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1. Einleitung

1.1. Candida-Problem in der Schwangerschaft

Die Candidose ist ein nicht zu unterschatzendes Problem wahrend der Schwangerschaft. Es
konnten bisher keine Beweise daflir geflihrt werden, dass eine Kolonisation der Mutter mit
Candida spp. wahrend der Schwangerschaft fir das Kind harmlos ist (Wiesinger, E.C. et al.
1996). Im Gegenteil, Nablanski et al. haben die héhere Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von Verletzungen des Geburtskanals bei Frauen mit symptomatischer Candidose zur Zeit

der Geburt beschrieben.

Diese Verletzungen sind auf lokale Entziindungsprozesse zurlckzuflhren (Nalbanski, B. et
al. 2002). Invasive Pilzinfektionen, die zum gréften Teil von Candida spp. verursacht sind,
nehmen in den letzten 20 Jahren in der Population von Friihgeborenen stetig zu, was auf die
Unreife des Immunsystems zurickzufuhren ist. Die Inzidenz solcher Infektionen in der
Gruppe der Neugeborenen unter 1500g wird auf 4% und in der Gruppe unter 1000g auf 10%
geschatzt. Candidose ist in 2% der Falle die Todesursache (McGuire, W. et al. 2004 /
Mendling, W. et al. 2003). Die Fortschritte von peri- und neonatologischer Betreuung fiihrten
zu einer héheren Uberlebenswahrscheinlichkeit Friuhgeborener, was die Problematik der

Candidosen wahrend der Schwangerschaft verstarkt (Bocking, D. 1998).

Ein groRRes Problem stellt die Transmission von Candida spp. wahrend der Geburt auf das
Kind dar, die zur Infektion von Neugeborenen fiihrt. Dies ist nicht nur fir Friihgeborene von
Bedeutung, sondern auch fiir reife Neugeborene, da Candida spp. wahrend des ersten
Lebensjahres obligat-pathogen ist. 90% aller Sauglinge, die innerhalb der ersten
Lebenswoche infiziert waren, entwickeln eine Candidose mit dem Haufigkeitsgipfel von 10 %
in der 3. Lebenswoche (Blaschke-Hellmessen, R. 1998 / Mendling, W. et al. 2003).

Bei einigen Neugeborenen kann eine kongenitale Candidose entstehen, die in lokaler und

systemischer Form beschrieben ist (Pradeepkumar, V. K. et al. 1998).

Am haufigsten entwickelt sich eine Oralcandidose, gefolgt von einer Anogenitalcandidose.
Selten kommt Pneumonie, Meningitis sowie durch Candida spp. verursachte Mikroabszesse
in der Lunge und Leber vor. Sehr ernstzunehmende potenzielle Komplikationen sind
Candidamie, Sepsis und systemische Candidose, da der Ausgang oft letal ist. Obwohl die
meisten Episoden von septischen Syndromen mit einem Aufenthalt der Neugeborenen auf
der Intensivstation verbunden und auf katheterinduzierte Infektionen zurickzuflihren sind,
kann intrapartale Kolonisation als Ubertragungsweg nicht ausgeschlossen werden (Laskus,
A.etal 1998/ Xu, J. et al 2004).



Makhoul et al. haben gezeigt, dass 30% aller Frihgeborenen in Israel eine Sepsis
entwickeln. Die Mortalitat im Falle der Candida-Sepsis in der Gruppe der sehr kleinen
Frihgeborenen betragt 27,6% und ist vergleichbar mit der Mortalitat im Falle von
gramnegativer Sepsis und wesentlich héher als bei grampositiver Sepsis (8,7%) (Makhoul, 1.
R. et al. 2002).

Die Frage, welcher Ubertragungsweg von Candida spp. (vertikal wahrend der Geburt oder
nosokomial durch Pflegepersonal) mehr Bedeutung hat, untersuchten die Arbeitsgruppen
von Willinger et al. und Waggoner et al. Sie haben die Kulturen von Wéchnerinnen und ihrer
Kinder mittels DNA-Analyse verglichen und festgestellt, dass der Uberwiegende Teil von
Mutter-Kind Paaren mit den gleichen Genotypen kolonisiert wurde, was bewies, dass diese
Kolonisierung wahrend der Geburt stattgefunden hatte (Waggoner-Fountain, L. A. et al.
1996 / Willinger, B. et al. 1994).

Es wird vermutet, dass 70-85% der Schwangeren, die mit Candida spp. kolonisiert sind,

diesen Mikroorganismus wahrend der Geburt auf das Neugeborene lbertragen.

Bei durchschnittlicher Pravalenz der Kolonisation der Vagina mit Candida spp. von 25-30%
erhalten 22-24% aller Kinder diesen Mikroorganismus sub partu. Aus diesem Grund wird
empfohlen durch prapartale Prophylaxe mit lokalen Antimykotika bei der Mutter und
postnataler Prophylaxe bei Neugeborenen, welche Risiken fiir eine Candidose aufweisen,

diese zu senken (Blaschke-Hellmessen, R. 1998).

Nalbanski et al. wiesen darauf hin, dass Frihgeburten im Falle von Candidose nicht
ausgeschlossen sind (Nalbanski, B. et al. 2002). Eine Kohortenstudie aus Finnland zeigte
den Zusammenhang zwischen vaginalen Infektionen wahrend der Schwangerschaft und
einer spateren Entwicklung von Asthma bei Kindern (Xu, B. et al. 1999). Die Pravalenz von
Asthma betrug 4,5% in der Gruppe mit Vaginitis, sowie 3,2% in der Gruppe ohne Vaginits
(p=0,008). 87,4% aller Frauen mit Vaginitis hatten eine akute Candidose.

Das adjustierte Oddsratio (aOR) flir Asthma bei akuten Candidosen in der Schwangerschaft
im Vergleich mit Muttern ohne Vaginitis betrug 1,33 (Kl 1,01; 1,75).

Gurgan et al. haben in Experimenten in vitro mit mittels Sectio gewonnenen
Fetalmembranen gezeigt, dass nur C. albicans in der Lage ist, die mutterliche Seite zu
penetrieren und eine Degeneration von Fetalmembranen zu verursachen. Candida tropicalis,
Candida guilliermondii, Candida pseudotropicalis und Candida glabrata hatten diese
Fahigkeiten dagegen nicht (Gurgan, T. et al. 1994). Die Inzidenz einer Invasion in die
amniotische Hohle betragt nur 0,8-2% und fihrt nur selten zu einem Kklinisch relevanten

Chorioamnionitis.



Friebe-Hoffman et. al. berichteten von einem Fall von intrauteriner Candida albicans Infektion
mit Candidasepsis und Chorioamnionitis, was zum Tod des Foétus gefiihrt hat (Friebe-
Hoffmann, U. et al. 2000 / Xu, J. et al. 2004).

Eine Besiedlung ist auch fur die Mutter nicht ohne Risiken. Daniels et al. demonstrierten,
dass eine asymptomatische vaginale Kolonisation wahrend der Schwangerschaft ein
Risikofaktor fur die spatere Entwicklung von Vulvovaginalcandidosen darstellt (Daniels, W. et
al. 2001).



1.2. Bisherige Candida-Nachweismethoden

Bedingt durch die allgemeine Zunahme von Pilzinfektionen wachst einerseits der Bedarf
nach leistungsfahigeren, nichttoxischen Antimykotika. Andererseits kdnnen gegenwartige
diagnostische Techniken, die Candida, einfach, genau, schnell und reproduzierbar
nachweisen durch neue Techniken erganzt werden, damit es als Routinediagnose einer

noch breiteren Masse zur Verfigung gestellt werden kann.

Weitere Studien sind notwendig, um grundlegende Fragen zu der Epidemiologie von
Pilzkrankheiten zu klaren. Es ware winschenswert, da® bestimmte phanotypische oder
genetische Marker gefunden werden, die mit dem Fortschreiten der Krankheit korrelieren
und Ansatzpunkte flir die Diagnostik und Therapie liefern, um dem Kliniker sowohl bei der
Behandlung der schwersten Candidoseformen , als auch bei vaginaler Besiedlung, helfen zu

kdénnen.

Fiur die Diagnostik der Candida-Infektionen stehen eine Reihe etablierter Methoden zur

Verfligung, von denen nicht alle routinemaRig angewendet werden.

Die Identifizierung von Candida spp. ist notwendig, da die klinischen Manifestationen sowohl
bei Schleimhautinfektion als auch bei invasiver Candidose nicht spezifisch fir Candida spp.
sind und auch von anderen Erregern verursacht sein konnen. Die Bestimmung der
betreffenden Candida-Spezies hat therapeutische und prognostische Bedeutung. Die dazu
benutzten Labormethoden wurden in den letzen zwei Jahrzehnten weiterentwickelt, um
einen schnelleren Nachweis von invasiven Candidosen und die rasche Einleitung einer
effektiven antimykotischen Therapie zu gewahrleisten. Zu diesen Methoden gehdren
Mikroskopie, Kultur, Biochemotypie, Serologie, Spaltung der genomischen DNA mit

Restriktionsenzymen und Amplifizierung von Candida-Genom-Sequenzen mittels PCR.

1.21. Mikroskopie

Die traditionellen alteren Methoden wie die native Lichtmikroskopie von ungefarbten
Praparaten aus flissigen Materialien (z.B. Urin) bzw. von Gram- oder Methylenblaugefarbten
Praparaten nach Vorbehandlung mit Kaliumhydroxid, bei der alle anderen Zellen zerstort
werden, haben bisher ihre Wertigkeit noch nicht verloren. Diese einfachen, schnellen und
kostengtinstigen Verfahren fir den Nachweis von Candida-Hefen versagen allerdings bei
niedrigen Keimzahlen und sind nicht in der Lage, zwischen verschiedenen Candida-Arten zu
differenzieren. Fur eine ldentifizierung von Candida albicans-Isolaten wird haufig der
Keimschlauchtest angewendet. Keimschlauche entstehen bei kurzzeitiger Inkubation von C.
albicans in humanem oder tierischem Serum durch kontinuierliche (ohne Einkerbungen)

parallele Verlangerung der Zellwand und stellen eine Ubergangsphase zwischen der Hefe-
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und der Myzelform dar. Dieser Test kann sehr schnell durchgefiihrt werden. Probleme
bereiten jedoch falschpositive Resultate bedingt durch die Fehlinterpretation von
langgezogenen Blastokonidien oder auch bedingt durch verlangerte Inkubationszeiten.
Falschnegative Ergebnisse kdnnen durch ein zu groRes Inokulum zustande kommen. Das
macht diesen Test, zusammen mit dem Zeitfaktor, der bei genauen mikroskopischen
Untersuchungen von Bedeutung ist, in Laboratorien anfallig fir Fehler. Es wurde aullerdem
berichtet, dal} bis zu 5% der C. albicans-Isolate im Keimschlauchtest negativ sind (Quindos,
G. etal. 1997 / Salkin, I. F. et al. 1987).

1.2.2. Kultur

Fir die Anzucht von Candida stehen verschiedene feste und flissige Nahrmedien zur
Verfugung. Bewahrt haben sich fur die primare Anzucht die klassischen Medien Sabouraud
2-%- Glukose-Agar (mit oder ohne Antibiotika) und Kimmig-Agar. Auf ihnen wachsen alle
Hefen der Gattung Candida als elfenbeinfarbene, meist glatte Kolonien ohne Luftmyzel. Bei
einer Inkubation bei 25°C werden jedoch auch Veranderungen in der Koloniemorphologie
beobachtet, die als ,phenotypic switching” bezeichnet werden (Soll, D. R. 1996 / Slutsky, B.
et al. 1985). Differentialndhrmedien, die eine Differenzierung unterschiedlicher Candida-

Arten gestatten, werden von verschiedenen Herstellern angeboten.

Bei dem ALBICANS ID-Agar handelt es sich um einen kommerziell erhaltlichen Nahrboden,
welcher ein chromogenes Substrat flir das flr C. albicans-spezifische Enzym
Hexosaminidase enthalt. Kolonien von C. albicans und der engverwandten Spezies C.
dubliniensis kénnen durch ihre blaue Farbung direkt identifiziert werden aber nur, wenn man
diese als einheitliche Spezies ansieht. Auf CHROM-Agar-Platten kénnen C. albicans / C.
dubliniensis, C. krusei und C. tropicalis aufgrund ihrer Pigmentbildung voneinander
unterschieden werden. Andere Spezies, wie z.B. C. guilliermondii und C. famata, werden
nicht in ihrem Wachstum gehemmt, kdnnen aber nicht diskriminiert werden, da ihre Kolonien
die gleiche Farbung aufweisen (Sullivan, D. et al. 1998 / Baumgartner et al. 1996 / San-
Milan, R. et al. 1996 / Odds, F. C. et al. 1994).

Solche Differentialndhrmedien eignen sich besonders fur die Primaridentifizierung von
Candida-Stammen und die Erkennung von Mischkulturen. Die Bildung von Chlamydosporen
bei Anzucht auf Reisagar-Platten gilt als spezifischer Nachweis fir C. albicans. Andere
Candida-Spezies, wie z.B. C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C. lipolytica, C. tropicalis, C.
parapsilosis bilden auf Reisagar Pseudohyphen, was ebenfalls fiir ihre Diagnostik genutzt
wird. Durch ihre typische Chlamydosporenbildung auf dem Reisagar kénnen bereits die
Biotypen 1 und 2 (C. stellatoidea) von C. albicans sowie die C. albicans sehr eng verwandte

Spezies C. dubliniensis von anderen Candida-Spezies unterschieden werden.
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1.2.3. Biochemische Diagnostik

Candida-Isolate, bei denen keine Chlamydosporen nachweisbar sind, werden einer weiteren
Differenzierung mit biochemischen Methoden unterzogen. Die biochemische ldentifizierung
von Candida-Spezies beruht auf unterschiedlicher Assimilation bzw. Fermentation von
Kohlenhydratsubstraten. Die Kohlenhydratassimilationsteste API-20C und -32C sind die am
haufigsten eingesetzten ldentifizierungssyteme fur Hefen. Es gibt zwar andere schnell
durchfuhrbare Systeme von verschiedenen Herstellern, die fur den Nachweis der haufig
isolierten Hefen auch geeignet sind, bei denen aber Probleme mit seltener vorkommenden
Hefen auftreten (Odds, F. C. et al. 1997).

1.24. Serologische Methoden

Mit Hilfe des indirekten Hamagglutinations-Testes, der Immunfluoreszenz, des
Enzymimmunoassays oder des Radioimmunoassays lassen sich Antikérper gegen C.
albicans nachweisen. Die Bewertung der Ergebnisse ist allerdings schwierig, da auch
Gesunde grenzwertige Antikorpertiter gegen Candida bilden kdénnen. Somit ist es nicht
immer moglich, Besiedlung und Infektion voneinander 2zu unterscheiden. Bei
immunkompetenten Patienten ist ein Titeranstieg am ehesten diagnostisch verwertbar. Aber
gerade bei den immunsupprimierten Patienten, die besonders von einer invasiven
Candidose bedroht sind, 1aRt sich in der Regel keine adaquate Immunantwort erwarten. In
solchen Fallen, kénnen serologische Tests flir die Antigen-Bestimmung nitzlicher sein. Die
neuesten Fortschritte in der Antigenreinigung, in der Produktion monoklonaler Antikdrper,
beim Epitop-Mapping, wie auch in DNA-Rekombinationstechniken und in der PCR-
Methodologie haben neue Mdglichkeiten fir die Diagnostik invasiver Pilzinfektionen eréffnet.
Potentielle Marker fir eine invasive Candidose sind z.B. Zellwandantigene, wie die
Mannane, Candida-Metabolite, insbesondere d-Arabinitol und zytoplasmatische Candida-

Antigene wie beispielsweise eine immundominante Candida-Enolase.

Grolie Hoffnungen haben Tests geweckt, mit deren Hilfe Pilz-Antigene oder Metabolite in
Korperflissigkeiten nachgewiesen werden koénnen. Aufgrund der niedrigen Konzentration
zirkulierender Antigene bei vielen Infizierten, sind hoch sensitive Tests erforderlich. Die
Zellwdnde von Candida albicans, der am besten untersuchten Spezies, enthalten die
Polysaccharide Mannane und Glukan, Mannoproteine, Chitin und Proteine. Glukan, der
wichtigste Bestandteil und die Mannoproteine stellen mindestens 80% und Chitin ca. 0,6%
der Zellwand dar. Weder Glukan noch Chitin wirken als Antigen. Die Zellwandproteine sind
wichtig fur die Adharenz an verschiedenen Oberflachen und sind differenzierter bei C.
albicans als bei anderen Hefespezies und bei Pseudohyphen als bei Blastosporen (Kwon-
Chung, K. J. et al. 1992).
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Candida-Mannan, ein fir die Adhasion wichtiges Polysaccharid der Zellwand, ist ein
potentielles Immunogen. Praktisch alle Humanseren enthalten IgG-Antikorper gegen dieses
Antigen, bereits seit dem passiven Transfer von miutterlichen Antikorpern. Daher sind
serologische Tests fur den Nachweis von Anti-Mannan-Antikérper, wie allgemein die meisten
serologischen Testverfahren in der Mykologie, in ihrer Sensitivitat und Spezifitat sehr
eingeschrankt (Sander, A. 1997). Aulerdem mul} bei der Bestimmung von Anti-Candida-
Antikorpern in Abhangigkeit vom Alter ein normaler Durchseuchungstiter berlcksichtigt
werden und die relative Insensitivitdt und die Notwendigkeit an seriellen Bestimmungen
haben die diagnostische Nutzlichkeit dieses Tests erheblich limitiert (Greenfield, R. A. et al.
1983).

Der alleinige Einsatz der Serologie zur Diagnostik einer Candidose ist sicherlich nicht
mdglich. Bei Immunsupprimierten ist der Antikdrpernachweis oft nicht zuverlassig. Hier sollte
besonders auf den Nachweis von Candida-Antigen geachtet werden. Bei Patienten mit
disseminierter Candidose wurden zirkulierende Mannan-Antigene in der Regel als
Prafinalereignisse nachgewiesen, d.h. zu spat um von diagnostischem Wert zu sein.
Aulerdem die ELISA- und Latextests zur Bestimmung des Mannanantigens im Serum
mangeln an Sensitivitait was genauso wie bei der Antikdrperbestimmung auch die
diagnostische Niutzlichkeit dieses Tests erheblich limitiert. Verschiedene oberflachliche
Proteine von Candida albicans wurden charakterisiert. Unter diesen hebt man die ,secreted
acid Proteinase®, die ,heat-shock proteins® und die Enolase hervor, die immunogenische
Eigenschaften besitzt. Gegen die Letztere wurden schon monoklonale Antikérper hergestellt
und es wurde ein Testkit zum Nachweis von Serum-Enolase-Antigen bei Patienten mit
invasiver Candidose eingefuhrt (Mason, A. B. et al. 1989), welcher allerdings spater vom
Markt genommen wurde. Der Cand-Tec®-Test (Ramco Laboratories, Houston) ist ein
kommerziell verflgbarer Latex-Agglutinationstest zum Nachweis von hitzelabilen
Glykoproteinen. In der Literatur findet man unterschiedliche Angaben, was die
Empfindlichkeit betrifft; sie schwankt zwischen 50% und 70% wenn als Grenzwert die
Serumverdinnung von 1:4 herangezogen wird. Erhéht man den Grenzwert auf 1:8, sinkt die
Empfindlichkeit auf 30% oder 40%, die Spezifitdt wird dadurch allerdings verbessert. Falsch-
positive Resultate werden durch den Rheumafaktor und auch eine Kolonisierung der
Schleimhaut verursacht. So geht aus verschiedenen Studien hervor, dass 42% bis 44% der
kolonisierten Patienten einen Titer von 1:4 oder mehr und 15% einen Titer von 1:8 hatten
(Sanchez, M. L. et al. 1992).

Zusamenfassend kann man sagen, dass gerade in letzter Zeit die Ergebnisse verschiedener

Studien den verhaltnismafig teuren Test in Frage stellen.
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1.2.5. Molekularbiologische Methoden

Fur den molekularbiologischen Nachweis der unterschiedlichen Infektionserreger werden vor
allem spezifische DNA- oder RNA-Sonden, die an komplementare Abschnitte in der zu
untersuchenden DNA hybridisieren und durch geeignete Markierungen sichtbar gemacht
werden konnen, und die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), bei der ausgewahlte
Sequenzen in der DNA amplifiziert und detektiert werden, genutzt. Eine fir den
Direktnachweis der Erreger im biologischen Material ausreichende Empfindlichkeit wird
allerdings mit der PCR erreicht. Fluoreszenzmarkierte DNA- oder RNA-Sonden haben meist
Bedeutung fur den mikroskopischen Nachweis der Erreger in Gewebsproben nach in situ-
Hybridisierung (Lischewski, A. et al. 1995).

Die PCR basiert auf wiederholten Zyklen von Denaturierung der Doppelstrang-DNA, der
Anlagerung definierter Startermolekiile (Primer) und der Synthese neuer DNA-Strange durch
das Enzym Tag-Polymerase. Die so erfolgte Amplifikation der zu testenden Sequenz fiihrt zu
einer im Vergleich zu anderen Methoden deutlich hdheren Sensitivitat des Nachweises. Die
bisher beschriebenen PCR-Verfahren fir den Nachweis von Candida spp. nutzen
unterschiedliche Zielsequenzen, wie beispielsweise Abschnitte der nuklearen wie auch der
mitochondrialen ribosomalen DNA, multi-copy-Genen, die flir das Aktin oder das
Hitzeschockprotein 90 kodieren, und das single-copy-Gens fir das Enzym Cytochrom P-450-
Lanosterol-a-Demethylase (Morace, G. et al. 1997 / Van Deventer, A. J. M. et al. 1995 /
Holmes, A. R. et al. 1994 / Maiwald, M. et al. 1994 / Makimura, K. et al. 1994 / Crampin, A.
C. et al. 1993 / Hopfer, R. L. et al. 1993 / Kann, V. L. 1993 / Miyakawa, Y. et al. 1993 /
Niesters, H. G. M. et al. 1993 / Olsson, M. et al. 1993 / Burgener-Kairuz, P. et al. 1994 /
Miyakawa, Y. et al. 1992 / Buchman, T. G. et al. 1990).

Nur wenige dieser Nachweissysteme sind jedoch in der Lage, andere Candida-Spezies als
C. albicans nachzuweisen. Candida-PCR-Nachweise wurden bisher aus unterschiedlichen
klinischen Materialien, wie Blut, Liquor, Pleura, Galle, Bronchiallavage, Trachealsekret,

Sputum, Urin, Eiter, Peritonealflissigkeit, Wundfllssigkeit, und Vaginalabstrich, erbracht.

Jeder PCR-Nachweis besteht aus drei wesentlichen Arbeitsschritten:
a) der Probenaufbereitung (DNA-Extraktion),
b) der Amplifizierung geeigneter Zielsequenzen und

c) der Charakterisierung (Detektion) des amplifizierten Produkts.



14

Der Einsatz der PCR-Technik ist sinnvoll, insbesondere flir den Nachweis von schwer bzw.
nicht anzichtbaren oder sehr langsam wachsenden Erregern, wie auch fir den Nachweis
von Erregern bei immunsupprimierten Patienten, bei denen konventionelle serologische
Verfahren haufig versagen. Die bisher publizierten PCR-Methoden fur den Direktnachweis
von Candida spp. geben berechtigten Anlall zu der Hoffnung, dass mit dem Nachweis einer
geringen Anzahl von Erregern direkt in klinischen Materialien die Grenzen der bisher zur
Verflgung stehenden kulturellen und serologischen Verfahren Gberwunden werden kénnen.
Vor einem Einsatz im mykologischen Routinelabor sind jedoch noch umfangreiche
Optimierungen und Evaluierungen dieser Technologie erforderlich. Die zur Zeit erreichten
Sensitivitdten sind meist noch nicht zufriedenstellend. Durch die Auswahl einer geeigneten
Zielsequenz, durch Optimierung der PCR-Bedingungen sowie durch verbesserte Techniken
zur DNA-Extraktion aus klinischen Proben und zur spezifischen Detektion des amplifizierten
Produkts sollten Nachweisgrenzen von unter 100 KBE/ml (méglichst 1-10 KBE/ml) erreicht
werden. Umfassende klinische Testungen der PCR-Nachweise, die die Fragen nach der
tatsachlichen Sensitivitat und Spezifitdit der PCR im Routineeinsatz beantworten kénnten,
stehen noch aus. Auch der Vergleich mit den bisher etablierten Nachweisverfahren
(Antigenserologie) musste noch erbracht werden. Die Bedeutung PCR-positiver und Kultur-
negativer Ergebnisse, der Einflud abgestorbener Erreger oder persistierender Erreger-DNA
nach Chemotherapie usw. stehen ebenfalls noch aus. Bisher ist auch noch ungeklart, ob
mittels Quantifizierung der PCR-Ergebisse zwischen einer Kolonisierung und einer invasiven

Infektion unterschieden werden kann.
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1.3. Physiologische Vaginalflora

Die Vagina ist neben der Oberhaut, der Mundschleimhaut und dem Dickdarmepithel die am
meisten keimbesiedelte Kérperregion. Die Vaginalflora asymptomatischer Frauen gestaltet
sich als duBerst vielfaltig (Spitzbart, H. 1965). Es handelt sich um ein Okosystem, das durch
vielerlei Faktoren beeinflusst werden kann, und in dem die Lactobazillen eine
Kontrollfunktion zur Erhaltung und Stabilisierung des physiologischen Gleichgewichts
Ubernehmen (Redondo-Lopez, V. et al. 1990 / Weissenbacher, E. R. 2001).

Meistens setzt sich die Scheidenflora aus zwei bis funf verschiedenen aeroben und
anaeroben Bakterienarten in einer Konzentration von 108 bis 10" koloniebildenden Einheiten
(KBE) / ml zusammen, wobei die fakultativ anaeroben bzw. mikroaerophilen Lactobazillen
eindeutig dominieren.

Unter den obligat anaeroben Keimen der physiologischen Vaginalflora finden sich vor allem
Peptokokken, Peptostreptokokken, Bacteroides bzw. Prevotella Spezies mit Ausnahme von
B. fragilis, Eubakterien und Bifidobakterien (Gorbach, S. L. et al. 1973 / Redondo-Lopez, V.
et al. 1990).

Anaerobe Bakterien waren bereits seit langem aus der Vagina isoliert worden, jedoch erst
1973 von Gorbach als ebenfalls zur normalen Vaginalflora gehérend postuliert.

Die ersten, aus der Vagina isolierten, von Rogosa und Sharpe genauer differenzierten
Lactobazillus Spezies waren L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L.
jensenii, L. casei, L. delbrueckii und etwas weniger haufig L. salivarius.

Giorgi et al., welche die DNA-DNA-Homologie als neue Differenzierungsmethode bei ihren
Untersuchungen zugrunde legten, fanden L. acidophilus, L. crispatus, L. jensenii, L.
fermentum und L. gasseri als vorherrschende Lactobazillus Spezies (Garber, G. E. et al.
1989). 1972 beschrieb Brzin a-hamolytische Lactobazillen der Vagina, die entweder allein
oder in Kombination mit anderen Laktobazillus Spezies auftraten (Brzin, B. 1972).
Lactobazillen, welche physiologisch im Vaginalmilieu vorkommen, kénnen dieses durch
verschiedene Mechanismen beeinflussen.

Viele Lactobazillus Spezies sind zur Wasserstoffperoxidproduktion fahig (Eschenbach, D. A.
et al. 1989 / Klebanoff, S. J. et al. 1991 / Martius, J. et al. 1988).

Eschenbach et al. fanden bei 96% aller symptomfreien Frauen
Wasserstoffperoxidproduzierende  Lactobazillen, wahrend diese bei Frauen mit
unspezifischer Vaginose nur in 6% zu isolieren waren. Lactobazillen, die kein
Wasserstoffperoxid zu bilden vermochten, konnten bei gesunden Frauen in 4% und bei
Patientinnen mit unspezifischer Vaginose in 36% isoliert werden (Eschenbach, D. A. et al.
1989).

Wasserstoffperoxid ist eine chemische Substanz, die allein oder in Kombination mit

Peroxidasen eine hemmende Wirkung auf Bakterien austbt (Eschenbach, D. A. et al. 1989 /



16

Klebanoff, S. J. et al. 1991 / Mardh, P-A. et al. 1983 / Redondo-Lopez, V. et al. 1990). Durch
die Fahigkeit der Wasserstoffperoxidproduktion vieler Lactobazillen besteht ein
Schutzmechanismus gegen Infektionen. Dabei ist Lactobacillus crispatus, als eine der
hauptsachlich in der vaginalen Normalflora vorkommenden H,O,-produzierenden Spezies,
zu nennen (Antonio, M. A. D. et al. 2003)

Einige Lactobazillen sind fur ihre Fahigkeit bekannt, antibiotische Substanzen, die keine
Eigenhemmung hervorrufen, zu metabolisieren (Mardh, P-A. et al. 1983 / Redondo-Lopez, V.
et al. 1990 / Martius, J. et al. 1988). Als Beispiel ist das von Spitzbart beschriebene
Lactobacillin zu erwahnen, das sowohl bakteriostatische als auch bakteriozide Wirkung
besitzt (Spitzbart, H. 1967).

Auch Silva et al. (1987) beschrieben eine vom Lactobazillusstamm GG produzierte
antimikrobielle Substanz, die Ahnlichkeit mit einem Mikrozin aufwies. Der hemmende EinfluR
dieses biologisch aktiven Stoffes konnte fir E. coli, Staphylokokken, Pseudomonas,
Salmonellen, Bacteroides fragilis, Clostridien und Bifidobakterien gezeigt werden. Eine
wachstumshemmende Wirkung fir Lactobazillen bestand dagegen nicht (Silva, M. et al.
1987).

Axelsson et al. (1988) beschrieben ebenfalls eine antimikrobielle Substanz namens Reuterin,
welches von L. reuteri physiologisch gebildet wird und ein Zwischenprodukt der
Glycerolfermentation darstellt (Axelsson, L. et al. 1988). Es konnte nachgewiesen werden,
dass Reuterin einen hemmenden Einflul® auf Pseudomonas aeruginosa, ein haufiger Erreger
von Infektionen, ausiiben kann und damit effizienter als viele andere antimikrobielle
Substanzen ist (Hsiang-Fa, L. et al. 2003).

Viele weitere Substanzen, welche von Lactobazillen produziert werden, sind bekannt. lhre
physiologische und pathophysiologische Bedeutung ist in vielen Fallen noch nicht vollstandig

geklart.

Der mit Abstand grote und effektivste Kontrollmechanismus zur Erhaltung und
Stabilisierung des physiologischen Gleichgewichts seitens der Lactobazillen, ist jedoch die
Bildung eines sauren Milieus, welches das Wachstum von Bakterien hemmt.

Betrachtet man die klinische Bedeutung von Lactobazillen, so ist wiederholt zu erwahnen,
dass sie zur physiologischen Flora der Vaginal- und Mundschleimhaut gehdren. Nur selten
besteht Pathogenitat. Beschrieben sind z. B. eine erhéhte Isolationsrate von L. casei aus
kariosen Zahnen (Cox, S. M. et al. 1986 / London, J. 1976) und einige Falle bakterieller

Endokarditiden mit dem Krankheitserregern L. casei und L. plantarum (London, J. 1976).

Wahrend der Schwangerschaft ist die Anzahl der Lactobazillen in der Vaginalflora unter dem
vermehrten Ostrogeneinfluss erhéht. Ostriol, Ostron und Ostradiol sind die wichtigsten

Vertreter der Ostrogene. Die Konzentration dieser drei Hormone steigt im Laufe der
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Schwangerschaft im Blutserum an (Labhart, A. 1974 / Garber, G. E. et al. 1989 / Ison, C. A.
1984 / Larsen, B. et al. 1980).

Gleichzeitig wird eine verminderte Anzahl an anaeroben Keimen bei relativ konstanter
aerober Flora, mit Ausnahme der zunehmenden Lactobazillenzahl, beschrieben. Dies
wiederum bewirkt eine Stabilisierung des sauren Scheidenmilieus mit gleichzeitiger
Schutzfunktion vor aufsteigenden Infektionen (Labhart, A. 1974 / Garber, G. E. et al. 1989 /
Ison, C. A. 1984 / Larsen, B. et al. 1980 / Xu, J. et al. 2004).

Abbildung 1: Sekretion von Ostron, Ostradiol und Ostriol
in der Schwangerschaft (Labhart, A. 1974)
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1.4. Pathologische Vaginalflora

Eine pathologische Vaginalflora kann sich einerseits durch eine Infektion mit bestimmten
Erregern ergeben oder anderseits, durch eine Stérung des jeweiligen typischen
physiologischen Scheidenmilieues (Martius, G. et al. 1994). Im ersteren Fall kommen eine
Vielzahl von pathogenen Erreger in Frage. Hierzu zahlen unter anderem: Streptokokken,
Staphylokokken, andere Kokken, Enterobacteriaceae, obligate Anaerobier, Aktionomyceten,
Trichomonas vaginalis, Human Papilloma Virus (HPV), Herpes simplex Virus (HSV),

Chlamydien, Mykoplasmen und andere (Seliger et al. 1997).

Im Falle der Stérung des Scheidenmilieus ist ein flieRender Ubergang gegeben, da die
Scheidenflora ein biologisches Gleichgewicht darstellt, das individuell unterschiedlich sein
kann. Die bakterielle Zusammensetzung des Scheidensekrets welches bei einer Patientin als
gesund angesehen wird, kann bei einer anderen als krankhaft gelten (Weissenbacher, E.R
2001).

Eine Pathogenitat besteht, wenn sich das Scheidenmilieu zu Lasten der Lactobazillen andert
und sich vermehrt Keime im Sekret nachweisen lassen, die bei einer ,gesunden® Flora nicht,

oder nur im geringen Mal, anzutreffen sind (Weissenbacher, E.R 2001) .

Um eine einheitliche Einteilung der Pathogenitat des Scheidenmilieus zu erlangen, etablierte
K. Schroder die ersten Lactobazillus — Grade, die spater verfeinert wurden: (Donders, G.
2004) (siehe Tab.1)

Tabelle 1: Einteilung der vaginalen Lactobazillen nach Pathogenitat nach Schréder

Grad Definition

1. Grad .gesunde® Mikroflora mit Uberlegenen Morphotypen variabler
Grole

2. Grad teilweiser Ersatz der Lactobazillen durch andere Bakterien

a. weniger schwere Varietat

b. schwerere Varietat

3. Grad Lactobazillus — Morphotypen sind vollkommen ersetzt durch
andere bakterielle Morphotypen
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Zur groben quantitativen, aber auch qualitativen mikrobiellen Ubersicht hat sich ebenfalls

eine Einteilung des belebten oder unbelebten Scheideninhaltes in Reinheitsgrade (RHG)
nach Richter und Weissenbacher bewahrt (Weissenbacher, E. R. 2001) (siehe Tab.2).

Tabelle 2: Reinheitsgradeeinteilung der Vaginalflora nach Richter und Weissenbacher

Reinheitsgrad Definition

RHG 0 ausschliel3lich Epithelzellen, keine oder wenig
Mikroorganismen, wie zum Beispiel nach
Zytostase oder vaginaler Chemotherapie

RHG 1 Doderlein-Flora: zahlreiche Doderleinstabchen,
keine Bakterien

RHG 2 Mischflora: wenig Doderleinstabchen,
Uberwiegend Bakterien

RHG 3 ,Reine“ Bakterienflora: keine

Doderleinstabchen, massenhaft Bakterien und

Leukozyten

Abbildung 2: Lactobacillus-Grad | nach Schroder (Donders, G. 2004)
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Abbildung 3: Lactobacillus-Grad Il nach Schréder (Donders, G. 2004)

links: LBGIlla: Lactobazillen herrschen vor, sind aber vermischt mit anderen
Bakterien

rechts: LBGIIb: Lactobazillen noch immer vorhanden, vermehrtes Auftreten
anderer Bakterien

Abbildung 4: Lactobacillus-Grad Ill nach Schroder (Donders, G. 2004)

links: Kokken-Flora
rechts: Flora der bakterielle Vaginose

Die pH-Milieustérungen beziehen sich unter anderem auf eine pH-Werterhéhung, welche
unspezifisch die Vermehrung der meisten Erreger fordert (Galask, R. P. 1988 / Garber, G. E.
etal. 1989 / Ison, C. A. 1984 / Klein, F. 1991 / Martius, G. et al. 1994 / Weissenbacher, E. R.
2001 / Tara, T. S. 2004). Diese kann exogen erfolgen zum Beispiel durch alkalische Seifen,
deszendierend zum Beispiel durch das Menstrualblut oder dem Zervixschleim oder iatrogen
durch Antibiotikaeinnahme oder Spllungen, welche die Lactobazillenzahl verringern und
somit den pH-Wert erhdht.

Zusammenfassend kann man sagen, dass lediglich eine primare pH-Milieustérung mit
Infektion oder eine Infektion mit sekundarer pH-Milieustérung zur manifesten Erkrankung
fuhrt (Ison, C. A. 1984 / Schmidt-Matthiesen, H. 1992).
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Ist es zu einer manifesten Entziindung der Vagina gekommen, so spricht man von einer

Kolpitis. C. albicans ist weltweit die Hauptursache fiir Kolpitiden.

Abbildung 5: Einige Einflussfaktoren auf das Vaginalmilieu (Martius, G. et al. 1994)
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Lediglich in den Vereinigten Staaten ist die bakterielle Vaginose geringfligig haufiger als die
Candidose (Sobel, J. D. 1993), aber auch die Protozoen spielen in 10 bis 30% als Erreger
einer Kolpitis eine Rolle, wobei darunter Trichomonas vaginalis am haufigsten isoliert wird.
(Klein, F. 1991 / Weissenbacher E. R. 2001).

Die bakterielle Vaginose, auch Aminvaginose, Kolpitis, anaerobe Dysbiose oder ,nonspecific
Vaginitis“ genannt, ist, wie bereits erwadhnt, eine der haufigsten bakteriell verursachten
Infektion im unteren Genitaltrakt (Klein, F. 1991). Ihre Pravalenz wird in den USA auf 16 %
bis 20 % geschatzt (Hillier, S.L. et al. 1995) und ist mit einem relativen Fehl- und
Frihgeburtsrisiko von 1,4 - 6,9 bedeutsam (Hoyme, U.B. et al. 2004 / Martius, J. et al. 1988).
In Europa ist die Haufigkeit geringer (Ancel, P.Y. 2004). Kriterien der Vaginose sind
klinisches Aussehen des Fluors, pH - Wert > 5, positiver Amintest mit 10 % KOH,
Schlisselzellen (clue cells) im mikroskopischen Praparat, verminderte bzw. fehlende
Lactobazillen und ein massiver Anstieg von anderen Keimen, wie Gardnerella vaginalis,
Bacteroides species, Mobiluncus species, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis
u.a. (Petersen, E. E. 2003 / Weissenbacher E. R. 2001 / Garber, G. E. et al. 1989).
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1.5. Vaginale Mykosen

Durch Pilze konnen die verschiedensten gynakologischen / vaginalen Erkrankungen
verursacht werden. Man unterscheidet zwischen Mykoallergien, Mykotoxikosen, Myzetismus
und den Mykosen. Unter den Mykosen werden die durch Pilze bedingten

Infektionskrankheiten zusammengefasst (Seeliger, H. P. R. et al. 1994 / Mendling, W. 1987).

Die Erreger der Mykosen werden nach Rieth nach dem D-H-S-System in Dermatophyten,

Hefen und Schimmelpilze unterschieden (Rieth, H. 1973).

Sowohl die Dermatophytosen, als auch die Schimmelpilze spielen in der Gynakologie eine
sehr untergeordnete Rolle (Meinhof, W. 1989 / Nolting, S. 1996 / Schnell, J. D. et al. 1972/
Gattlicher, R. et al. 1997 / Mendling, W. 1997).

Pilze kénnen, je nachdem, ob sie sexuelle Sporen bilden, in perfekte und imperfekte Hefen
unterteilt werden. In der Gynakologie und Geburtshilfe sind es die imperfekten Hefepilze, die
die bedeutendste Rolle spielen. Sie werden in der Familie der Cryptococcaceae
zusammengefasst, in der es nach Kreger- van Rij 14 Gattungen gibt, zu denen auch die
Gattung Candida gehort. Fiur die Vulvovaginalmykose sind im wesentlichen folgende
Gattungen verantwortlich: Candida, Cryptococcus neoformans und Malassezia furfur. Am
haufigsten wird eine Mykose des Vulvovaginalbereiches durch die Gattung Candida
ausgelost (Kreger-van Rij, N. J. W. 1984 / Odds, F. C. 1988 / Grillot, R. 1996 / Spinillo, A. et
al. 1995 / Moyal Barraco, M. 1996). Das Genus Candida umfasst mehr als 200 Hefearten,
von denen nur wenige fur Menschen pathogen sind (Kreger-van Rij, N. J. W. 1984 / Braveny,
l. et al. 2001 / Merlino, J. et al. 1998 / Weissenbacher, E. R. et al. 2001 / Odds, F. C. 1987).

Abbildung 6: Erreger der Mykosen im Genitalbereich (Weissenbacher, E. R. et al. 2001)

Candida spp. Haufigkeit (%)
Candida albicans 60-80
Candida glabrata 18
Candida krusei 6
Candida kefyr 3
Candida tropicalis 2
andere Candida spp 6
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In der Gynakologie und Geburtshilfe wird eine Hefepilzinfektion in 60-90% durch Candida
albicans, in 5-18% durch Candida glabrata und in 1-6% durch Candida krusei oder andere
Candida-Arten, wie Candida parapsilosis, Candida kefyr und Candida tropicalis verursacht
(Sobel, J. D. 1994 / Kimmig, J. et al. 1961 / Mendling, W. 2002 / Mendling, W. et al. 1982 /
Sonck, C. E. 1978 / Linhares, L. M. et al. 2001 / Maccato, M. L. et al. 1991 / Saporiti, A. M. et
al. 2001 / Sobel, J. D. 2002 / Koenig, H. et al. 1989).

Die Hefe Candida albicans ist eindeutig der wichtigste Erreger von Humanmykosen, wobei
die Krankheitsbilder von unkomplizierten Hautinfektionen, wie z.B. der Windeldermatitis, bis
hin zu fatalen, systemischen Infektionen bei immungeschwachten Patienten reichen
(Merlino, J. et al. 1998 / Shepherd, M. G. et al. 1985 / Weissenbacher, E. R. et al. 2001 /
Braveny, |. et al. 2001 / Pfaller, M. A. 1995 / Pfaller, M. A. 1989).

Bereits 1968 wurden die verschiedenen klinischen Erscheinungsformen der
Vaginalcandidose von Grimmer aufgelistet (Grimmer, H. 1968) und 1991 auf Vorschlag von
Spitzbart neu definiert (Weissenbacher, E. R. et al. 2001):

Bei den rezidivierenden Formen der Vaginalcandidose werden die persistierende, die
rezidivierende und die chronisch rezidivierende Vaginalcandidose unterschieden
(Weissenbacher, E. R. et al. 2001).
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Abbildung 7: Klinische Bilder der Vaginalcandidose (Weissenbacher, E. R. et al. 2001)

Erscheinungsform

Symptome

1. Kolonisation

keine Beschwerden, im Nativpraparat

Blastosporen nachweisbar

2. Latente Vaginalcandidose

Keine Beschwerden, anamnestisch
Candidose bekannt,
Blastosporen nachweisbar

3. Leichte Vaginalcandidose

Pruritus, evtl. Brennen,
klinisch keine Kolpitis,

unspez. Fluor,

Blastosporen nachweisbar

4. Mittelschwere Vaginalcandidose

Pruritus, Brennen, evtl. unspez. Fluor,
klinisch Entziindungszeichen, im
Nativpraparat, Blastosporen und /oder
Pseudomyzelien, Leukozytose

5. Schwere Vaginalcandidose

Pruritus, klinisch nekrotisierende Kolpitis, im
Nativpraparat Entziindungszeichen

6. Persistierende Vaginalcandidose

Trotz antimykotischer Therapie treten immer
wieder die typischen Zeichen einer
Candidose, d.h. ein positives
mikroskopisches Bild, eine positive Pilzkultur
und klinische Beschwerden auf

7. Rezidivierende Vaginalcandidose

Nach einer beschwerdefreien Phase von
etwa 4-12 Wochen nach antimykotischer
Therapie kommt es erneut zum Auftreten
typischer Beschwerden.

Im mikroskopischen Bild und der Pilzkultur
kénnen Sprosszellen in grosser Menge
nachgewiesen werden

8. Chronisch rezidivierende Vaginalcandidose

Bei dieser Form kommt es trotz topischer und
systemischer Behandlung mit Antimykotika
mindestens viermal im Jahr zum Rezidiv,
wobei die typischen Beschwerden in
unverminderter Heftigkeit auftreten.

Im Nativpraparat und der Pilzkultur werden
hohe Keimzahlen von fast ausschliesslich
Candida albicans nachgewiesen
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In Abhangigkeit von Umweltbedingungen konnen Hefen eine Reihe verschiedener

Zustandsformen annehmen:
o Hefeform (Blastosporen)
e Hyphenform
e Chlamydosporen (grol3e, runde, in der Mikroskopie stark lichtbrechende Sporen, die
durch Zellwandverdickung endstandig am Pseudomyzel entstehen)

Man findet sowohl Hefezellen mit typischen Sproflungen (Blastosporen) als auch
fadenfoérmige Strukturen. Bei den letzteren handelt es sich um elongierte Sprof3zellen
(Blastokonidien), die aneinander gereiht bleiben und dadurch echten Hyphen ahneln. Ein
solches Geflecht von Pseudohyphen bezeichnet man als Pseudomyzel. (Braveny, |. et al.
2001 / Weissenbacher, E. R. et al. 2001)

In der Hefeform (Blastospore) ist C. albicans ein 3 bis 5 uym groRRer Organismus. Die
Reproduktion erfolgt durch Knospung. Blastosporen sind nicht in der Lage, in epitheliale

Gewebe vorzudringen und eine Kolpitis auszulésen (Fidel, P. et al. 1996).

Bei Veranderung der Umweltbedingungen (z. B. Temperaturanstieg, Verschiebungen des
pH-Werts) kann C. albicans in ein Hyphenwachstum Ubergehen. Die Hyphenform wirkt sich
beglnstigend auf das Fortschreiten einer Infektion aus, da Hyphen die Tendenz haben, sich
entlang vorgegebener Strukturen wie z. B. Zellgrenzen auszubreiten. Man geht davon aus,
dass die Blastosporen die morphologische Zellform bei asymptomatischer
Vaginalbesiedelung ist. Die Pseudohyphenformation scheint die gewebsinvasive Form zu
sein (Braveny, |. et al. 2001 / Weissenbacher, E. R. et al. 2001).

Es wird vermutet, dass die Eigenschaft von C. albicans, ihre Morphologie zwischen hyphaler
und filamentéser Form zu wechseln, den Hauptfaktor darstellt, der die Virulenz bestimmt
(Villar, C. C. et al. 2004).

Die Adhasion, also das Anhaften an Schleimhautoberflachen, ist fir das Uberleben der
Blastosporen entscheidend. Organismen der Gattung Candida sind in der Lage, an
spezifische Rezeptoren oder an der Zelloberflache vorhandenes Phospholipid oder
Fibronectin von Vaginalepithelzellen zu binden. Im Vergleich zu C. glabrata, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis und C. krusei ist die Fahigkeit zur Adhasion bei C. albicans am starksten
ausgepragt und erklart das gehaufte Vorkommen von C. albicans in klinischen Proben (King,
R. D. et al. 1980 / Krivan, H. C. 1989/ Bohbot, J. M. 1996).

So kénnen die individuellen Unterschiede der Frauen im Bezug auf die Empfanglichkeit flr
das Entstehen einer Vulvovaginalkandidose auch durch die verschiedenen Auspragungen
der Blastosporen-Adhdarenz erklart werden. Die Lactobazillenflora (bt ebenfalls

Einflussnahme auf die Adhasion aus. Eine gesunde, dichte Lactobazillenflora schitzt durch
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das Bedecken der Bindungsstellen die Vaginalschleimhaut vor einer Pilzbesiedelung (Sobel,
J. D. et al. 1981). Eine reduzierte Lactobazillenflora beglnstigt also Uber ein

mikrobiologische Ungleichgewicht eine Candidose.

Etwa drei Viertel aller Frauen haben mindestens einmal in ihrem Leben eine Episode einer
Candidainfektion (Maccato, M. L. et al. 1991 / Mardh, P. A. et al. 2002 / Saporiti, A. M. et al.
2001 / Sobel, J. D. 1985), wobei die Halfte aller Frauen bereits bis zur Mitte des
zwanzigstens Lebensjahres einmal an einer vulvovaginalen Candidose erkrankt waren
(Marrazzo, J. 2003).

Bei insgesamt 5-10% kommt es zu mehr als einer Episode (Barousse, M. M. et al. 2001 /
Mardh, P. A. et al. 2002 / Metzner, G. et al. 1999/ Saporiti, A. M. et al. 2001).

Bei Patientinnen, die an vier oder mehr Candidainfektionen pro Jahr leiden, wird dann die
Diagnose einer chronisch rezidivierenden Vulvovaginal-Candidose gestellt (Mardh, P. A. et
al. 2002 / Metzner, G. et al. 1999 / Weissenbacher, E. R. et al. 2001).

Als wesentliches Symptom einer Vulvovaginalcandidose wird haufig ein pramenstruell
beginnender Juckreiz im Introitusbereich angegeben. Weitere haufige Symptome sind

Brennen, Dysurie, Fluor, und Dyspareunie (Weissenbacher, E. R. 2001).

Speziell bei der akuten Form der vulvovaginalen Candidose, die eine Vielzahl von Frauen
betrifft, lassen sich oft pradisponierende Faktoren als Ursache des Pilzwachstums
feststellen. Hinzu kommen hormonelle Schwankungen, insbesondere hohe Ostrogen-
Spiegel, die sowohl den Krankheitsverlauf als auch die Symptomatik im negativen Sinne
triggern (Barousse, M. M. et al. 2001 / Dennerstein, G. J. et al. 2001).

Die klinischen Symptome sind jedoch nicht einheitlich und variieren von Frau zu Frau.
Frauen die an einer rezidivierenden Vulvovaginalcandidose erkrankt sind, kénnen trotz
Meidung auslosender Faktoren erneut erkranken. Eine Therapie kann zwar auf die
momentane Symptomatik ansprechen, aber erneute Attacken nicht verhindern. So erkranken
im Durchschnitt 50 % der Frauen etwa drei Monate nach erfolgreicher Behandlung wieder an

einer Vulvovaginalcandidose (Fidel, P. et al. 1996).

Nach allgemeiner Auffassung gilt die Vulvovaginalcandidose heute als eine opportunistische
Erkrankung. Das bedeutet, dass es neben der Kolonisation der Patientinnen, der Virulenz
des Erregers, es auch einer lokalen oder allgemeinen Disposition bedarf, damit eine Infektion
und ihre damit verbundenen Symptome entstehen kénnen (Infektion = Kolonisation +

Disposition).

Besonders deutlich wird dies bei immunsupprimierten Patientinnen, die zum Beispiel durch
Leukosen, HIV-Infektion oder Chemotherapie eine starke Leukopenie aufweisen (Mendling,
W. 2002 / Kimmig, J. et al. 1961 / Schnell, J. D. et al. 1972 / Mendling, W. et al. 1984 /
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Mendling, W. 1991 / Boerlin, P. et al. 1995/ Van Belkum, A. et al. 1994 / Clemons, K. V. et
al. 1991 / Reagan, D. R. et al. 1990 / Whelan, W. L. et al. 1990 / Scherer, S. et al. 1987 /
Grillot, R. 1996 / Spinillo, A. et al. 1995 / Moyal Barraco, M. 1996).

Die vaginale Hefepilzkolonisation von immunkompetenten, nichtschwangeren Frauen im
dstrogenisierten Alter liegt in etwa bei 10% (Mendling, W. 2002). Die Vagina wird erst durch
das Ostrogen- und gestagenbedingte Glucoseangebot im Epithel "attraktiv’, weshalb sowohl
Madchen in der hormonalen Ruhephase als auch postmenopausale Frauen nur sehr selten
eine Kolonisation aufweisen (Dewhurst, J. 1980 / Huber, A. 1977 / Mendling, W. 1995 /
Schnell, J.D. et al. 1972).

Somit ist das Vorkommen der vaginalen Candidose altersabhdngig. Episoden einer
Pilzinfektion vor Beginn der Pubertat sind selten. Am haufigsten sind Frauen gegen Ende der
zweiten sowie in der dritten und vierten Lebensdekade betroffen (Sobel, J.D. et al. 1998 /
Weissenbacher, E. R. 2001).

Als wichtigste exogene Faktoren, welche die Entstehung einer Candidose und auch deren
Persistenz férdern kénnen, sind die Einnahme von Antibiotika und immunsuppressiven
Substanzen zu nennen, wobei die Einnahme von Antibiotika sogar als Risikofaktor
bezeichnet werden kann. Endokrinopathien, Diabetes mellitus und Schwangerschaft kdnnen
ebenfalls fir das Auftreten einer Candidose ursachlich sein. (Barousse, M. M. et al. 2001 /
Dan, M. et al. 2003 / Linhares, L. M. et al. 2001 / Maccato, M. L. et al. 1991 / Saporiti, A. M.
et al. 2001 / Wilton, L. et al. 2003 / Heizmann, W. et al. 1999 / Fidel, P. et al. 1996).

Diabetische Frauen zeigen gegeniber der Normalbevolkerung eine hdhere Pravalenz fir
Candidosen. Stoffwechselentgleisungen pradisponieren fur Vulvovaginalkandidosen (Reed,
B. 1992). Dieser Faktor kann selbstverstandlich durch konsequente Einstellung des
Blutzuckerspiegels minimiert werden. Typ-I-Diabetikerinnen sind etwa dreimal so haufig
betroffen wie Typ-Il-Diabetikerinnen. Eine schlechte Blutzuckereinstellung erhéht das Risiko

fur Kolonisation bzw. eine symptomatische Infektion (de Leon, E. et al. 2002).

Nach systemischer oder lokal in der Vagina applizierter Antibiotikatherapie kommt es haufig
zu einer symptomatischen Candidose (Bluestein, D. et al. 1991). Antibiotika reduzieren die
Zahl der Lactobazillen in der Scheide, so dass den Candida-Organismen die Adhasion

erleichtert wird und mehr Nahrung und Raum zur Verfiigung steht.

In den letzten Jahren wurde eine steigende Inzidenz von Mykosen, die von anderen
Candida-Spezies wie z.B. C. tropicalis, C. lusitaniae, C. glabrata und C. krusei verursacht
werden, beobachtet (Becker, K. 2000 / Cirak, M. Y. et al. 2003 / Shin, J. H. et al. 1997 /
Hazen, K. C. 1995 / Spinillo, A. et al. 1994 / Kunzelmann, V. et al. 1996 / Nguyen, M. H. et al.
1996 / Weissenbacher, E. R. et al 2001).
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Non-albicans-Arten sind oft weniger empfindlich gegentiber Antimykotika (Tietz, H.-J. et al.
1999 / Rex, H. J. et al. 1995). Dass diese zunehmend isoliert werden, hat seine Ursache
wohl in der weitverbreiteten, inadaquaten Anwendung von Antimykotika (Selbstmedikation,
Langzeitanwendungen). Da Non-albicans-Arten teilweise gegen die Ublichen Antimykotika
resistent sind, kommt es unter dem Selektionsdruck der Therapie zu einer Veranderung der
Besiedelung, die dann therapeutische Probleme bereiten. C. albicans nimmt dabei in seiner
Haufigkeit ab wahrend die anderen Candida-Arten zunehmen. Eine Spezies-Differenzierung
ist deshalb nicht nur aus epidemiologischer Sicht sondern auch fir die Auswahl einer
geeigneten Therapie von Bedeutung (Graser, Y. et al. 1997 / Kunzelmann, V. et al. 1996 /
Fidel, P. et al. 1999).

Die steigende Pravalenz von vaginalen Kolonisationen und Infektionen mit Candida spp. im
Vergleich zwischen Schwangeren und nicht Schwangeren sowie im Laufe der
Schwangerschaft wurde in vielen verschiedenen wissenschaftlichen Abhandlungen
beschrieben (Glover, D. D. et al. 1998 / Mendling, W. et al. 2003 / Weissenbacher, E. R. et
al. 2001 / Xu, J. et al. 2004).

Eine verstarkte Ostrogenausschiittung in der Schwangerschaft fuhrt zur erhdhten
Freisetzung von Glykogen mittels Zytolyse von Vaginalepithelzellen durch Lactobakterien.
Glykogen liefert die Nahrungsquelle fir Candida spp. und fiihrt dadurch zur Vermehrung des
Mikroorganismus. In diesem Prozess spielt der Ostrogenisierungsstatus eine wichtige Rolle,
da ein hoher Ostrogengehalt in der Schwangerschaft zur Verdickung der
Vaginalepithelschicht fuihrt (Baltzer, J. et al. 1994 / Clemons, K. et al. 2004 / Fidel, P. L. et
al. 2000 / Weissenbacher, E. R. 2001 / Xu, J. et al. 2004). Zusatzlich produziert Candida
albicans ein Gstrogenbindendes Protein und intrazellulare Rezeptoren fiir Ostrogene und der
physiologische Hyperdstrogenismus beglnstigt die Vermehrung der Candida — Zellen. Diese
Tatsachen erklaren den kumulativen Effekt auf die Erhdhung der Virulenz von Candida spp
(Clemons, K. et al. 2004 / Fidel, P. L. et al. 2000 / Xu, J. et al. 2004). Zudem kann durch

Ostrogene eine myceliale Wachstumsform induziert werden (White, S. et al. 1997).

Wegen des erhdhten Glucoseangebotes verdreifacht sich von Beginn der Schwangerschaft
bis zum Entbindungstermin der vaginale Hefepilzbefall und liegt im dritten Trimenon bei
unbehandelten Patientinnen etwa bei 30%. Postpartal kommt es wieder zu einem Absinken
auf 5-8% der Frauen (Mendling, W. 1991 / Mendling, W. 1995 / Schnell, J.D. 1982 /
Spitzbart, H. 1960 / Odds, F. C. 1988 ).

Die Schweregrade der Kolonisierung variieren innerhalb der Schwangerschaft sehr stark von
ganz leichter bis massiver Besiedlung. Nur 60% Schwangere mit Kolonisierung mit Candida
spp. entwickeln Symptome, wobei das klinische Bild sehr stark variiert und in vielen Fallen
aufgrund der Symptomatik keine Behandlung notwendig ist. Es wurden auch starke

Unterschiede in der Pravalenz einer Besiedlung mit Candida spp. zwischen verschiedenen
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Landern beobachtet (Aboyeji, A. P. et al. 2003 / Akerele, J. et al. 2002 / Balaka, B. et al.
2003 / Bayo, M. et al. 2002 / Blankhart, D. et al. 1999 / bu-Elteen, K. H. et al. 1997 / Claeys,
P. et al. 2001 / Rodriguez, M. et al. 2001 / Fonck, K. et al. 2000 / Hidalgo, L. A. et al. 2004 /
ito Vilella, F. J. et al. 2000 / Kamara, P. et al. 2000 / Klufio, C. A. et al. 1995 / Kukner, S. et
al. 1995 / Levett, P. N. et al. 1995 / Lisiak, M. et al. 2000 / Mayaud, P. et al. 1998 / Peterek,
J. 2003 / Simoes, J. A. et al. 1998 / Thongkrajai, P. et al. 1998 / Weissenbacher, E. R. et al.
2001 /Yim, S. F. et al. 1995).

Die Unterschiede in der Pravalenz sind nicht nur auf unterschiedliche Risikogruppen und
Untersuchungsmethoden zurlickzufiihren, sondern auf tatsachliche Variationen in
verschiedenen Populationen. So wurden z.B. ethnische Variationen in den Besiedlungsraten
beobachtet (Xu, J. et al. 2004).

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Frauen, die hormonelle Kontrazeptiva
einnehmen, vermehrt mit Candida-Arten kolonisiert sind. Diese Beobachtung gilt

insbesonders bei Kontrazeptiva mit hohem Ostrogenanteil (Denning, D. W. et al. 1995).

Der Mechanismus beruht also, mit der Schwangerschaft vergleichbar, ebenfalls auf dem
Hyperéstrogenismus. Fiir hormonelle Kontrazeptiva mit geringem Ostrogenanteil konnte kein
signifikanter Zusammenhang mit dem Entstehen einer Vulvovaginalkandidose hergestellt
werden (Foxman, B. 1990 / Geiger, A. M. et al. 1996).
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1.6. Lactat als moglicher Indikator fiir die gestorte Vaginalflora

1.6.1. Lactat

Die chemische Bezeichnung fur die Milchsaure ist 2-Hydroxypropionsaure (Loffler, G. 1999 /
Zeek, A. et al. 1992). Sie wurde 1780 erstmalig von Scheele aus saurer Milch isoliert
(Scheele, C. 1780). Chemisch besteht Milchsdure aus einer Carboxyl- (COOH) und einer
Hydroxygruppe (-OH) mit einer Cs-Kohlenwasserstoffkettenlange. Die niederen
Monocarbonsauren (bis C4) sind bei Raumtemperatur Flussigkeiten und in jedem Verhaltnis
mit Wasser mischbar. Die Carboxylgruppe ist hydrophil und bestimmt die Ldslichkeit. Mit
zunehmender Lange der Kohlenwasserstoffkette sinkt die Wasserldslichkeit rapide ab
(Loffler, G. 1999 / Zeek, A. et al. 1992). Der physiologische pH-Wert liegt im Bereich 6-8. Die
pKs-Werte der meisten Carbonsauren sind kleiner als 5. Dies bedeutet, dass die
Carbonsauren in den Zellen als Anionen bzw. Salze vorliegen. Deshalb liegt die Milchsaure
im menschlichen Organismus als Lactat vor, das Salz der Milchsdure. Es kommt in zwei
verschiedenen stéchiometrischen Konfigurationen, der D- und L-Form vor. Der menschliche
Korper bildet jedoch nur L-Lactat (Loffler, G. 1999 / Stryer, L. 1995 / Zeek, A. et al. 1992).

Abbildung 8: Strukturformel von Milchsdure und L-Lactat

Carboxylgruppe
(|3 OOH
Hydroxygruppe H O _(|:_H Milchsaure
(|3 o0

HO —?—H L-Lactat
CH,
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1.6.2. Allgemeine Stellung des Lactats im Stoffwechsel

Lactat ist ein Zwischenprodukt des Kohlenhydrat- und Aminosaurenstoffwechsels.

Die hauptsachlichen Substrate bei der Lactatbildung sind Glucose und Glycogen, jedoch
steht Lactat auch mit einer Reihe weiterer Stoffwechselsubstanzen in Beziehung (Luft, D.
1981 / Rehbinder, D. 1971).

Abbildung 9: Stoffwechselwege bei der Bildung und Metabolisierung von Lactat
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v
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Fettsauren,
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Als selbstandiger Abbauweg stellt die Glycolyse, d.h. der anaerobe Abbau von Glucose-6-
Phosphat Uber Pyruvat zu Lactat, nur bei wenigen Geweben (Retina, embrionales und
neoplastisches Gewebe) die bevorzugte Quelle der Energiegewinnung dar. Der glycolytische
Abbau von Glucose bis zum Pyruvat ist aber Vorraussetzung fir den nachfolgenden

oxidativen Endabbau der Kohlenhydrate im Citratzyklus.
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Bei Sauerstoffmangel, wenn die O,-Versorgung zur Oxidation des Pyruvats nicht ausreicht,
sind die meisten Zellen zur anaeroben Glycolyse mit Bildung von Lactat fahig (Luft, D. 1981 /
Rehbinder, D. 1971).

Pyruvat, das Endprodukt der Glykolyse, fungiert innerhalb der Kohlenhydratverwertung als
Schlussel zum Citratzyklus der Mitochondrien. Um Kohlenhydrate in den Citratzyklus
einzuschleusen, muss Pyruvat durch den Multienzymkomplex Pyruvatdehydrogenase in die
aktivierte Essigsaure (Acetyl-Co A) umgewandelt werden. Acetyl-Co A dient als Einstieg in
den Citratzyklus (Loffler, G. 1999). Im Citratzyklus wird Acetyl-Co A zu CO, und H,O oxidiert,
wobei die reduzierten Coenzyme NADH + H' und FADH, fir die dem Citratzyklus

angeschlossene Atmungskette bereitgestellt werden.

Die Energieausbeute aus Citratzyklus und Atmungskette betragt mit Hilfe von Sauerstoff
insgesamt 38 Mol Adenosintriphosphat (ATP) pro eingesetztem Mol Glukose (aerobe

Glykolyse). ATP dient als Energiequelle flir samtliche Zellfunktionen.

Bei Sauerstoffmangel kénnen jedoch nur jeweils 2 Mol ATP pro Mol Glukose gebildet

werden, wobei als Endprodukt Pyruvat entsteht (anaerobe Glykolyse) (Knichwitz, G. 1996).

Der Hauptgrund fir eine Akkumulation von Pyruvat ist ein durch Sauerstoffmangel
verlangsamter Citratzyklus, wodurch das anfallende Pyruvat nicht weiter oxidiert werden
kann (Vincent, J. 1995).

Pyruvat wird deshalb durch die Lactatdehydrogenase (LDH) mit NADH + H* zu Lactat

reduziert, welches aus der Zelle in die Blutbahn diffundiert:

Pyruvat + NADH + H* ——  Lactat + NAD"

Wobei das Gleichgewicht stark zugunsten des Lactat verschoben ist (Luft, D. 1981 /
Kreutzig, T. 1995). Da bei dieser Reaktion NAD" entsteht, ergibt sich die Mdglichkeit, die
Glykolysekette auch bei Sauerstoffmangel ablaufen zu lassen. Das NAD" wird dabei fiir die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Reaktion bendtigt, ohne die der Zyklus

stagnieren wurde.

Eine erhdhte Lactatkonzentration im Blut ist folglich ein Zeichen daflir, dass Zellen mit

Sauerstoff relativ unterversorgt sind (Kruse, J. A. et al. 1990).
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1.6.3. Lactat im Vaginalmilieu

Die Familie der Lactobacillaceae beinhaltet drei Gattungen (Genera), darunter die Gattung
der Lactobazillus. Diese sind sporenlose, grampositive Stabchen, deren Dicke und Lange je
nach Spezies betrachtlich variieren. Sie kdnnen in Ketten gelagert sein und sind in der Regel
unbeweglich (Garrity, G. M. et al 2004 / Davis, B. D. et al. 1998 / Kandler, O. et al. 1986 /
Rogosa, M. et al. 1960 / Seliger, et al 1997 / Sherris, J. C. 1990).

Neben den heterofermentativen Lactobazillen, die verschiedene Endprodukte wie Lactat,
Azetat und CO, produzieren, kommen ebenfalls die homofermentativen Lactobazillen,
welche hauptsachlich Milchsdure aus Glukose herstellen, im Vaginalmileu vor (London, J.
1976). Diese Lactobazillen sind fir den pH-induzierten Kontrollmechanismus zur Erhaltung
und Stabilisierung des physiologischen Gleichgewichts verantwortlich.

Durch den von den Lactobazillen erhdhten vaginalen Lactatgehalt wird der pH-Wert im
Vaginalmilieu gesenkt. Diese vaginale pH-Barriere verhindert, durch ihr saures Milieu, somit
das Wachstum unerwiinschter Erreger (Martius, J. et al. 1988 / Hay, P. E. 1998 / Hillier, S. L.
et al. 1995). Xu et al. konnte nachweisen, dass wahrend der Schwangerschaft eine
Konzentrationserhéhung der Lactobazillen auf das 10-fache, zu einer Erhdéhung des
Lactatgehaltes im Vaginalsekrets flhrt (Xu, J. et al. 2004).

Abbildung 10: Mikrobielle Besiedlung der Vagina in Abhédngigkeit des pH-Wertes (Klein,F. 1991)
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1.7. Problemstellung

Es gibt bereits eine Vielzahl an diagnostischen Moglichkeiten, mit denen eine vaginale
Candidose nachgewiesen werden kann. Jedoch ist man weiterhin bemuht, das technische
Spektrum zu erweitern, um einfacherere Methoden zu finden, die zudem aussagekraftig,
reproduzierbar, genau und kostenglnstig sind. Weitere Eigenschaften, wie erhohte
Sensitivitdt und hoéhere Geschwindigkeit waren ebenfalls von groRem Nutzen. AuRerdem
darf es durch die diagnostische Methode zu keiner Zeit, zu einer moglichen gesundheitlichen

Gefahrdung fur Mutter und Kind kommen.

Ziel ist es, der Frage nachzugehen, ob ein Zusammenahng zwischen den vaginalen

Lactatwerten und einer Candida-Besiedlung zu erkennen ist.

Als Vorraussetzung hierfir, sind jedoch mdgliche Abhangigkeiten der vaginalen Lactatwerte

zu untersuchen, die als Stérgréfien auftreten kénnten.

Es stellt sich die Frage, ob der Lactatspiegel in Abhangigkeit vom Alter bei gesunden
Schwangeren eine Anderung erfahrt und ob eine Abhéngigkeit gegeniiber der
Schwangerschaftswoche zu erkennen ist. Dies ist mit den Werten bei Patientinnen mit
vaginaler Candidose zu vergleichen. Aufierdem ist zu bewerten, wie sich der Lactatwert

wahrend der Schwangerschaft verandert.

Abschlieend ist die Frage zu behandeln, in wie weit sich Lactat als Marker, bezlglich der

oben genannten Eigenschaften, fur die vaginale Candidose eignet.

Damit eine Aussage uUber den vaginalen Gesundheitszustand der werdenden Mutter
getroffen werden kann, konnte sich das Lactat als Marker erweisen, um eine Storung im
vaginalen pH-Milieu rechtzeitig zu erkennen und zu behandeln, sodass mdgliche

gesundheitliche Schaden fur Mutter und Kind abgewendet werden kdnnen.
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2. Material und Methode

21. Patientengut

Bei insgesamt 180 schwangeren Patientinnen mit Einlingsschwangerschaften im Alter
zwischen 24 und 46 Jahren, die sich wegen schwangerschaftsvorsorglicher Untersuchungen
von Marz 2002 bis Oktober 2004 in der Ambulanz der Universitats-Frauen-Klinik Minchen-
GrofRhadern einfanden, wurde von einem Gyn&kologen Vaginalsekret zur Lactatbestimmung
entnommen. Zudem wurden die Patientinnen bezlglich einer Candidose im Vaginalbereich

klinisch und mittels eines Kulturnachweises hin untersucht.

Die Patientinnen befanden sich in unterschiedlichen Schwangerschaftswochen und hatten in
24 der Falle einen positiven Kulturnachweis. Darunter konnten zwei Candida-Typen
festgestellt werden. Zum einen Candida albicans in 18 und Candida glabrata in 6 der Fallen.

Keine der Patientinnen hatte subjektive Beschwerden.

Das durchschnittliche Alter des Patientengutes betragt 34,20 Jahre.

Abbildung 11: Patientenalter des gesamten Patientengutes
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Folgende Ausschlusskriterien galten zur Kontrolle fir mogliche Confounder (Storfaktoren),

die das Ergebnis verzerren kénnten:

Schwangere, die Medikamente flr eine antibakterielle oder antimykotische Therapie

4 Wochen vor dem Untersuchungstermin eingenommen hatten

Schwangere, die bekannte Risiken fir Frihgeburten wie Zervixinsuffizienz,
Mehrlingsschwangerschaften, Plazentationsstérungen, fetale Missbildungen oder

Uteruspathologie, Hypertonie, Diabetes mellitus oder Niereninsuffizienz aufwiesen

Frauen mit einer Friihgeburt < 24. SSW in Anamnese (wegen der Vermutung, dass
solche Schwangerschaftskomplikationen auf nicht diagnostizierte Zervixinsuffizienz

zurtickzufihren sind)

Behandlung mit Medikamenten, die das Immunsystem beeinflussen (Kortikosteroide,

Interferone, Zytostatika)
Anamnestisch bekannter Immundefekt
Anamnestisch bekannte maligne Erkrankungen

Klinische oder anamnestische Hinweise auf Infektionen in den vorausgegangenen 14

Tagen

Die Anamnese wurde beziglich zurickliegender Schwangerschaften, bisherigem

Schwangerschaftsverlauf, Allergien, somatischen Erkrankungen und Nikotinabusus erweitert.

Bei positiven Ergebnissen bzw. bei Auffalligkeiten im Schwangerschaftsverlauf wurde die

Patientin ebenfalls aus dem Patientengut ausgeschlossen. Das Untersuchungsdatum und

das Datum des errechneten Geburtstermins bzw. des aufgrund der Ultraschalluntersuchung

korrigierten Termins wurden erfasst, um das Gestationsalter berechnen zu kénnen.



2.2, Material

2.21. Chemikalien fiir die Untersuchungsmaterialentnahme

0,9% NaCl — Lésung

2.2.2, Chemikalien fiir die DNA-Extraktion

Aqua ad injectabilia

Lytikaseldsung:

Nonionic Detergent Puffer (NID Puffer):

Lysis Puffer
Mineraldl
PBS (Phosphate-Borate-Saline-Puffer)

Proteinkinase K:

0,5 M EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

1,6 ml PBS (Phosphate-Borate-Saline-Puffer)
2 % -iges 2-Mercaptoethanol

1 mg Lytikase

50 mM KCL

10 mM Tris-HCL pH 8,3

2,5 mM MgCl,

0,4 g Polyoxyethylenlaurylether

5,0 mg/ mi

Aqua ad injectabilia



2.2.3. Chemikalien fiir die Candida-PCR

DNA-Polymerisationsmix: 25 mM MgCl,
10 mM Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP),

(dATP, aTTP, dGTP und dCTP)

P450, : Basenpaare 1021 — 1043 : 5- ATGACTGATCAAGAAATYGCTA -3
P450, : Basenpaare 1370 — 1351 : 5- TAACCTGGAGAAACYAAAAC- 3
10X PCR-Puffer (pH 8,3): 500 mM KCI

100 mM Tris-HCI

15 mM MgCl,

0,01 % (w/v) Gelantine
Taqg-Polymerase: 5 U/ ul
dNTP-Mixes: dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Nsi |-Restriktionsendonuklease

224, Chemikalien fiir die Gelelektrophorese

Agarose

25ml 10X TBE (Tris Boric EDTA): 1 M Tris-Borat (pH 8,3)
20 mM EDTA

Deionisiertes Wasser
1X TE: 5 ml Tris-HCI

1 ml EDTA

494 ml Agqua ad injectabilia
DNA-Auftragspuffer
1% Ethidiumbromid — Farbelésung

DNA-Langenstandard (Hae Il Digest)
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2.25. Chemikalien fir die Lactatbestimmung

Startreagenz:

Puffer:

Lactatoxidase > 450 U/l
Peroxidase > 750 U/I
4-Aminophenazon 0,23 mmol/|
4-Chlorphenol 1,8 mmol/l
Natriumazid < 0,1 %

PIPES-Puffer 20 mmol/l
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2.3. Methode

2.31. Entnahme des Untersuchungsmaterials

Das Untersuchungsmaterial (Vaginalsekret) wurde in der gynakologischen Ambulanz der
Universitatsklinik Minchen-GroRhadern den Patientinnen von einem Gynakologen

entnommen.

Es wurden 2 ml 0,9 prozentige physiologische Kochsalzlésung (NaCl) mittels einer 3 ml
Spritze in die Vagina eingebracht. Mit einem Wattetrdger wurde die eingebrachte
Kochsalzlésung mit dem Vaginalsekret im hinteren Scheidengewoélbe kurz durchgemengt,

mit derselben Spritze wieder aufgenommen und noch am gleichen Tag wie folgt verarbeitet:

2.3.2. Vorbereitung der Reagenzien

Die Spritzen wurden kurz gevortext und das Material anschlieRend zu je 1ml auf zwei
Eppendorfreaktionsgefalle verteilt, im folgenden nochmals kurz gevortext, anschlieend bei
5000 rounds per minute (rpm) zwei Minuten lang zentrifugiert und schlieRlich der Uberstand
abpipettiert und in sterilen Eppendorfgefalie aliquotiert. Das Sediment diente dem Nachweis
von Sprofipilzen mittels Polymerase chain reaktion (PCR) und wurde im Falle einer
Verzdgerung bei -75°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Der Uberstand diente der
Lactatbestimmung mittels Diaglobal-Lactat-Photometer und wurde im Falle einer

Verzogerung ebenfalls bei -75°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

2.3.3. Untersuchungsmethode der Candidabestimmung mittels PCR

Obwohl bereits ein Candida—Kulturnachweis von den Patientinnen aus den
Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchungen vorlag, wurde auf eine Candidabestimmung
mittels PCR nicht verzichtet. Die Methode der PCR ermdglicht durch die Amplifikation von
nur geringen Mengen an pilzspezifischer DNA einen raschen und sensitiven Nachweis von
Candida und im Vergleich zu einem Kulturellen Nachweis, einen schnelleren und vor allem
sensitiveren Weg zur Diagnose (Morace, G. et al. 1997 / Van Deventer, A. J. M. et al. 1995/
Holmes, A. R. et al. 1994 / Maiwald, M. et al. 1994 / Makimura, K. et al. 1994 / Crampin, A.
C. et al. 1993 / Hopfer, R. L. et al. 1993 / Kann, V. L. 1993 / Miyakawa, Y. et al. 1993 /
Niesters, H. G. M. et al. 1993 / Olsson, M. et al. 1993 / Burgener-Kairuz, P. et al. 1994 /
Miyakawa, Y. et al. 1992 / Buchman, T. G. et al. 1990). Zudem diente diese erneute
Bestimmung der Verifizierung der bereits diagnostizierten Ergebnisse. Die Proben wurden

demnach nach Candida albicans und Candida glabrata hin untersucht.
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2.3.3.1. DNA-Extraktion

Zu dem Sediment des ersten Eppendorfgefalles wurde Phosphate-Borate-Saline-Puffer
(PBS) hinzugegeben, damit es zu einem spateren Zeitpunkt bearbeitet werden konnte, dem
zweiten Gefald steriles Wasser hinzugefiigt und die Probe einmal gewaschen, indem sie
gevortext, anschlieRend zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert wurde. Um die
Zellwande der Pilzzellen aufzubrechen, erfolgte nach dem letzten Dekantieren eine
Resuspension mit 100 pl Lytikase und eine Inkubation fir eine Stunde bei 37°C im

Wasserbad.

Analog zu dem bereits im obigen Absatz beschriebenen Waschvorgang, folgten zwei weitere
Waschvorgange mit PBS. Zu dem Sediment wurden 200 pl CT/NG Lysis in die
Eppendorfgefale hinzu gegeben und fur zehn Minuten stehengelassen, um die in der Probe
vorhandenen Zellen und deren Zellwande zu spalten. Im Gegensatz zur Lytikase, die
spezifisch Candidazellwande spaltet, verursacht Lysis-Puffer eine unspezifische Spaltung
von anderen, sich in der Probe befindlichen Zellen. Nach der Zentrifugation der Proben flr
zehn Minuten bei 11000 rpm und abpipettieren des Uberstandes wurde nochmals PBS hinzu
gegeben und fir funf Minuten bei 11000 rpm abermals zentrifugiert und anschlieRend
abpipettiert. Der Abbau der zellularen Proteine und die Inaktivierung dadurch freigesetzter
zellularer Nukleasen erfolgte durch Behandlung mit 10 pl Proteinase K in 240 pl Nonionic
Detergent (NID) Puffer. Dies ist notwendig um im Vaginalsekret vorkommende Proteine zu
zerstoren, durch welche die PCR erheblich gestért werden kann. Die Proben wurden im
Anschluss zehn Sekunden bei 8000 rpm zentrifugiert und nach Zugabe von einem Tropfen
Mineraldl im Thermocycler eine Stunde bei 56°C inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Inaktivierung der Proteinase K durch Erhitzung der Proben im Thermocycler bei 95°C fir

zehn Minuten.

Die Herstellung einer positiven Kontrolle erfolgte wie oben beschrieben, wobei jeweils von
einer Candida albicans — und einer Candida glabrata Kultur Pilzmaterial in ein jeweils mit

0,5ml PBS gefllltes Eppendorfgefall gegeben wurde.
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2.3.3.2. Durchfiihrung der PCR

Fir die PCR wurden die synthetischen Oligonukleotide P450, und P450, als Primer
verwendet.

P450, : Basenpaare 1021 — 1043 : 5- ATGACTGATCAAGAAATYGCTA -3
P450, : Basenpaare 1370 — 1351 : 5- TAACCTGGAGAAACYAAAAC- 3

Beide, in Pulverform gelieferte Primer, wurden vor Durchfuhrung der PCR in sterilem Wasser
aufgeldst und anschlielend mit ebenfalls sterilem Wasser in einem Verhaltnis von 1:10

verdunnt.

Jede PCR wurde mit zwei positiven und einer negativen Kontrolle durchgefuhrt. Die beiden
positiven Kontrollen wurden wie bereits beschrieben hergestellt. Diese bestanden aus
Pilzkulturen von Candida albicans und Candida glabrata. Als negative Kontrolle wurde
steriles Wasser benutzt. Der bei der Durchfuhrung der PCR verwendete DNA-
Polymerisationsmix diente zur Sicherstellung, dass die Mischung von Wasser, Primern,
Puffer, NTP-Mix, Polymerase und MgCl, bei allen Reaktionspartnern konstant war,

besonders in Hinblick auf die sehr kleinen zu pipettierenden Volumina von weniger als 10 ul.

Der bei der PCR verwendete Polymerisationsmix wurde nach folgendem Protokoll erstellt:

Reagenzien: Volumina in pl
H,O 6,75

NTP 8,0

10x-Puffer 5,0

MgCl, 3,0

Primer 1 1:10 Verdlnnung 1,0

Primer 2 1:10 Verdlnnung 1,0
Taqg-Polymerase 0,25

Die Summe der Volumina ergab damit 25 pl. Diese wurde mit der Zahl der zu bearbeitenden
Proben multipliziert, wobei die zwei Positiv-Kontrollen und eine Negativ-Kontrolle mit

einberechnet werden mussten, so dass — als Fallbeispiel — bei sieben zu bearbeitenden
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Proben inklusive der Kontrollen die jeweiligen zu pipettierenden Volumina mit dem Faktor

zehn multipliziert werden konnten.

Zur Durchfiihrung der PCR wurden nun jeweils 5 ul der zuvor extrahierten Patienten-DNA mit
20 pl Wasser in ein Eppendorfgefal® gegeben. Die negative Kontrolle bestand aus 25 pl
sterilem Wasser. Somit befand sich in jedem Eppendorfgefa ein Volumen von insgesamt
25 pl, welches nun mit 25 pl des Polymerisationsmixes vermengt wurde, wodurch sich ein

Reaktionsansatz von 50 ul ergab. Dieser durchlief insgesamt 40 ablaufende Zyklen:

Zeit Temperatur PCR-Schritt

10 min. 94°C Denaturierung

1 min. 49°C Anlagerung der Primer
1,5 min. 72°C Verlangerung der Primer

Am Ende des letzten Zyklus wurden die Proben auf 4°C heruntergekiihlt.

Um durch enzymatisches Schneiden der Candida-DNA candidaspezifische Banden zu
verifizieren, wurden die Proben mit dem Enzym Nsi |-Restriktionsendonuklease fur zwolf
Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die verschiedenen Spezies konnten so aufgrund

der Lange der Basenpaare bestimmt werden.
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2.3.3.3. Gelelektrophorese

Der Beurteilung des PCR—Produkts diente die Agarose—Gelelektrophorese. Zur Herstellung
eines 1,5% -igen Agarosegels wurden 25ml 1XTris Boric EDTA (TBE) mit 37,5g Agarose in
einem Erlenmeyerkolben vermengt und anschlieend in einer Mikrowelle fur ca. eine Minute
erhitzt, sodass sich das Agarosepulver vollstdndig auflésen konnte und die Ldsung klar
wurde. Nach kurzer Abkuhlphase erfolgte zur Farbung der Probenbanden die Zugabe von 3
pl - Ethidiumbromid (1%) zum Gel, um es anschlieBend in flissigem Zustand in die
Gelkammer zur Aushartung zu giel3en. Als nachster Schritt folgte das Einbringen des
Gelkamms, um die Vertiefungen flr Marker und Proben zu erzeugen. Nach zehn Minuten
war das Gel soweit erhartet, dass die Schablone wieder vorsichtig entfernt und das fertige
Gel aus der Gelkammer in das Elektophoresegerat eingelegt werden konnte und

anschliel’end gerade soviel 1x TE-Puffer hinzugegeben wurde bis das Gel bedeckt war.

Zur Herstellung der Standartldsung wurden 9 ul 1XTE-Puffer, 2 yl DNA-Auftragspuffer und
0,2 yl DNA-Langenstandard vermengt, wovon 9 ul in die Vertiefung des Gels pipettiert
wurden. 2 ul Bromphenolblausaure wurden mit jeweils 9 ul der Proben versehen und hiervon
ebenfalls 9 pl in die daflir vorgesehene Vertiefung gegeben. Bei einer Stromstarke von
120 mA und einer Spannung von 300 V liefen die Banden zwischen 15 — 20 Minuten, bis die
Halfte der Laufstrecke zurlickgelegt war. Der entstandene Ethidiumbromid-DNA-Komplex

wurde schlieRlich unter UV-Licht bei 302 nm visualisiert.
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Abbildung 12: Beispiel fiir die Analyse einer PCR mit Gelelektrophorese unter UV-Licht:
Marker: Komerzielle Mischung von verschieden langen DNA-Fragmenten

Probe 1 und 2: Positives PCR-Ergebnis mit entsprechend fluoreszierendem
DNA-Fragment

Probe 3: Negative PCR, es wurde kein Fragment amplifiziert

X
%) @ @ o2}
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234. Untersuchungsmethoden der Lactatbestimmung

Mittels Pipette wurden 10 ul des Uberstandes in eine vorpipettierte Einzeltestkiivette der
Firma Diaglobal gegeben, die den Puffer beinhaltet. Der Puffer dieser Kiivette setzt sich

zusammen aus 4-Chlorphenol 1,8 mmol/l, PIPES-Puffer 20mmol/l und Natriumazid < 1%.

Die Kivette wurde dann in das Diaglobal-Lactat-Photometer eingesetzt und die Extinktion
E(0) gemessen. AnschlielRend wurde die hellgrine Kappe mit dem Startreagenz auf die
Klvette aufgeschraubt. Durch mehrmaliges Kippen der Kivette 16ste sich das Startreagenz,
bestehend aus Lactatoxidase >450 U/I, Peroxidase >750U/I und 4-Aminophenazon
0,23 mmol/l, aus der Kappe. Die Klvette wurde wieder in das Photometer eingesetzt und

nach Ablauf der Reaktion das Ergebnis gemessen.

Bei der Messreaktion wird das vorhandene Lactat der Probe und Sauerstoff durch die
Lactatoxidase zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid umgewandelt. Das so entstandene
Wasserstoffperoxid, das 4-Aminophenazon und 4-Chlorphenol reagiert durch die Peroxidase
zu Chinoniminfarbstoff. Dieser Farbstoff wird anteilig dem zuvor vorhandenem Lactat

gebildet und kann schlief3lich mit dem Photometer gemessen werden. (Abb.16)

Abbildung 13: Diaglobal-Lactat-Photometer mit Einzeltestkiivetten

© e
® | -°
K
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Abbildung 14: Messreaktion fiir die Lactatbestimmung (Schlegel, R. 1994)

Lactatoxidase

Peroxidase

Das Messgerat, Diaglobal-Lactat-Photometer, zeigt das Messergebnis automatisch im
Display an. Es misst den durch die Reaktion entstandenen Chinoniminfarbstoff
photometrisch bei einer Messwellenldnge von 520 nm. Die Messtemperatur muss dabei
zwischen +5°C und +40°C betragen, um ein genaues Ergebnis zu erhalten. Der Messbereich
des Gerates umfasst 0,2 — 30 mmol/l. Bei Messergebnissen tber 30 mmol/l muss die
pipettierte Menge der Probe halbiert werden. Statt 10 yl werden dann nur 5 ul der Probe in
die Einzeltestklivette pipettiert und das Messergebnis dann mit dem Faktor 2 multipliziert. Im
Falle von Werten unter 0,2 mmol/l muss die pipettierte Menge der Probe verdoppelt werden.
Es werden dann 20 pl statt der Gblichen 10 pl des Uberstandes in die Einzeltestkivette
pipittiert. Das Messergebnis wird dann dementsprechend mit dem Faktor 2 dividiert, um den
richtigen Wert zu erhalten. So lassen sich exakte Werte auch aul3erhalb des Messbereiches

erfassen.

Jede Messung wurde wiederholt um einen messbedingten Fehler auszuschlieRen. Bei einer

Abweichung der gemessenen Werte von mehr als 20% wurden diese erneut gemessen.

Abbildung 15: Diaglobal-Lactat-Photometer
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2.3.5. Statistische Methoden

Die Daten wurden in Excel-Datenblatter zusammengestellt. Es wurde geprift, ob die Anzahl
der Datensatze in der in SYSTAT importierten Datei mit denen der Excel-Datei

Ubereinstimmt.

Es wurden metrische Daten mit dem t-Test getestet, da die Fallzahl der Kontrollgruppe
grenzwertig ist, wurde bei der  Schwangerschaftwoche zusatzlich ein
verteilungsunabhangiger Test (Mann-Whitney-U-Test, siehe Wilcoxon Statistic des Kruskal-
Wallis-Tests) gerechnet. Der t-Test liefert arithmetisches Mittel (Mean) und

Standardabweichung (SD) sowie den Gruppenunterschied mit dem 95%-Konfidenzintervall.

Die Abbildungen stellen die Werte aller Patientinnen als Haufigkeitsverteilung dar, nach links
die Kranken und nach rechts die Gesunden. Die theoretische Normalverteilungskurve ist
dariber gelegt, und seitlich davon sind Boxplots eingezeichnet, wo die Boxen die
Interquartalsdistanzen (= sie enthalten 75% der Wertemenge), und der Median als
Mittelstrich eingetragen ist. Die ,Whiskers®, d.h. die Linen nach oben und unten, sowie

Sternchen geben den Bereich der Extremwerte an.

AulRerdem  wurden ANCOVA und Regressionsanalysen  durchgeflihrt. Die
Modellspezifikationen der ANCOVA ergaben sich datengetrieben (Einschluss des
Interaktionsterms), die der Regressionsanalysen ergaben sich direkt aus der Fragestellung.
Es wurden lineare Regressionsmodelle mit einem und zwei Faktoren gerechnet und die

lineare sowie Lowess-Smoother (Regressionskurven) eingesetzt.

Alle Tests sind zweiseitig, als kritisches Signifikanzniveau wird 5% als erste Orientierung
angenommen, wobei die Fallzahlen der Gruppen zu berlcksichtigen sind. Bei kleineren

Fallzahlen kénnen auch héhere p-Werte schon auf Unterschiede hinweisen.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse zum Candidanachweis mittels PCR

Aufgrund der PCR-Ergrbnisse wurden bei 24 der 180 Patientinnen eine Candida-Besiedlung
im Scheidenmilieu nachgewiesen, wovon bei 18 Patientinnen der Erreger Candida albicans
und bei 6 Patientinnen der Erreger Candida glabrata diagnostiziert wurde. Diese Ergebnisse

deckten sich mit denen, die im vorraus, durch Kulturnachweis erbracht wurden.

Daraufhin wurden 156 Patientinnen, die keinen Candidanachweis im Vaginalbereich

vorweisen konnten, in die Untersuchungsgruppe aufgenommen.

Die 24 Patientinnen, die einen positiven Candidanachweis hatten, bilden die Kontrollgruppe.

3.2. Vergleich der Parameter von Untersuchungsgruppe und

Kontrollgruppe

3.21. Altersvergleich von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe

Der Altersvergleich der an Candida erkrankten und der nicht erkrankten Patientinnen ergibt

signifikant keinen Hinweis auf einen Gruppenunterschied in t-Test (p=0.340).

Die 24 Patientinnen, die an Candida erkrankt waren, wiesen einen Altersmittelwert von
34,958 Jahren auf (Standardabweichung: 5,714). Die nicht an Candida erkrankten 156
Patientinnen wiesen einen Altersmittelwert von 34,096 Jahren auf (Standardabweichung:
3,816).
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Abbildung 16: Altersvergleich von Untersuchungsgruppe und Kontroligruppe

PILZ = Candida albicans + Candida glabrata
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Standard Dev: 3,816 5,714
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3.2.2. Vergleich der SSW von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe

Die Verteilung der Schwangerschaftswoche (SSW) ist leicht linksschief in beiden Gruppen
mit einer Haufung bei SSW 30, d.h. wegen der limitierten Dauer der Schwangerschaft kann
die Verteilung nicht symmetrisch sein. Die an Candida erkrankte Kontrollgruppe hat eine
Tendenz zu etwas kurzeren SSW (p=0.186 beim Student t-Test), was durch die Wilcoxon-
Statistk von  p=0.190  bestatigt  wird. Die  Kontrollgruppe  hatte  einen
Schwangerschaftswochenmittelwert von 26,125 Wochen (Standardabweichung: 9,289), die
Untersuchungsgruppe einen Schwangerschaftswochenmittelwert von 28,686 Wochen
(Standardabweichung: 8,720).

Abbildung 17: Vergleich der SSW von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe

PILZ=Candida albicans + Candida glabrata
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Untersuchungsgruppe: Kontrollgruppe:

Minimum: 6 8

Maximum: 41 39

Median: 31 29

Mean: 28,686 26,125

Standard Dev: 8,720 9,289

3.2.3. Vergleich der Lactatwerte von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe

Der Lactat-Spiegel erscheint in der Gruppe der Kranken in der Tendenz erhéht (p=0.054),
was durch den nicht-parametrischen Test allerdings nicht bestatigt wird. Wegen der
rechtsschiefen Verteilung (mehr hohe als niedere Werte) und der relative kleinen Fallzahl in
der Kontrollgruppe (n=24) im Vergleich zur Untersuchungsgruppe (n=156) ist diesem Test
das hoéhere Gewicht zu geben, und damit kann aus diesen Tests nicht klar auf einen
Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Gesunden geschlossen werden. Der Mittelwert der
Lactatwerte lag bei der Kontrollgruppe bei 10,458 mmol/l (Standardabweichung: 8,819) und
bei der Untersuchungsgruppe bei 7,782 mmol/l (Standardabweichung: 5,815).

Untersuchungsgruppe: Kontrollgruppe:

Minimum: 0,160 1,050
Maximum: 36,300 30,800
Median: 6,865 7,480
Mean: 7,782 10,458

Standard Dev: 5,815 8,819
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Abbildung 18: Vergleich der Lactatwerte von Untersuchungsgruppe und Kontroligruppe
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3.3. Analyse der Abhangigkeit der Lactatkonzentration von der SSW

Die Abhangigkeit des Lactat-Spiegels von der SSW wird als erstes univariate, d.h. nur unter
Berlcksichtigung eines Parameters untersucht. Dazu wurde als erste Naherung ein linearer

Zusammenhang angenommen.

Abbildung 19: Lactatkonzentration in Abhangigkeit der SSW bei der Kontrollgruppe

40

30+ S s

LACTAT
)
o
T
O
|

0 10 20 30 40
SSW

Abbildung 20: Lactatkonzentration in Abhangigkeit der SSW bei der Untersuchungsgruppe
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Bei Patientinnen mit Candidose korrelieren Lactat-Spiegel und SSW umgekehrt proportional,
d.h. mit zunehmender Schwangerschaftsdauer scheint der Spiegel abzunehmen. Bei
Gesunden scheint kein Zusammenhang zu bestehen oder nur ein schwach ausgepragte
Zunahme. Verwendet man statt der Geraden einen Lowess-Smoother, ist fur die Kranken
nur ein Trend sichtbar wenn die Tension, d.h. die Spanne Uber die fur einen vorhergesagten
Werte gemittelt wird, erhdht wird, wahrend fur die Gesunden der leichte Anstieg zumindest
bis etwa SWW 32 bestatigt wird. Der Lowess-Smoother berechnet den vorhergesagten Wert

aus der Umgebung und erlaubt so eine lokale Anpassung der Regressionslinie.

Diese mdglichen Zusammenhange werden in einer Regressionsanalyse naher untersucht.
Bei den Kranken ergab sich ein Korrelationsfaktor r (multiple R) von 0.226, was eine
schwache bis maRig starke Korrelation ausdrickt, die nicht das Uubliche 5%-
Signifikanzniveau erreicht (p=0.288 ,P (2 Tail)*). Die Steigung der Geraden (Coefficient of
SSW) betrug -0.215 ist also wie erwartet negativ. Die Residuen, d.h. der Unterschied
zwischen dem durch die Regressionsgerade vorausgesagten und dem tatsachlich
gemessenen Wert, sind einigermallen gleichmaRig verteilt, was die oben gemachten

Aussagen unterstltzt, zeigen aber die grof3e Streuung an.

Abbildung 21: Lowess-Smoother-Analyse der Kontroligruppe

Plot of Residuals against Predicted Values
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Fur die Gesunden ist die Korrelation geringer ausgepragt (r = 0.141), die Steigung ganz
leicht positiv (0.094), aber wegen der groRen Fallzahl wird die Regression nahezu formal
signifikant (p=0.078). Die Analyse der Residuen weil’t Fall 132, das ist Patientennummer 129
mit einem gemessenen Lactat-Spiegel von 36.3 als Outlier aus. Dieser Punkt fuhrt dazu,
dass die Steigung etwas positiver ausfallt als sie eigentlich ist. Bei der linearen Regression
verzerren Einzelpunkte, die weit ab von den anderen Punkten und eventuell auch noch
weitab vom Schwerpunkt der Punktwolke liegen, die Geraden in ihre Richtung. Man sieht
also bei Gesunden eher keine oder eine gegenteilige Tendenz zu den Kranken: Der Lactat-

Spiegel bleibt wahrend der Schwangerschaft gleich oder nimmt sogar leicht zu.

Abbildung 22: Lowess-Smoother-Analyse der Untersuchungsgruppe

Plot of Residuals against Predicted Values
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Die beobachteten minimalen Trends, kénnten von Bedeutung sein, wenn sie durch klinische

Erfahrungen bestatigt werden kénnen.
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3.4. Vergleich der Gruppen in Bezug auf die Lactatkonzentration unter

Einbezug des Alters

Da sich eine gegenlaufige Abhangkeit von der SSW in den beiden Gruppen herausgestellt
hat, erscheint es sinnvoll, den Gruppenunterschied mit einer Covarianzanalyse mit

entsprechenden Interaktionstermen zu testen.

Fir SSW ergibt sich ein p-Wert von 0.453 (45.3%), der =zeigt, dass die
Schwangerschaftswoche unabhangig von den beiden Gruppen betrachtet wenig von der
Gesamtvariabilitat erklart, was wegen der gegenlaufigen Tendenz nicht verwunderlich ist.
Vom Alter ist ebenfalls kein Einfluss auf den Lactat-Spiegel festzustellen (p=0.598),
Bertiicksichtigt man die verschiedenen Steigungen fiir den Zusammenhang von Lactat und
SSW, so erreicht der Interaktionsterm fast die uUblichen 5% (p=0.055) und der
Gruppenunterschied wird mit p=0.013 (1.3%) deutlich signifikant. Damit bestatigt die
ANCOVA voll die oben gemachten Aussagen.

Abbildung 23: Covarianzanalyse
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3.5. Detaillierte Analyse der Lactatkonzentration der Patientinnen ohne

Pilzerkrankung

Der Schwerpunkt der Arbeit liegt aber darin GesetzmaRigkeiten im Verlauf der Lactat-
Spiegel in der Schwangerschaft bei Gesunden zu untersuchen. Als moégliche Stérgroflie

wurde das Alter der Patientinnen erfasst.

Als erster Ansatz wird die multiple Regression eingesetzt, d.h. es wird geprift, inwieweit
SSW und Alter zusammengenommen eine Rolle spielen, um den Lactat-Spiegel
vorherzusagen. Dabei wird ein linearer Zusammenhang vermutet, was aufgrund der obigen
Graphiken nicht allzu falsch ist. Wegen ihres extrem hohen Wertes wird Patientennummer

129 aus der Analyse ausgeschlossen.

Wie erwartet, verringert sich die Gesamtkorrelation auf r=0.133 etwas, obwohl Ublicherweise
die Hinzunahme von Faktoren meist r erhoht. Sowohl die Steigung (Coefficient) fir SSW und
von Alter weicht nur wenig von Null ab, allerdings sagt der p-Wert von 0.699, dass Alter
kaum etwas zur Erklarung der Varianz beitragt, d.h. die Lactatwerte mit dem Alter kaum

korrelieren.

Abbildung 24: Multiple Regressionsanalyse der Untersuchungsgruppe

Plot of Residuals against Predicted Values
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Dieser Zusammenhang ist in der obersten Zeile folgender Graphik ebenfalls deutlich.

Abbildung 25: Graphische Zusammenfassung der einzelnen Analysen
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Einen nicht-linearen komplexen Zusammenhang kann man damit nicht vollig ausschlie3en.

Um dieser Frage nachzugehen, werden die Patientinnen nach dem Median (=34,5 Jahre) in
zwei Altersgruppen eingeteilt und diese Gruppen mit einem Lowess-smoother getrennt

untersucht.

In beiden Altersgruppen erkennt man, dass mit zunehmender Schwangerschaft hohe Lactat-
Spiegel haufiger vorkommen. Dadurch ergibt sich ein leichter Anstieg der Trendlinie, das
Maximum kénnte um SSW 30 liegen. Aber selbst diese Interpretation ist fraglich und kann
durchaus ein Artefakt der Datengewinnung sein: Die héchste Dichte liegt oberhalb von SSW
30, d.h. mit der héchsten Dichte ist dort auch die Wahrscheinlichkeit am Héchsten extreme
Werte in der Stichprobe zu haben. Ein weiteres Argument des Fehlens eines
Zusammenhangs zwischen SSW und Lactat ist, dass die Minima nicht kontinuierlich mit
SSW ansteigen. Allerdings ist in beiden Altersgruppen um SSW 30 ein Anheben der Minima
erkennbar, was ein Hinweis darauf ware, dass ein nicht-linearer Zusammenhang bestehen
konnte, der einen Anstieg bis etwa zur SSW 30 darstellt und dann wieder abfallt. In beiden

Kurven lasst sich dieses Muster erkennen.

Als GesetzmalBigkeit im Verlauf der Lactat-Spiegel in der Schwangerschaft bei Gesunden
konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender Schwangerschaft hohe Lactat-Spiegel
trendweise haufiger vorkommen. Das Alter der Patientinnen spielte hierbei nach unserer

Untersuchung keine Rolle.

Abbildung 26: Lowess-Smoother-Analyse der Untersuchungsgruppe nach Altersgruppen
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3.6. Untersuchung eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen
Lactat-Spiegel und SSW bei Candidose

Eine vergleichbare graphische Analyse wurde fir die Candidose durchgefiihrt. Wegen der

geringen StichprobengréfRe wurde die Tension von 0.75 auf 1.0 erhoht.

Man sieht deutlich die Abhangigkeit der Kurve von wenigen Datenpunkten. Generell kann
aber gesagt werden, dass ein geringer Abwartstrend angedeutet ist, der auch in den

Minimalwerten sichtbar ist.
Aber auch hier muss man eine Verzerrung durch die Stichprobennahme bedenken:

Bei langeren Schwangerschaftsdauern ist auch eine langere und ausgepragtere Candidose
wahrscheinlicher. Wenn diese den Lactat-Spiegel verringert, dann besteht nur scheinbar ein
Zusammenhang mit SSW, vielmehr besteht ein Zusammenhang zwischen der Dauer der

Erkrankung und dem Lactat-Spiegel.

Abbildung 27: Lowess-Smoother-Analyse der Kontrollgruppe nach Altersgruppen
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4. Diskussion

Das Patientengut, welches zwischen Marz 2002 und Oktober 2004 fir die Untersuchungen
herangezogen wurde, durchlief eine Reihe von Ausschlusskriterien, um mogliche
Storfaktoren, die sich auf die Lactatwerte auswirken konnten, zu eliminieren. Grof3ten Wert
wurde auf den aktuellen Gesundheitszustand gelegt, sowie auf mdgliche

Schwangerschaftsprobleme und Erkrankungen in der Vergangenheit.

Antibakterielle oder antimykotische Therapien mussten mindestens vier Wochen vor
Probenentnahme beendet sein, da sie wegen ihrer Veranderung des vaginalen Milieus die
Ergebnisse verzerren (Galask, R. P. 1988 / Garber, G. E. et al. 1989 / Ison, C. A. 1984 /
Klein, F. 1991 / Martius, G. et al. 1994 / Weissenbacher, E.R 2001 / Tara, T.S. 2004 /
Graser, Y. et al. 1997 / Kunzelmann, V. et al. 1996 / Fidel, P. et al. 1999).

Immunsupprimierte Patientinnen, die aus irgendeinem Grund eine starke Leukopenie
aufwiesen, wurden ebenfalls ausgeschlossen, da dies eine Candidose begulnstigen wirde
und somit die Ergebnisse verfalscht wurden (Mendling, W. 2002 / Kimmig, J. et al. 1961 /
Schnell, J. D. et al. 1972 / Mendling, W. et al. 1984 / Mendling, W. 1991 / Boerlin, P. et al.
1995/ Van Belkum, A. et al. 1994 / Clemons, K. V. et al. 1991 / Reagan, D. R. et al. 1990 /
Whelan, W. L. et al. 1990 / Scherer, S. et al. 1987 / Grillot, R. 1996 / Spinillo, A. et al. 1995 /
Moyal Barraco, M. 1996). Dies beinhaltet auch Patientinnen, die Medikamente einnahmen,
welche das Immunsystem beeinflussen, wie zum Beispiel Kortikosteroide, Interferone und
Zytostatiker. Das gleiche gilt flr Patientinnen mit einem diagnostizierten Diabetes mellitus,
da dies nach allgemeiner Lehrmeinung eine Candidose ebenfalls begtinstigt (Barousse, M.
M. et al. 2001 / Dan, M. et al. 2003 / Linhares, L. M. et al. 2001 / Maccato, M. L. et al. 1991 /
Saporiti, A. M. et al. 2001 / Wilton, L. et al. 2003 / Heizmann, W. et al. 1999 / Fidel, P. et al.
1996).

Klinische oder anamnestische Hinweise auf Infektionen in den vorausgegangenen 14 Tagen,
bewirkten ebenfalls einen Ausschlul aus dem Patientengut, da dies einerseits die
Immunabwehr senkt und zu einer erhdten Candida-Besiedlung flihren kann. Andererseits
nach Rodrigues et al. und Xu et al. eine vaginale Candidose wesentlich seltener zu
diagnostizieren ist, wenn gleichzeitig eine bakterielle Entziindung der Scheide vorliegt
(Rodrigues, A. G. et al. 1999 / Xu, J. et al. 2004). Zudem sind bestimmte Bakterienarten
ebenfalls in der Lage Lactat zu produzieren, was das Ergebnis verzerren wirde (Seliger et
al. 1997 / Wiesmann, E. 1982)

Schwangere, die bekannte Risiken fir Frihgeburten wie Zervixinsuffizienz,
Mehrlingsschwangerschaften,  Plazentationsstérungen, fetale  Missbildungen  oder

Uteruspathologie, Hypertonie, Niereninsuffizienz oder maligne Erkrankungen aufwiesen,
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wurden ebenfalls ausgeschlossen. Auch Frauen, die bereits eine Friihgeburt hatten, was auf
eine eventuelle nicht diagnostizierte Zervixinsuffizienz zurtickzuflihren ist, wurden nicht in
das Patientengut aufgenommen, damit diese Faktoren nicht zu moglichen Storfaktoren

werden.

Das Alter und die jeweilige Schwangerschaftswoche der Patientinnen bei Probenentnahme

sind zudem sehr variabel, was zu einer grof3en Bandbreite fuhrt.

Allgemein kann man sagen, dass das Patientengut sorgfaltig ausgesucht wurde, um
Storfaktoren so weit wie moglich zu eliminieren, aber trotzdem eine groRe Bandbreite

bezlglich Patientenalter und verschiedenen Schwangerschaftswochen beinhaltet.

Die verwendeten Gerate waren alle in einem funktionstiichtigen Zustand, sowie richtig
geeicht, falls dies erforderlich war. Die Auswahl der Gerate wurde aufgrund des neusten
Stands der Technik gefallt, damit eine genaue Messung der Werte gewahrleistet werden
konnte. Die Chemikalien, die fur die einzelnen Versuche benltzt wurden, entsprachen der
vorgegebenen Reinheit, wurden jeweils vorschriftsmafig gelagert und dosiert, und wurden
alle innerhalb ihrer angegebenen Haltbarkeit verwendet. Dies sollte somit zu einer moglichst

genauen Werteerhebung fiihren, um technische Stérgroflen auszuschlief3en.

Die Probenentnahme wurde von einem Gynadkologen nach allgemeiner Vorgehensweise
durchgefiihrt. Die Methode der Polymerase chain reaktion (PCR) sowie die ausgewahlten
statistischen Methoden, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind allgemein anerkannte
wissenschaftliche Vorgehensweisen, wurden bereits vielfach eingesetzt und haben sich bis
heute bewahrt. Gerade die Methode der PCR ermdglicht durch die Amplifikation von nur
geringen Mengen an pilzspezifischer DNA einen raschen und sensitiven Nachweis von
Candida und im Vergleich zu einem kulturellen Nachweis, einen schnelleren und vor allem
sensitiveren Weg zur Diagnose (Morace, G. et al. 1997 / Van Deventer, A. J. M. et al. 1995/
Holmes, A. R. et al. 1994 / Maiwald, M. et al. 1994 / Makimura, K. et al. 1994 / Crampin, A.
C. et al. 1993 / Hopfer, R. L. et al. 1993 / Kann, V. L. 1993 / Miyakawa, Y. et al. 1993 /
Niesters, H. G. M. et al. 1993 / Olsson, M. et al. 1993 / Burgener-Kairuz, P. et al. 1994 /
Miyakawa, Y. et al. 1992 / Buchman, T. G. et al. 1990).

Die Methode der Lactatmessung des vaginalen Milieus wurde in dieser Art noch nicht
beschrieben. Diese Vorgehensweise ist jedoch Stand der Technik um Lactatwerte des Blutes

zu messen (Schlegel, R. 1994).

Um mogliche Beeintrachtigungen der Lactatmessung des Scheidenmilieus auszuschlief3en,
wurden jeweils bei einer Blutprobe, sowie bei einer Vaginalsekretprobe eine Messung
durchgefiihrt und diese anschlieliend mit der gleichen Menge an Lactat angereichert.
Danach wurden die beiden Proben nochmals gemessen. Es stellte sich heraus, dass beide

Probenergebnisse um den gleichen Wert verandert waren. Dies zeigt, dass die
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Lactatmessung in beiden Medien gleichermalRen moglich ist und es im Vaginalmilieu zu
keiner Verzerrung der Messergebnisse kommt. Analog dazu wurden ebenfalls
Versuchsreihen mit geringer Lactatkonzentration, sowie mit hoher Lactatkonzentration
durchgefuhrt, um zu testen, ob sich unterschiedliche Messergebnisse bei Extremwerten
ergeben wirden. Dies konnte nicht bestatigt werden. Alle Messergebnisse veranderten sich

in beiden Medien stets gleich.

Bei 156 der 180 Patientinnen wurden mittels PCR keine Candidose-Erreger im Vaginalmilieu
nachgewiesen. Dieses Patientenkollektiv bildete die Untersuchungsgruppe. Ein positiver
Candidanachweis konnte in 24 der Falle diagnostiziert werden und wurde als Kontrollgruppe
gebildet. Diese Zahlen stimmen mit denen des Kulturnachweises Uberein, welcher bei der
Probenentnahme durchgeflihrt wurde. Auch die Anzahl der Falle, bei denen Candida
albicans und Candida glabrata Erreger bei den positiven Candidanachweisen vorgefunden
wurden, deckt sich mit denen des Kulturnachweises. In beiden Fallen konnte 18 mal Candida
albicans und 6 mal Candida glabrata nachgewiesen werden. Durch diese doppelte
Nachweismethode und der Ubereinstimmung der Daten, kann man von der Richtigkeit der

ermittelten Zahlen ausgehen.

Der Vergleich von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe zeigte beztglich dem Alter und
der Schwangerschaftswoche keinen signifikanten Unterschied. Obwohl im Laufe der
Schwangerschaft eine Erhohung der Hormone Ostron, Ostradiol und Ostriol im Blut
nachgewiesen werden kann (Labhart, A. 1974 / Garber, G. E. et al. 1989 / Ison, C. A. 1984 /
Larsen, B. et al. 1980) und dies eine Attraktivitatserhbhung des Vaginalepithels fiir Candida-
Erreger zur Folge hat (Sobel, J. D. et al. 1995 / Weissenbacher, E. R. 2001), konnten nicht
mehr Candidosen in hoéheren Schwangerschaftswochen beobachtet werden. Diese
Erkenntnis steht jedoch im Wiederspruch zu vielen Autoren, die berichten, dass der vaginale
Hefepilzbefall im dritten Trimenon am hdéchsten ist (Mendling, W. 1991 / Mendling, W. 1995/
Schnell, J.D. 1982 / Spitzbart, H. 1960 / Odds, F. C. 1988). Dies kann daran liegen, dass
wahrend der Schwangerschaft ebenfalls der vaginale Lactatgehalt ansteigt, was wie bereits

beschrieben eine Candidabesiedlung erschwert (Xu, J. et al. 2004).

Beide Gruppen weisen insgesamt keinen signifikanten Unterschied verglichen mit den
Lactatwerten auf. Dies wiederspricht der Erkenntnis von Sobel et al.. Danach (bt die
Lactobazillenflora ebenfalls eine Einflussnahme auf die Adhasion der Candida-Erreger an die
vaginale Schleimhaut aus. Eine gesunde, dichte Lactobazillenflora schiitzt durch das
Bedecken der Bindungsstellen die Vaginalschleimhaut vor einer Pilzbesiedelung (Osset, J. et
al. 2001 / Sobel, J. D. et al. 1981).

Das produzierte Lactat ist der Hauptbestandteil des sauren Vaginalmilieus, welches die
Vermehrung unter anderem von Candida-Erregern einschrankt und sogar die Erregeranzahl
reduziert (Klein, F. 1991 / Mahomed-Yunus S. Moosa et al. 2004 / Ifeoma B. E. et al. 2001 /
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Valore E. V. et al. 2002). Zudem ist die Adhasionsfahigkeit der Candida- Erreger an die

vaginale Schleimhaut durch einen niedrigeren pH-Wert verringert (Persi, M. A. et al. 1985)

Viele Lactobazillen sind neben der Lactatproduktion auch zur H,O, - Herstellung fahig,
welches das Wachstum der Candida -Erreger hemmt (Hillier, S. L. et al. 1992 / Rossel, G. A.
et al. 1996).

Eine reduzierte Lactobazillenflora begunstigt also Uber ein mikrobiologische Ungleichgewicht
eine Candidose, welche sich in den reduzierten Lactatwerten wiederspiegeln musste. Jedoch
fehlt der direkte Vergleich der Lactatwerte an ein und der selben Patientin mit und ohne
Candidose. Allgemein gesehen, kann jedoch diese Aussage mit den hier gewonnenen Daten

nicht unterstiutzt werden.

Andere Autoren, wie zum Beispiel Hawes, bezweifeln jedoch einen Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein von H,O, - produzierenden Lactobazillen und einem
gehemmten Wachstum der Candida —Erreger (Hawes, S. E. et al. 1996 / Mijac, V. D. et al.
2006 ).

Von H. Miller und K. Friese wird zudem der pH-Einflud auf ein Vorhandensein einer

vaginalen Mykose in Frage gestellt (Miller, H. et al. 2002)

Demnach spielen veranderte Lactatwerte in Bezug auf eine Candidose im vaginalen Milieu

keinerlei Rolle, was sich in den hier erhobenen Daten zeigt.

Die Abhangigkeit der Lactatspiegel von der Schwangerschaftswoche ist sowohl bei der
Untersuchungsgruppe, als auch bei der Kontrollgruppe nicht signifikant. Es besteht jedoch
eine gegenteilige Tendenz der beiden Gruppen, was im direkten Vergleich deutlich
signifikant ist. Bei den Patientinnen, die eine Candidose im Vaginalbereich hatten, konnte
eine Lactatwertverminderung bei steigender Schwangerschaftswoche beobachtet werden.

Bei den Gesunden verhielt sich diese Tendenz gegenteilig.

Die Ostrogene steigen wahrend der Schwangerschaft im Blutserum stetig an und bewirken
eine erhohte Lactobazillenzahl im Vaginalmilieu (Labhart, A. 1974 / Garber, G. E. et al. 1989
/ Ison, C. A. 1984 / Larsen, B. et al. 1980). Dadurch stabilisiert sich das saure
Scheidenmilieu wahrend der Schwangerschaft (Labhart, A. 1974 / Garber, G. E. et al. 1989 /
Ison, C. A. 1984 / Larsen, B. et al. 1980 / Xu, J. et al. 2004) und es ist mit einem Anstieg des
Lactatgehaltes im Vaginalmilieu zu rechnen. Diese Beobachtung kann aus den hier
erhobenen Daten unterstitzt werden, da bei den gesunden Patientinnen dieser Effekt zu

ersehen ist.

Bei langeren Schwangerschaftsdauern ist auch eine langere und ausgepragtere Candidose

wahrscheinlicher. Wenn diese den Lactat-Spiegel verringert, dann besteht nur scheinbar ein
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Zusammenhang mit SSW, vielmehr besteht ein Zusammenhang zwischen der Dauer der

Erkrankung und dem Lactat-Spiegel.

Eine altersabhangige Lactatwertveranderung konnte weder bei der Kontrollgruppe, noch bei
der Untersuchungsgruppe nachgewiesen werden, obwohl sie von einigen Autoren
beschrieben wird (Sobel, J. D. et al. 1995 / Weissenbacher, E. R. 2001). Diese beziehen sich
jedoch auf das &strogen- und gestagenbedingte Glucoseangebot im Epithel der

Vaginalschleimhaut, welches nach der Pupertat und vor der Menopause am hdchsten ist.

Da es sich in dieser Arbeit jedoch ausschlieRlich um schwangere Patientinnen handelte, die
alleine dadurch einen erhdhten Ostrogen- und Gestagenwert vorweisen konnten, kann dies
die Ursache dafir sein, dass die altersbedingten Hormonveranderungen nicht ins Gewicht

fallen.

Bei den Patientinnen mit Candidose ist ein leichter Abfall der Lactat-Spiegel mit der
Schwangerschaft erkennbar (r=0.226, Koeffizient -0.215), wahrend bei den Gesunden

allenfalls ein minimaler Anstieg feststellbar ist (r=0.141, Koeffizient 0.094).

In beiden Fallen sind mégliche Verzerrungen durch die Probennahme (Uberlagerung von
maoglicher Krankheitsdauer und SSW bei Kranken, mehr Datenpunkte in spateren Verlauf der
Schwangerschaft bei Gesunden) und die grofe Streuung zu bedenken. Wird dies in einer
ANCOVA berlcksichtigt, ergibt sich ein Unterschied im Lactatspiegel zwischen beiden
Gruppen (p=0.013). Eine graphische Inspektion der Daten bei Gesunden mit nicht-linearen
Regressionskurven lasst die Mdglichkeit zu, dass der Lactat-Spiegel bis um die SSW 30

leicht ansteigt und anschlieRend abfallt.

Der Zeitverlauf von Lactat wahrend der Schwangerschaft ware am genauesten durch

wiederholte Messungen an gleichen Individuen bestimmbar.

Der Stand der Technik erlaubt es heute schon Lactat auf eine einfache Weise, schnell und

genau zu messen, was in der Sportmedizin zu ersehen ist (Schlegel, R. 1994).

Es ist zudem ein korpereigener Stoff, sodass eine Schadigung der Patientin durch den
Marker ausgeschlossen ist (Loffler, G. 1999 / Stryer, L. 1995 / Zeek, A. et al. 1992). Auch die

Entnahme des Untersuchungsmaterials ist fur Mutter und Kind harmlos.

Die vaginale Lactatentnahme und Untersuchung ist nicht kostenintensiv, was Lactat

diesbezuglich zur Routinediagnostik eignet.

Vergleicht man die erwahnten Eigenschaften mit denen der bereits vorhandenen
Diagnosemoglichkeiten flir Candidose, wie Mikroskopie, Kulturnachweis, biochemische
Diagnostik, serologische und molekularbiologische Methoden, so ist das Lactat als Marker
diesbezuglich im Vorteil (Quindos, G. et al. 1997 / Sullivan, D. et al. 1998 / Baumgartner et
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al. 1996 / Sander, A. 1997 / Morace, G. et al. 1997 / van Deventer, A. J. M. et al 1995 /
Holmes, A. R. et al. 1994).

Die Mikroskopie erfordert viel Vorkenntnisse, ausreichend viel Zeit und ist dennoch sehr
anfallig fir Fehler (Quindos, G. et al. 1997 / Salkin, I. F. et al. 1987). Der Kulturnachweis ist
nach wie vor sehr zeitaufwendig (Soll, D. R. 1996 / Slutsky, B. et al. 1985) und die
biochemische Diagnostik dient lediglich zur Unterscheidung von verschiedenen Spezies. Als
Routinediagnose ist sie nicht geeignet (Odds, F. C. et al. 1997). Serologische
Untersuchungsmethoden sind sehr aufwendig, als alleiniger Nachweistest zu ungenau und
nur bedingt aussagekraftig, zudem ist diese Diagnoseform im Verhaltnis viel zu teuer, um flr
die Routinediagnostik eingesetzt zu werden (Sander, A. 1997 / Greenfield, R. A. et al. 1983)
Molekularbiologische Methoden sollen gut funktionierende konventionelle Methoden zur
Erregeridentifizierung nicht ersetzen, kdnnen aber bei Problemféllen eine wertvolle
Erganzung fiur die dermatomykologische Diagnostik vorzugsweise in fachstandigen
Referenzlaboratorien darstellen. Als alleinige Diagnoseform sind sie demnach ungeeignet.
Zudem erfordert diese Methode ein umfangreiches Equipment und ein sehr gut
ausgebildetes Personal, was diesen Test sehr teuer macht und schon deshalb nicht flir eine
Routinediagnostik geeignet ist (Odds, F. C. et al. 1997 / Kitch, T. T. et al. 1997 / Mendling,
W. 1993 / Quindos, G. et al. 1994)

Die Reproduzierbarkeit der gemessenen Lactatwerte konnte bestatigt werden, da jeder
Messvorgang wiederholt wurde und nur in Einzelfallen eine Abweichung von Uber 20% zu
verzeichnen war. Diese Abweichung war in allen Fallen jedoch durch ungenaues pipittieren

bedingt.

Eine Abhangigkeit der vaginalen Lactatwerte in Bezug auf eine Candida-Besiedlung bzw.
Infektion der Scheide haben sich durch die hier erbrachten Ergebnisse nicht bestatigt.
Allerdings ist zu erwahnen, dass kein direkter Vergleich der Lactatwerte von derselben
Patientin mit und ohne Candidanachweis erbracht wurde. Da das vaginale Milieu, mit der
Zusammensetzung der Lactobazillen und dem daraus resultierendem Lactatgehalt sehr
Patientenabhangig ist (Weissenbacher, E. R. 2001), kdénnte es dennoch einen

Zusammenhang geben, der hier aber nicht ersichtlich wurde.

Um die Lactatwerte aus dem Scheidenmilieu richtig deuten zu kdénnen, ist es ndétig, den
vaginalen Lactatspiegel bei gesunden Patientinnen in den einzelnen
Schwangerschaftsphasen (Schwangerschaftswochen) zu erheben, sowie das Alter der
Patientinnen mit den Lactatwerten zu vergleichen, um auf eine Kolonisation bzw. Erkrankung
des unteren Genitales durch Candida Ruckschliisse ziehen zu konnen, da sich diese
EinfluRfaktoren als Storfaktoren erweisen konnten. Sowohl das Alter, als auch die
Schwangerschaftswochen, konnten in dieser Arbeit nicht als mdgliche Storgroflen

identifiziert werden.
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5. Zusammenfassung

Wir haben die Veranderungen des vaginalen Lactatwertes in der Schwangerschaft
untersucht und statistisch valide Ergebnisse erreicht. Diese Grundlagenarbeit, welche im
Gesamtkonzept einer Lactat-bezogenen Candidadiagnostik steht, ist die Basis flir ein
weiteres Voranbringen dieses Projektes. Die Ergebnisse stellen dariber hinaus ein wichtiges

Grundlagenwissen Uber das vaginale Lactatmilieu in der Schwangerschaft dar.

Allgemein konnten mit den hier gewonnenen Ergebnissen, keinerlei Unterschiede bezlglich
dem Alter und der Dauer der Schwangerschaft zwischen den an Candida erkrankten
Patientinnen und den Gesunden festgestellt werden. Auch die Lactatwerte beider Gruppen

wiesen keinen signifikanten Unterschied auf.

Es konnte jedoch eine gegenteilige Tendenz der Lactatspiegel bezogen auf die
Schwangerschaftswoche zwischen Gesunden und der an Candida erkrankten Patientinnen

beobachtet werden, welche im direkten Vergleich deutlich signifikant war.

Als Gesetzmaligkeit im Verlauf der Lactatspiegel in der Schwangerschaft bei Gesunden
konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender Schwangerschaft hohe Lactatspiegel
trendweise haufiger vorkommen. Das Alter der Patientinnen spielte hierbei nach unserer

Untersuchung keine Rolle.

Lactat eignet sich als Marker fir die Candidadiagnostik bei Schwangeren nach den hier
erbrachten Ergebnissen nicht. Die allgemeinen Anforderungen an einen Marker werden zwar
erfullt, jedoch ist der Beweis fiir eine ausreichende Aussagekraft nicht erbracht worden. Es
konnten zwar Gesetzmaligkeiten im Verlauf der Lactatspiegel gezeigt werden, die aber in
dieser Form fir eine Diagnostik nicht ausreichend sind. Es ist zu erwahnen, dass wiederholte
Messungen, an ein und dem selben Individuum zu moglichen verwertbaren Ergebnissen
fuhren konnte, die eine Gesetzmaligkeit der Lactatspiegel bei an Candida erkrankten
Patientinnen aufzeigt. Der Grund dafir ist die extrem individuell gestaltete Vaginalflora, die

sich bei jeder Patientin anders gestaltet.
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8.

Anhang

Schwangere mit Pilzbefund (Kontrollgruppe)

Es wurden insgesamt 24 schwangere Patientinnen mit

Pilzbefund im Vaginalbereich

untersucht. In 18 der 24 Fallen wurde Candida albicans, in den restlichen sechs Fallen

Candida glabrata diagnostiziert.

Pat.#1| SSW | Pilzbefund Lactat-Messung 1 Lactat-Messung 2 | Mittelwert | Alter
mmol/| mmol/| mmol/I Jahre

2 31 C. albicans 0,97 1,12 1,05 27
16 20 C. albicans 229 24,5 23,7 31
20 13 C. albicans 4,57 4,71 4,64 29
25 25 C. albicans 12,2 14,1 13,2 30
26 17 C. albicans 3,91 4,52 4,22 29
39 28 C. albicans 6,85 7,61 7,23 38
47 32 C. albicans 5,56 55 5,53 39
48 31 C. glabrata 1,68 1,61 1,65 38
50 10 C. albicans 7,69 8,09 7,89 31
51 20 C. albicans 27,8 30,5 29,2 39
55 38 C. glabrata 5,12 4,77 4,95 34
59 34 C. glabrata 11,6 12,6 12,1 39
66 38 C. glabrata 10,1 10,7 10,4 39
77 14 C. albicans 29,8 31,7 30,8 36
80 8 C. glabrata 5,94 5,68 5,81 42
81 22 C. albicans 12,1 12,3 12,2 30
98 30 C. albicans 2,1 2,14 2,12 44
99 39 C. albicans 25,5 23,4 24,5 35
101 32 C. albicans 1,03 1,1 1,07 44
111 35 C. albicans 6,19 5,91 6,05 46
113 24 C. albicans 7,89 7,57 7,73 28
170 19 C. albicans 21,1 19,8 20,45 31
171 31 C. albicans 6,63 6,57 6,6 31
176 36 C. glabrata 7,82 7,95 7,89 29
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Schwangere ohne Pilzbefund (Untersuchungsgruppe)

im

156 gesunde schwangere Patientinnen, bei denen ein negativer Pilzbefund

Vaginalbereich diagnostiziert wurde, bilden die Untersuchungsgruppe.

Pat#1| SSW Lactat-Messung 1 Lactat-Messung 2 Mittelwert Alter

mmol/| mmol/| mmol/| Jahre

1 29 4,03 4,06 4,05 38
3 17 0,39 0,41 0,4 40
4 34 1,05 0,98 1,02 33
5 35 11,3 10,1 10,7 34
6 34 8,01 8,3 8,16 27
7 29 0,17 0,15 0,16 34
8 30 13 13,2 13,1 30
9 26 0,81 1,16 0,99 27
10 29 0,26 0,37 0,32 34
11 37 10,9 11,6 11,3 34
12 8 2,03 1,95 1,99 33
13 28 13,2 11,8 12,5 36
14 16 6,73 7,87 7,3 30
15 7 4,79 5,09 4,94 29
17 14 16,7 14,1 15,4 37
18 16 7,6 7,12 7,36 35
19 22 7,69 8,57 8,13 33
21 34 7,99 6,84 7,42 33
22 15 4,99 5,34 5,17 40
23 15 2,98 2,78 2,88 24
24 28 7,76 6,45 7,11 37
27 38 7,34 6,59 6,97 38
28 20 3,98 3,47 3,73 35
29 26 4,96 5,54 5,25 33
30 35 5,54 4,74 5,14 32
31 31 11,4 10,1 10,8 36
32 14 11,5 10,7 11,1 37
33 22 6,11 7,06 6,59 40
34 27 7,8 8,33 8,07 31
35 32 6,63 6,99 6,81 33
36 16 10,2 8,52 9,36 37
37 35 6,8 6,84 6,82 36
38 36 5,28 5,42 5,35 32
40 35 4,97 5,28 5,13 33
41 22 12,6 11 11,8 38
42 25 0,52 0,45 0,49 41
43 37 2,46 2,85 2,66 37
44 36 17,7 16,5 17,1 37
45 10 1,25 1,26 1,26 32
46 6 0,92 0,9 0,91 34
49 30 5,45 5,88 5,67 36
52 40 4,21 3,92 4,07 37
53 31 2,59 2,6 2,6 38
54 32 12,5 14,5 13,5 31
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Pat.#1| SSW Lactat-Messung 1 Lactat-Messung 2 Mittelwert Alter
mmol/I mmol/l mmol/l Jahre
56 8 1,8 1,59 1,7 34
57 18 1,64 1,52 1,58 44
58 34 7,65 8,61 8,13 34
60 37 5,86 5,88 5,87 36
61 30 8,67 9,66 9,17 35
62 37 511 5,24 5,18 38
63 29 21,8 18,9 20,4 30
64 35 6,08 6,63 6,36 36
65 38 7,49 7,31 7,4 35
67 38 9,6 11,2 10,4 34
68 33 6,13 7,09 6,61 38
69 17 10 11,3 10,7 31
70 38 19,9 21 20,5 33
71 12 3,27 3,53 3,4 34
72 37 15 14,9 15 38
73 37 11,2 9,68 10,4 36
74 8 8,22 8,21 8,22 38
75 37 16,4 15,9 16,2 38
76 37 9,36 9,46 9,41 31
78 27 7,22 6,84 7,03 39
79 34 3,01 3,35 3,18 41
82 34 4,65 4,43 4,54 36
83 30 7,1 6,75 6,93 38
84 35 5,87 6,87 6,37 38
85 33 3,81 4,31 4,06 41
86 35 4,48 4,52 4,5 41
87 39 5,33 5,32 5,33 36
88 36 7,74 7,83 7,79 41
89 34 11,5 9,6 10,6 30
90 34 7,45 8,22 7,84 38
91 34 4,23 4,66 4,45 37
92 27 7,03 5,99 6,51 35
93 30 4,88 4,67 4,78 39
94 37 3,77 4,12 3,95 41
95 28 13,2 13 13,1 35
96 32 15,4 16,7 16,1 38
97 37 5,11 4,69 4,9 35
100 31 10,6 10,2 10,4 35
102 24 4,05 4,46 4,26 31
103 20 16,4 14,5 15,5 33
104 36 11,7 12,1 11,9 35
105 30 3,88 3,61 3,75 32
106 28 8,5 8,62 8,56 34
107 20 2,16 1,93 2,05 28
108 22 5,12 4,86 4,99 37
109 38 17,8 16,2 17 35
110 23 16,7 14,2 15,5 37
112 34 3,33 3,54 3,44 32
114 38 5,68 6,49 6,07 29
115 40 16,4 18,2 17,3 35
116 36 8,17 8,17 8,17 31
117 37 1,9 1,7 1,8 29
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Pat.#1| SSW Lactat-Messung 1 Lactat-Messung 2 Mittelwert Alter
mmol/I mmol/l mmol/l Jahre
118 27 4,24 4,85 4,55 25
119 9 7,64 6,5 7,07 26
120 35 2,72 2,81 2,77 31
121 33 7,49 6,68 7,09 34
122 35 10,9 11 11 40
123 28 15,9 16,4 16,2 28
124 23 10,9 10,3 10,6 32
125 31 3,63 4,2 3,92 28
126 33 1,08 1,14 1,11 34
127 14 23,4 25,1 24,3 38
128 36 8,14 7,67 7,91 33
129 28 34,7 37,8 36,3 32
130 34 8,61 9,34 8,98 37
131 35 2,65 2,54 2,6 28
132 32 6,74 6,13 6,44 34
133 35 2,59 2,29 2,44 37
134 30 16,3 15,2 15,8 29
135 39 3,88 3,58 3,73 39
136 14 7,61 6,49 7,05 28
137 13 6,61 7,2 6,91 35
138 23 8,67 8,38 8,53 34
139 22 8,68 8,76 8,72 28
140 35 24,7 25,8 25,3 32
141 39 7,83 7,91 7,87 29
142 41 7,75 7,81 7,78 34
143 15 7,89 7,8 7,85 28
144 31 2,02 1,94 1,98 32
145 34 5,27 6,06 5,67 36
146 36 1,77 1,76 1,77 33
147 20 14 15,3 14,7 29
148 38 3,41 3,98 3,7 34
149 20 8,43 9,16 8,8 36
150 36 2,1 1,77 1,94 36
151 37 2,33 2,04 2,19 37
152 27 13,4 13 13,2 27
153 23 9,49 9,08 9,29 36
154 39 1,38 1,35 1,37 33
155 36 0,31 0,38 0,35 34
156 28 9,62 10,1 9,86 29
157 25 8,99 7,31 8,15 37
158 31 4,16 4,15 4,16 27
159 38 5,85 5,52 5,69 38
160 37 5,07 4,46 4,77 29
161 26 10,7 10,5 10,6 36
162 28 28,2 27,7 28 29
163 32 52 4,9 5,05 31
164 35 1,46 1,46 1,46 29
165 30 7,35 7,35 7,35 36
166 18 3,89 3,76 3,83 37
167 29 9,29 9,23 9,26 30
168 26 20,1 20,7 20,4 36
169 39 5,97 577 5,87 36
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Pat.#1| SSW Lactat-Messung 1 Lactat-Messung 2 Mittelwert Alter

mmol/I mmol/l mmol/l Jahre
172 33 5,04 4,66 4,85 33
173 11 2,61 2,84 2,73 35
174 12 0,54 0,49 0,52 32
175 24 13,5 14,7 14,1 31
177 37 22,9 21,5 22,2 36
178 33 24 2,43 2,42 37
179 19 4,87 4,96 4,92 30
180 16 9,63 8,77 9,2 32
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Gerate
Gelelektrophoreseapparatur, Typ HE 33 Hoefer, San Francisco, CA/USA
Spannungsquelle, Typ EPS 500/400 Pharmacia LKB,
San Francisco, CA / USA
Thermocycler, Typ 9600 Perkin Elmer, Norwalk,
Connecticut / USA
Lactat-Photometer, Typ DP 100 Diaglobal GmbH
Berlin, Deutschland
Tischzentrifuge, Typ Z 230 MR Hermle, Deutschland
Pipetten, Filter-Tips PE/PP Nerbe plus GmbH,
Winsen / Luhe, Deutschland
UV-Leuchtkasten, Typ N 90 UniEquip, Minchen, Deutschland
Vortexgerat, Typ VF 2 Janke & Kunkel,
IKA-Labortechnik, Deutschland
Wasserbad, Typ B3 Haake
Mikrowellengerat, Typ MC 653 Udo Classen GmbH
Deutschland
Wattetrager

3 ml Einwegspritzen

Eppendorfreaktionsgefalle



101

Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. Dr. E. R. Weissenbacher fiir die Uberlassung des Themas.

Herrn Prof. Dr. H. Spitzbart danke ich fiir seine unermudliche fachliche Beratung und flr die

organisatorische Unterstlitzung.

AuRerdem danke ich Herrn Dr. M. Wadepuhl fiir seine Hilfe bei statistischen Fragen und fir

seine Unterstltzung bei der Interpretation und Auswertung der Messergebnisse.

Frau Dr. V. Tolbert danke ich fir die fachliche Unterstiitzung und hilfreiche Zusammenarbeit,

sowie fur die Hilfe bei der Durchfiihrung der experimentellen Untersuchungen.



102

Lebenslauf
Name: Christian Dinse
Adresse: Kaulbachstr. 35
80539 Munchen
E-mail: chdinse@aol.com
Geburtsdatum: 11.04.1974
Geburtsort: Munchen
Nationalitat: deutsch
Familienstand: ledig
Schulabschluss: Juni 1995 Allgemeine Hochschulreife am Maria-
Theresia- Gymnasium in Minchen
Zivildienst: 1995-1996 Klinikum rechts der Isar

der Technischen Universitat Minchen


mailto:chdinse@aol.com

103

Studium:

Beruflicher Werdegang:

ab 1997

Juni 1998

Juli 2000

Juni 2004

Juli 2004

2004-2006

seit 2006

Studium der Zahnheilkunde an der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Naturwissenschaftliche zahnarztliche
Vorprufung an der Ludwig- Maximilians-

Universitat Minchen

Zahnarztliche Vorprufung an der Ludwig-

Maximilians- Universitat Minchen

Zahnarztliche Prufung an der Ludwig-

Maximilians- Universitat Minchen

Approbation als Zahnarzt von der

Regierung von Oberbayern

Assistenzzahnarzt in der

Gemeinschaftspraxis Dr. Rudiger Dinse
und Dr. Dr. Peter Michel in Kirchheim bei

Minchen

Niedergelassener Zahnarzt in der

Gemeinschaftspraxis Dr. Rudiger Dinse,
Dr. Dr. Peter Michel und ZA Christian

Dinse in Kirchheim bei Miinchen



	1. Einleitung 
	1.1. Candida-Problem in der Schwangerschaft 
	1.2. Bisherige Candida-Nachweismethoden 
	1.2.1. Mikroskopie 
	1.2.2. Kultur 
	1.2.3. Biochemische Diagnostik 
	1.2.4. Serologische Methoden 
	1.2.5. Molekularbiologische Methoden 

	1.3. Physiologische Vaginalflora 
	1.4. Pathologische Vaginalflora 
	1.5. Vaginale Mykosen 
	1.6. Lactat als möglicher Indikator für die gestörte Vaginalflora 
	1.6.1. Lactat 
	1.6.2. Allgemeine Stellung des Lactats im Stoffwechsel 
	1.6.3. Lactat im Vaginalmilieu 

	1.7. Problemstellung 
	2. Material und Methode 
	2.1. Patientengut 
	2.2. Material 
	2.2.1. Chemikalien für die Untersuchungsmaterialentnahme 
	2.2.2. Chemikalien für die DNA-Extraktion 
	2.2.3. Chemikalien für die Candida-PCR 
	2.2.4. Chemikalien für die Gelelektrophorese 
	2.2.5. Chemikalien für die Lactatbestimmung 

	2.3. Methode 
	2.3.1. Entnahme des Untersuchungsmaterials 
	2.3.2. Vorbereitung der Reagenzien 
	2.3.3. Untersuchungsmethode der Candidabestimmung mittels PCR 
	2.3.3.1. DNA-Extraktion 
	2.3.3.2. Durchführung der PCR 
	2.3.3.3. Gelelektrophorese 

	2.3.4. Untersuchungsmethoden der Lactatbestimmung 
	2.3.5. Statistische Methoden 


	3. Ergebnisse 
	3.1. Ergebnisse zum Candidanachweis mittels PCR 
	3.2. Vergleich der Parameter von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe 
	3.2.1. Altersvergleich von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe 
	3.2.2. Vergleich der SSW von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe 
	3.2.3. Vergleich der Lactatwerte von Untersuchungsgruppe und Kontrollgruppe 

	3.3. Analyse der Abhängigkeit der Lactatkonzentration von der SSW 
	3.4. Vergleich der Gruppen in Bezug auf die Lactatkonzentration unter Einbezug des Alters 
	3.5. Detaillierte Analyse der Lactatkonzentration der Patientinnen ohne Pilzerkrankung 
	3.6. Untersuchung eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen Lactat-Spiegel und SSW bei Candidose 

	4. Diskussion 
	5. Zusammenfassung 
	6. Abbildungsverzeichnis 
	7. Literaturverzeichnis 
	8. Anhang 


