdochstdosis von 300 mg/ml Vitamin C befinden sich bel Candida albicans, nach 24 stiindiger
Bebritung noch 1100 KBE/ ml (in 10er log = 3,04 KBE /ml).

In der Versuchsreihe 2 hingegen zeichnet sich bei einer Dosis von 200 mg/ml Vitamin C bel
Saccharomyces cerevisiae schon nach 8 Stunden eine Fungizidie aus, bei Candida glabrata
dagegen nach 24 Stunden. Bel ener Vitamin C-Konzentration von 250 mg/ml félt die
Keimzahl bei Saccharomyces cerevisiae und Candida glabrata schon innerhalb der ersten drel
Stunden unterhalb die Nachweisgrenze.

Ahnliches Ergebnis auch in der Versuchsreihe 3 mit 300 mg/ml Vitamin C.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Vitamin C ab einer Konzentration von 100 mg/ml
eine wachstumshemmende Wirkung hat, vor allem auf Candida glabrata und Saccharomyces
cerevisiae weniger auf Candida albicans.

Eine fungizide Wirkung jedoch besitzt Vitamin C nur auf Candida glabrata und

Saccharomyces cerevisiae und diese erst ab einer Konzentration von 200 mg/ml Vitamin C.
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6 Diskussion

Vitamin C - ein Substrat fir Hefepilze ? Probleme bei den Experimenten
Ausgangssubstrat fur die Herstellung von Vitamin C ist Glucose. Und da Glucose eines der
Hauptsubstrate fur Hefepilze ist, lag die Vermutung nahe, dass auch Vitamin C ein Substrat
fur Hefepilze sein konnte. Die Uberlegung ging dahin, dass Enzyme im Stoffwechsel der
Hefepilze aus weniger verwertbarem oder schlechter verdaulichem Vitamin C durch
enzymatische Prozesse die gutverdauliche Glucose herstellen.

Aus diesem Grund wurden bei den Versuchsrethen anfangs kleinste Vitamin C
Konzentrationen verwendet um eventuelles M ehrwachstum ausfindig machen zu kénnen. Als
dieses kein Mehrwachstum ergab, lag folgende Erkl&rung nahe: Problematisch bel den
Versuchen waren die Nahrmedien. Diese enthielten Glucose in ausreichender Konzentration
um Hefewachstum zu fordern.

Da Glucose leicht verdaulich ist und das Vitamin C erst durch Enzymprozesse in mehreren
Schritten verdaulich gemacht werden muss, war klar, dass der Glucose als Substrat der
Vorzug gewdahrt wird. Um zu beweisen, dass auch Vitamin C als Substrat verwertet werden
kann, wenn denn keine Glucose vorhanden ist, musste ein anderer Ansatz gewéahlt werden.
Daher entstand die néchste Idee, den Glucoseanteil durch Vitamin C zu ersetzen, um zu
schauen, ob die Hefen auch nur mit Vitamin C wachsen konnen. Leider konnten diese
Versuche nicht durchgefiihrt werden, da es sich als problematisch erwies die Nahrmedien

speziell, d.h. glucosefrei, herstellen zu lassen.

Vitamin C - ein Substrat fir Candida albicans, Candida glabrata und Sachharomyces
cerevisiae ?

Vitamin C, L-Ascorbinsdure, wird je nach Substratangebot von einigen Hefen, darunter
Candida abicans und Saccharomyces cerevisiae, selbst synthetisiert. Ob diese Tatsache
zwangslaufig bedeutet, dass fur diese Hefepilze Vitamin C auch als Substrat in Frage kommt
ist fraglich. Lediglich in einer Studie [Costamagna 9. (1986)] wurden zahlreiche Hefepil ze auf
diese Eigenschaft hin tberprift. Das Ergebnis zeigt, dass von insgesamt 53 getesteten Spezies
nur 23 auf Ascorbinsdure wachsen, davon einige Candida-Arten und einige Cryptococcus-
Arten, aber nicht die Spezies Candida albicans, Candida glabrata und Saccharomyces

cerevisiee.
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Fazit: Vitamin C wird von einigen Hefepilzen als Substrat verwendet, nicht jedoch von den
Hefepilzen, die bei Vagina candidosen eine Rolle spielen oder in der Vagina vorkommen wie
Candida albicans, Candida glabrata oder Saccharomyces cerevisiae.

Wann wird Vitamin C im Stoffwechsel einiger Hefepilze synthetisiert ?

Die Vitamin C-Synthese in den folgenden Hefen ist substratabhéangig. Sie entsteht im
Stoffwechsel von Candida abicans und Saccharomyces cerevisiae nur dann, wenn als
Substrat L-Galactono-1,4-lacton oder L-Gulono-1,4-lacton vorhanden ist.

Ist aber as Ausgangssubstrat D-Arabinose vorhanden synthetisieren Hefepilze
Erythroascorbinsdure, welches fir den Stoffwechsel der Hefepilze die gleiche Bedeutung zu
haben scheint wie Ascorbinsdure fur den Stoffwechsel hoherer Lebewesen, wie dem
Menschen. Allerdings ist scheinbar nicht Ascorbinsdure sondern vielmehr die
Erythroascorbinsaure im Stoffwechsel der Hefepilze von Bedeutung, zuma auch
D-Arabinose als Ausgangssubstrat vorherrschend zur Verfiigung steht [Hancock et Viola 18.
(2002)].

Mdgliche Griinde fur die Beobachtung gehaufter Pilzinfektionen unter Vitamin C
Pilzinfektionen im vaginalen Bereich (oder auch systemische Pilzerkrankungen) kénnen
vielfdtige Ursachen haben, neben Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus,
angeborene Immunerkrankungen, Immunschwéche, wie z.B. bel konsumierenden
Erkrankungen,  Arzneimittelwirkungen und  Nebenwirkungen; insbesondere  bel
Antibiotikatherapie; um nur Einige von Ihnen aufzuzdhlen. Meist finden sich keine
Risikofaktoren. Auch sind viele Frauen (bis zu 15 %) [Petersen/Distler 46. (1999)]
asymptomatisch mit Candida albicans kolonisiert.

Da Pilze oder Hefepilze relativ anspruchslose Keime sind, die gut auf einem feucht-warmen
Milieu mit maligem Substratangebot wachsen koénnen und diese Bedingungen in
vulvovaginalem Bereich optimal sind, ist es nicht verwunderlich wenn eine oder mehrere

begiinstigende Faktoren zusammenkommen, die dann zu einer Pilzinfektion flhren.

In vitro konnte gezeigt werden, dass Vitamin C das Hefewachstum nicht fordert. Warum

kommt esin vivo zu gehéuften Pilzinfektionen ?
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Es kommen mehrere Griinde hierfir in Betracht. In jeder Vaginaltablette sind jewells 250 mg
Vitamin C enthalten, daneben auch Siliconharz, Lactose-Monohydrat, Hydroxypropylmethyl-
cellulose und Magnesiumstearat.

Das Praparat Vagi-C® wurde entwickelt, um vor allem schwangeren Frauen eine gut
vertrégliche Alternative zur Antibiotikatherapie bei bakteriellen Stérungen der Vaginalflorain
der Schwangerschaft zu bieten, da sie ein erhohtes Frihgeburtsrisiko [Petersen 47.(1999),
48.(2000), Antalffy 2. (2001)] haben.

Vagi-C® wird aber auch bei nichtschwangeren Frauen , die an rezidivierender Aminvaginose
(bakterieller Vaginose, unspezifischer Kolpitis) leiden, verordnet; oder aber zur
Normalisierung einer gestorten Vaginaflora, bzw. zur Verbesserung des vaginalen ph-
Wertes.

Einige Frauen entwickeln nach einer Therapie mit Vagi-C® wie erwahnt eine Pilzinfektion.
In der Dissertationsarbeit von Gabriele Gutmann (1993) waren das 6 von 32 Patientinnen, die
eine Pilzinfektion entwickelten. In der Dissertationsarbeit von Katalin Antalffy (2001)
“Einflu® von vagina appliziertem Vitamin C auf den Schwangerschaftsverlauf® waren das
insgesamt 21,6 % der Frauen, die unter der Therapie mit Vagi-C® in der Schwangerschaft
eine Pilzinfektion hatten. In der Kontrollgruppe ohne Vagi-C® wiesen nur 10,2 % der Frauen
eine Pilzinfektion auf.

Bel bis zu 30 % aller Schwangeren kdnnen Pilze im Flour angeziichtet werden. Ursache
hierfur sind steigende Oestrogenkonzentrationen in der Graviditét [Braun 6. (1991)].

In der Untersuchung von Frau Gutmann war das Praparat VVagi-C® noch nicht gebrauchsfertig
bzw. endgultig entwickelt, d.h. die Zusdtze sind im Verlauf der Zeit neu zusammengesetzt
und das Praparat insgesamt verbessert worden.

1993 sah die Zusammensetzung wie folgt aus: Eine Vaginatablette enthielt neben 250 mg
Vitamin C, 10 mg Silikon, 680 mg Glucose, 40 mg Celllulose 10 mg Kollidon 25, 10 mg
Magnesiumstearat. Der hohe Glucose-Anteil macht verstandlich weshalb in der Arbeit von G.
Gutmann Pilzinfektionen aufgetreten sind. Glucose stellt fur  Pilze/Hefepilze das
Hauptsubstrat oder die Hauptenergiequelle dar.

In der Untersuchung von Frau Antalffy (2001) hingegen wurde das 1998 weiterentwickelte
Produkt ohne den Zusatz von Glucose verwendet.

Anstatt Glucose enthélt es Laktose, ein Disaccharid, welches von Hefepilzen genauso gut als
Substrat verwendet wird wie Glucose [MUller/Loeffler 34. (1992)]. Somit kénnte die in der
Tablette verwendete L aktose das Pilzwachstum beglnstigen.
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Zum anderen aber gibt es auch andere Aspekte, die die Ursache sein kénnen. Hierzu zdhlen
z.B., dass immerhin 15 % aller Frauen den Hauptkeim fir Vaginalcandidosen, Candida
albicans, im Vaginalbereich aufweisen ohne Beschwerden zu haben [Petersen 44.(1997), 48.
(2000)].

Stoffwechselprodukte von Bakterien, sogenannte Dephenylamine und Putrescin [Rodriguez
52. (1999)], welche die Pilze in ihrem Wachstum hemmen, fallen bei der Therapie dieser mit
Vagi-C® weg und erleichtern somit das Wachstum der Hefepil ze.

Somit wird durch die Unterdriickung der Anaerobier, welche bel bakteriellen Vaginosen eine
Rolle spielen, die Vermehrung von Hefepilzen beginstigt. Ein dhnliches Phdnomen tritt auch
bei einer Antibiotikatherapie auf. Dieses bekannte Phanomen konnte mitunter einer der
Hauptgriinde fiir eventuelle Pilzinfektionen nach einer Therapie mit Vagi-C® sein.

Welche der genannten Grinde in welchem Ausmald dazu beitragen kann mit dieser Arbeit
nicht beantwortet werden. Es scheint sich hierbel um ein multifaktorielles Geschehen zu
handeln, wobei alle Teilfaktoren zusammen eine verstarkende bzw. eine synergistische
Wirkung haben.

Zumindest einer der die auftretenden Pilzinfektionen beglinstigenden Faktoren, ndmlich die
Zusammensetzung der Vaginaltablette, kdnnte verbessert werden, indem auf den Zusatz von
Kohlenhydraten verzichtet wird oder dieser Anteil durch einen anderen Zusatz ersetzt wird.
Eine Anregung war Vitamin C und somit auch Vagi-C® mit einem Antimykotikum zu
kombinieren, um dann die eventuell auftretenden Pilzinfektionen mitzubehandeln bzw. diese
gar nicht erst entstehen zu lassen.

Diese Idee hat wenig Akzeptanz gefunden, da nicht alle Frauen eine Pilzinfektion entwickeln.
Nur bei circa einfiinftel der Frauen ist dies der Fall. Da das Praparat Vagi-C® hauptsschlich
aus reinem Vitamin C bestent und die Substanz Ascorbinsdure gut vertréglich und
unbedenklich ist, auch aus der Sicht der Pharmakologie und des Deutschen
Arzneimittelbuches (DAB), sollte dieses auch so bleiben und somit auf weitere Zusétze bzw.
Kombination mit anderen Mitteln verzichtet werden.

Bei Frauen, die zu Pilzinfektionen neigen und diese nach Therapieende bzw. wahrend der
Therapie entwickeln ist immer noch die Mdglichkeit gegeben mit einem lokalen
Antimykotikum diese zu beheben, bzw. bel chronischen Pilzinfektionen eine orale Therapiein
Betracht zu ziehen.
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7 Zusammenfassung

Vitamin C, welches als Hauptwirkstoff in der Vaginatablette Vagi-C® enthalten ist, wird
inzwischen haufig zur Behandlung der Aminvaginose und in der Schwangerschaft zur
Verbesserung der Vaginalflora eingesetzt. Ein Nachteil dabei ist, dass Pilzinfektionen
insbesondere in der Schwangerschaft haufiger beobachtet werden. Um zu prifen ob
Ascorbinsaure selbst ein Substrat fur Hefen ist, wurde das Wachstum von drei Hefearten,
welche in der Vagina am haufigsten vorkommen, unter Zusatz steigender Vitamin-C-

Konzentrationen in vitro untersucht.

Verwendet wurden Candida albicans, Candida glabrata und Saccharomyces cerevisiae.

Die Keimzahl wurde in Sabourauditésung auf 10?2 eingestellt. Es wurden steigende
Ascorbinkonzentrationen von 1mg bis 300 mg zugesetzt und die Kultur bei 37° C bebr(itet.
Zu verschiedenen Zeiten wurden aliquots von 100 pl entnommen und auf einer Sabourand-
Agarplatte ausgespatelt.

Die Kinetikkurven weisen bei alen drei Hefearten keine Wachstumssteigerung durch den
Ascorbinsaurezusatz auf. Ganz im Gegenteil, insbesondere bei den Hefen Candida glabrata
und Saccharomyces cerevisiae findet eine starke Wachstumshemmung statt und diese schon
ab einer Konzentration von 100 mg/ml Vitamin C.

Bel Candida abicans jedoch findet eine Wachstumshemmung erst ab einer Vitamin-C-
Konzentration von 150 mg/ml, eine deutliche Wachstumshemmung hingegen erst ab 250
mg/ml statt. Eine Fungizidie zeichnet sich lediglich bel Candida glabrata und bel
Saccharomyces cerevisiae ab. Bel diesen Hefen kommt es zu einer totalen Hemmung bei

einer Vitamin-C-Konzentration von 150-200 mg/ml.

Die Wachstumsférderung von Pilzen unter der Behandiung mit dem Praparat Vagi-C® muf3
daher eine andere Ursache haben. Eine Ursache ist wahrscheinlich der Wegfall von
Hemmfaktoren fir Pilze, die von den beseitigten Anaerobiern stammen.

Ein anderer Grund kann in der Zusammensetzung der Vagi-C®-Tablette liegen.
Moglicherweise dient die in der Tablette enthaltene Lactose den Pilzen as Nahrsubstrat,

weshalb es zu einer stéarkeren Vermehrung der Pilze und damit zu Beschwerden kommt.
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Deckblatt:

Ein elektronenmikroskopisches 3D-Bild vom Vitamin C-Molekil (mit einer 3D-Brille zu
betrachten).

Quéle:

Forth, Henschler, Rummel “ Allgemeine und spezielle Pharmakol ogie und Toxikologie”,
(2001); (8. Auflage), Minchen



