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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Die ersten Angaben zur vaginalen Flora beruhten auf mikroskopischen
Untersuchungen und dann auf kulturellen Anzichtungen.

Dass die bakterielle Flora Ursache vaginaler Infekte sein kann, wurde
erstmals von Albert Doderlein 1892 in seiner Dissertation mit dem Titel
,Das Scheidensekret und seine Bedeutung flr das Puerperalfieber”
beschrieben. In Nativpraparaten ohne zuséatzliche Farbung oder Fi-
xierung war es ihm madglich Laktobazillen im Scheidensekret gesunder
Frauen sowie die Laktobazillen-arme Flora bei Frauen mit postpartaler
Endometritis aufzuzeigen (Donders, 2004). Sein Nachfolger K. Schroder
begann damit, die ersten Laktobazillus-Grade zu definieren: Grad |
entspricht dem einer gesunden Frau mit Uberlegenen Laktobazillen-
Morphotypen. Grad Il steht fur eine Mischflora, in der die Laktobazillen
teils durch andere Bakterien ersetzt sind. Beim Grad Ill kommen keine
Laktobazillen vor, nur andere Bakterien (Donders, 2004).

Durch die mikroskopischen und kulturellen Methoden wurde als
dominierende Spezies der Vaginalflora Lactobacillus acidophilus iden-
tifiziert. Neuere gentechnologische Methoden fiihrten jedoch zu weiteren
haufig vorkommenden Lactobazillen-Spezies, sowie anderen in der
Vaginalflora vorkommenden Bakterien (Witkin, 2007; Hill, 1984).

Die Vaginalflora einer gesunden Frau im geb&hrfahigen Alter besteht
demnach vorwiegend aus den Lactobazillen-Spezies L. crispatus, L.
iners, L. jensenii und L. gasseri (Witkin, 2007; Forsum, 2005; Falagas,
2006). Abweichend davon beschrieben andere Autoren als haufigste
Lactobazillen L. acidophilus und L. fermentum. L. plantarum, L. brevis, L.
jensenii, L. casei, L. delbrueckii und L. salivarus kommen laut ihnen

weniger haufig vor (Pascual, 2006; Larsen und Monif, 2001).
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Das Zusammenspiel des von den Milchsdurebakterien produzierten
sauren pH-Werts (4 - 4,5), der von Bakterien erzeugten antimikrobiellen
Produkte und die lokale Aktivitat des humoralen und zellularen Immun-
systems ermdglichen eine Abwehr gegen pathogene Mikroben (Witkin,
2007; Larsen, 1993). Das lokale Immunsystem wird durch die vaginalen
Epithelzellen aktiviert (Fidel, 2004; Witkin, 2007).

Die Produktion von Milchsaure und die von H,0O, gelten dabei als
wichtigster Schutz vor vaginalen Infektionen (Pascual, 2006; Larsen und
Monif, 2001; Eschenbach, 1989).

Fakultativ pathogene Bakterien wie Gardnerella vaginalis, B-Strepto-
kokken und E. coli, die zur vaginalen Flora dazugehtren, werden bei
einer intakten Scheidenflora durch die Lactobazillen in ihrem Wachstum
gehemmt und verursachen keine Infektionen (Larsen und Monif, 2001).
Candida albicans scheint bei bis zu 30% aller Frauen im geb&ahrfahigen
Alter ebenfalls Teil der Vaginalflora zu sein (Babula, 2005) und ist
tolerant gegenuber dem dort herrschenden sauren pH-Wert. Es kann
daher mit den Lactobazillen koexistieren (Larsen und Monif, 2001,
Falagas, 2006; Witkin, 2007; Hill, 1986). Eine Kolonisation mit Candida

albicans ist asymptomatisch (Larsen und Monif, 2001).

Vulvovaginalcandidosen (VVC) stellen nach wie vor ein signifikantes
Problem bei Frauen im gebahrfahigen Alter dar (Fidel, 1996).
Candida-Spezies verursachen in 20 bis 25% der Falle eine Candidose,
Ubertroffen nur von Bakterien in 40 bis 50% aller Falle (Trama, 2005).
Vor der Pubertat ist eine VVC selten, aber mit einem Alter von 25 Jahren
haben circa 50% aller Frauen mindestens eine klinisch diagnostizierte
Candidose der Scheide gehabt (Trama, 2005; Marrazzo, 2003).
Schéatzungsweise 75% aller Frauen haben mindestens einmal in ihrem
Leben mit einer solchen Candidose zu tun gehabt (Trama, 2005; Fidel,
2004).



Die symptomatische VVC prasentiert sich mit Symptomen wie Jucken,
Brennen, Wundsein, abnormalen Ausfluss und Rotung (Fidel, 2004).
Etwa 5% der Frauen erleiden mindestens einen Ruckfall, die rezi-
divierende Vulvovaginalcandidose. Treten die Rezidive vier- oder
mehrmals jahrlich auf, spricht man von der chronisch rezidivierenden
Vulvovaginalcandidose (CRVVC) (Weissenbacher, 2001).

Eine Besiedelung der Scheide mit Candida-Spezies verlauft in 15 bis
25% der Falle asymptomatisch (Fidel, 1996). Bei dieser Form werden
nur geringe Mengen gefunden, die vorwiegend als Blastosporen vor-
liegen, im Gegensatz zur pathogeneren Hyphenform bei der sympto-
matischen Form der Candidose (Fidel, 2004; Witkin, 2007).

Von den verschiedenen Candida Spezies ist Candida albicans der
hauptsachliche Verursacher einer VVC. Zwischen 80 und 92% aller VVC
weltweit werden durch diese Art verursacht (Trama, 2005). Danach folgt
Candida glabrata mit 4,5 %, Candida parapsilosis mit 3,9% und Candida
tropicalis mit 2,9% (Linhares, 2001).

Als préadisponierende Faktoren flr das Auftreten einer vaginalen
Candidose gilt ein erhohter Ostrogenspiegel auf Grund einer Schwanger-
schaft (Fidel, 1996; Fidel, 2004, Linhares, 2001; Xu, 2004; Cheng, 2006),
Einnahme von oralen Kontrazeptiva sowie Hormonersatztherapie (Fidel,
1996; Linhares, 2001; Cheng, 2006; Fosch, 2006). Jedoch enthalten
neuere orale Kontrazeptiva niedrigere Ostrogenmengen und verur-
sachen daher seltener Candidosen. Weitere Faktoren sind die Einnahme
von Antibiotika (Fidel, 1996; Fidel, 2004; Linhares, 2001; Cheng, 2006;
Fosch, 2006), Diabetes mellitus, die Einnahme von Immunsuppressiva
(Fidel, 1996; Fidel, 2004; Linhares, 2001; Cheng, 2006) und Stress
(Meyer, 2006).

Die meisten Frauen mit einer persistierenden Candidose haben jedoch

keine der pradisponierenden Faktoren, dies wird als primare CRVVC



beschrieben (Fidel, 1996; Fidel, 2004). Eine andere Gruppe kann diese
Faktoren nicht vermeiden, dies wird als sekundare CRVVC beschrieben
(Fidel, 2004). Die RVVC wird auch einer lokalen Immundefizienz

zugeschrieben (Fidel, 1996).

Uberblick pradisponierende Faktoren fiir eine VVC

Erhéhter Ostrogenspiegel durch:
Schwangerschaft
Kontrazeptiva / Hormonersatztherapie

Antibiotika
Diabetes mellitus
Immunsuppressiva

Stress

Tabelle 1: Uberblick tiber pradisponierende Faktoren fir das Auftreten einer VVC

Das menschliche Immunsystem besteht aus einem angeborenen
unspezifischen Anteil und einem erworbenen spezifischen Anteil, jeweils
mit humoralen und zellularen Komponenten.

Zu dem angeborenen humoralen Teil gehdren das Komplementsystem
und Interferone, zum zellularen Teil neutrophile Granulozyten, nattrliche
Killerzellen und Makrophagen (Oethinger, 2000; Thews, Mutschler,
1999).

Zu dem erworbenen humoralen Teil gehéren die Immunglobuline, zum
zellularen Teil die T-Lymphozyten und B-Lymphozyten (Oethinger, 2000;
Thews, Mutschler, 1999).

Die T-Lymphozyten unterscheidet man in die Typen CD8 (T-Killerzellen)
und CD4 (T-Helferzellen), diese noch mal in TH1- und TH2-Zellen.



Zytokine werden von T-Helferzellen und Makrophagen gebildet und
sezerniert und gehoren damit zur angeborenen und erworbenen
Immunabwehr (Oethinger, 2000; Thews, Mutschler, 1999).

Die zellvermittelte Immunitat (CMI) gilt als Hauptabwehrmechanismus
gegen die meisten mukdsen Candida-Infektionen (Wozniak, 2005) und
tritt bei Patienten mit Immunsuppression verstarkt auf. Daher wurde
postuliert, dass eine verminderte CMI eine wichtige Rolle bei einer RVVC
spielt (Fidel, 2004; Weissenbacher, 2005; Kosonen, 2006).

Obwohl eine humorale Beteiligung durch Nachweis von IgA und IgG im
Vaginalsekret, sowie das Auftreten von polymorphonuklearen Neutro-
philen (PMNs) auch auf eine Beteiligung des angeborenen Immun-
systems hinweist, scheint die CMI mit CD4-T-Zellbeteiligung der Haupt-
abwehrmechanismus zu sein (Fidel, 2004).

Man vermutet, dass bei einer asymptomatischen Besiedelung mit Can-
dida vorwiegend TH1-Zellen durch Makrophagen und PMNs stimuliert
werden. Diese schiitten dann IL-2 und Interferon-y aus. IL-12 aus Makro-
phagen stimuliert die TH1-Zellen (Fidel, 2004; Kosonen, 2006). Durch
diese Mechanismen soll das Candida-Wachstum limitiert werden (Fidel,
2004; Weissenbacher, 2000).

Durch exogene oder endogene Faktoren soll es bei der RVVC zu einer
verstarkten Stimulation von TH2-Zellen kommen, die IL-4, IL-5, IL-10 und
IL-13 ausschuitten. Dadurch wird die TH1-Zellaktivitat gedrosselt und
Candida wechselt in die pathogene Hyphenform. Das fuhrt wiederum zu
oben genannten Symptomen (Fidel, 2004; Kosonen, 2006).

Ferner wurden Prostaglandin E, und Candida-IgE Antikorper im Vaginal-
sekret gefunden (Fidel, 2004, Weissenbacher, 2004). Das Vorliegen von
Candida-IgE Antikérpern spricht fur ein allergisches Geschehen (Fidel,
2004; Fidel, 2007; Weissenbacher, 2000; Weissenbacher, 2005). So



wurden Candida-IgE Antikorper bei Patienten mit Allergien gefunden
(Ishiguro, 1992).

PGE, und Cyteinyl-Leukotriene sind bedeutende Entztindungs-
mediatoren, die auch bei allergischen Reaktionen eine zentrale Rolle
spielen. Sie wurden im Scheidensekret gefunden und verstarken die
Stimulierung von TH2-Zellen (Weissenbacher, 2005; Noverr, 2002).
Prostaglandin E,, ein Arachidonsaure-Metabolit, wird unter anderem in
Makrophagen gebildet (Witkin, 1988; Bonney, 1984) und hat
immunsuppressive Eigenschaften auf die CMI (Fidel, 2004; Kalo-Klein
und Witkin, 1990). Es vermindert die Produktion von IL-2 in TH1-
Lymphozyten und deren Proliferation (Fidel, 2004; Witkin, 1988; Noverr,
2002; Choualib, 1984). PGE, wird verstarkt bei einer CRVVC produziert
(Fidel, 2004; Weissenbacher, 2000; Weissenbacher, 2004), was u.a.
durch Histamin bedingt sein kdnnte (Fidel, 2004). Gleichzeitig wurden
auch vermehrt Candida-IgE-Antikoérper gefunden (Witkin, 1988).

PGE, scheint sogar auch von Candida albicans selbst produziert zu
werden (Noverr, 2002).

Cysteinyl-Leukotriene (LTC4, LTD4, LTE4) sind Metaboliten der
Arachidonsaure, welche mit Hilfe des Enzyms 5-Lipoxygenase aus LTA,
entstehen. Sie sind fur die Chemotaxis und damit die vermehrte
Wanderung von Leukozyten zum Entzindungsort verantwortlich
(Weissenbacher, 2005; Noverr, 2002). Sie stimulieren TH2-Zellen und
Eosinophile. Sie kénnen auch von Candida albicans selbst gebildet
werden (Noverr, 2002). Ein Leukotrien-spaltendes Enzym, die LT-
Hydrolase, wurde in Candida albicans gefunden (Cormack, 1994).
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Anti-inflammatorische Zytokine sind IL-4 und IL-10 (Weissenbacher,
2005).

Pro-inflammatorisch wirken das Zytokin IL-12 und die Mediatoren PGE,
und Cys-Leukotriene (Weissenbacher, 2005; Noverr, 2002; Cormack,
1994).

Interleukin-4 wird in TH2-Lymphozyten produziert (Fidel, 2004;
Weissenbacher, 2005; Kosonen, 2006). Es stimuliert die Differenzierung
von CD4-T-Zellen zu neuen TH2-Zellen, hemmt die Bildung von TH1-
Zellen und fahrt zur verstarkten Produktion von IgE. Dieses ist wiederum
far allergische Reaktionen verantwortlich (Fidel, 2004; Weissenbacher,
2005) und ist bei einigen Patientinnen mit CRVVC erhoht
(Weissenbacher, 2004; Kosonen, 2006).

Interleukin-10  wird in  TH2-Zellen produziert (Fidel, 2004,
Weissenbacher, 2005; Kosonen, 2006). Es hemmt die Bildung von TH1-
Lymphozyten und ist bei einigen Patientinnen mit CRVVC erhoht
(Weissenbacher, 2000).

Es gibt jedoch auch Untersuchungen die zeigen, dass keine
Unterschiede in der konstitutionellen sowie auch als Antwort auf Candida
bedingten IL-10 Produktion bestehen und pro-inflammatorische Zytokine
eine starkere Rolle spielen (Steele und Fidel, 2002).

Interleukin-12 stimuliert die Differenzierung von CD4-Zellen zu TH1-
Zellen und hemmt die Bildung von TH2-Zellen. Dies sieht man als
protektiven  Mechanismus gegen eine Candida-Infektion an
(Weissenbacher, 2005; Romani, 1997; Rogge, 1997).

IL-12 ist bei einem Teil der Patientinnen mit CRVVC erhoht
(Weissenbacher, 2000). Hier gibt es jedoch auch wieder Unter-
suchungen, die eine unverdnderte oder verminderte Bildung von IL-12

wahrend einer Candida-Infektion zeigen (Weissenbacher, 2000;
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Kosonen, 2006; Steele und Fidel, 2002). Eine verminderte Produktion
wirde auf eine Suppression der CMI hindeuten (Weissenbacher, 2000).

Zytokin Zusammenhang mit CRVVC

Candida-IgE Deutet auf allergische Reaktion auf Candida hin
Gesamt-IgE Deutet unspezifisch auf allergische Reaktionen hin
IL-4 TH2-Zellent,TH1-Zellen|, IgE-Produktion?

IL-10 TH1-Zellen]

IL-12 TH2-Zellen|, TH1-Zellen?t

PGE, IL-2], TH1-Zellen|

Mediator bei Entziindungen u. Allergien

Cys-Leukotriene TH2-Zellen?t

Chemotaktische Faktoren bei Entziindungen u. Allergien

Tabelle 2: Untersuchte Zytokine und ihre Bedeutung bei CRVVC

Entgegen oben genannten Kenntnissen ergaben neuere Unter-
suchungen, dass bei Frauen mit einer CRVVC ungeklarter Ursache
vermutlich keine verminderte CMI vorliegt. Stattdessen nimmt man eine
starke pro-inflammatorische Immunantwort durch PMNs und damit eine
vorrangige Rolle des angeborenen unspezifischen Immunsystems an
(Fidel, 1996; Fidel, 2005; Wozniak, 2005; Fidel, 2007; Barousse, 2005).
Man vermutet, dass bei einer VVC vaginale Epithelzellen Candida-
spezifische Antigene erkennen, pro-inflammatorische Zytokine frei-
gesetzt werden, dadurch Leukozyten einwandern und zu den typischen
Symptomen einer vaginalen Candidose flhren.
Frauen mit einer asymptomatischen Besiedelung von Candida sollen
Epithelzellen haben, die gegen kleine Mengen von Candida tolerant sind.
Frauen mit CRVVC sollen dagegen sehr intolerante Epithelzellen gegen
kleinste Mengen von Candida haben und damit sehr anfallig sein (Fidel,
2005; Fidel, 2007).
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Frauen mit akuten Candidosen und einer rezidivierenden Candidose, bei
der es nach ca. 4-12 Wochen zu einem Rickfall kommt, werden
kurzzeitig mit Antimykotika behandelt. Frauen mit chronisch rezi-
divierenden Candidosen erhalten eine Langzeitbehandlung mit Antimy-
kotika Uber mehrere Monate (Weissenbacher, 2001).

Die Behandlung mit Antimykotika ist wahrend der Einnahmezeit sehr
effektiv, aber nach Beendigung der Therapie haben etwa 50% aller
Frauen einen erneuten Ruckfall (Fidel, 2004).

Auch nach Langzeittherapie mit Fluconazol Uber 6 Monate blieben laut
einer Studie nur 43% der Frauen innerhalb von 10 Monaten nach
Beendigung der Therapie beschwerdefrei (Sobel, 2004).

Fluconazol ist ein Triazol, das die Ergosterol-Biosynthese von Hefepilzen
hemmt und damit fungistatisch bis fungizid wirkt (Cha und Sobel, 2004).
Durch den weit verbreiteten Gebrauch von frei verkauflichen Azolen und
dem Verschreiben von diesen ohne eindeutige Diagnose, haben sich
Resistenzen gebildet (Trama, 2005). Vor allem Candida glabrata ist
gegen viele Azole, vor allem auch Fluconazol, resistent und daher
schwer zu behandeln (Fidel, 1999).
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1.2 Fragestellung

Im Rahmen dieser Studie wurden Frauen mit einer diagnostizierten
CRVVC unter Langzeittherapie mit Fluconazol auf mdgliche Veran-
derungen von Immunparametern wahrend der Behandlung untersucht
und ein Pilznachweis durchgeflnhrt.

Veranderungen bestimmter Zytokine wahrend der Therapie konnten
Rickschliisse auf mogliche allergische und/oder entziindliche Vorgange
bei einer CRVVC zulassen und dadurch zu einer optimierten Therapie
verhelfen.

Eine Kolonisation mit Candida wurde mittels kultureller Anzlchtung,
sowie PCR-Nachweis Uberpriift.

Mittels ELISA wurden die Mengen der Zytokine IL-4, IL-10, 1l-12, PGE,,
Cys-Leukotrienen, Candida-IlgE und Gesamt-IgE im Vaginalsekret be-

stimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1. Allgemein

Material

Eppendorfgefalie (steril) 1,5 ml
Firma Eppendorf

Pipettenspitzen steril
Firma Sudlaborbedarf GmbH

Filter - Pipettenspitzen steril
Firma Sudlaborbedarf GmbH

Pipettenspitzen (unsteril)
Firma Perke GmbH

2.1.2. Candida-Kultur

Material

» Sabouraud Flissigagarmedium SAB B-T
Firma Biomerieux
 Chromagarplatten Candida

Firma BD Diagnostics

* Cryo — Rohrchen, 1,8ml

Firma Nunc

15



2.1.3. DNA-Extraktion

Material

Lyticase 25000 U
Firma Sigma

* QIAmp DNA Mini Kit

Firma Qiagen
* PBS

Firma Life Technologies
 EDTAOS5M
Firma Sigma

» Mercaptoethanol 2%ige Losung

Firma Sigma
2.1.4. Candida-PCR
Material

Eppendorfgefal3e (steril) 0,5 ml
Firma Eppendorf
e Primer ITS-3 (100 pM)
Firma Invitrogen
e Primer ITS-4 (100 puM)
Firma Invitrogen
» Tag-Polymerase Hot Start Tag Plus DNA Polymerase (250 U)
Firma Qiagen
 dNTP — Mix (dCTP, dGTP, dATP, dTTP) je 10mM
Firma Qiagen
* H,0 steril (Ampuwa)
Firma Fresenius Kabi
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» Farbpuffer 10x Coral Load PCR Buffer
Firma Qiagen

2.1.5. Gelelektrophorese

Material

TBE — Puffer Rotiphorese 10x
Firma Roth
» Agarose (for routine use)
Firma Sigma
e Ethidiumbromid 1%ige Losung
Firma Genaxxon Bioscience
» Marker DNA Ladder N 3231 S (100bp)
500ug/ml
Firma New England BioLabs
» Farbpuffer 5x DNA Blue Run
Firma Hybaid
» Polaroidfilme Polaroid 667

ISO 3000/DIN 36

2.1.6. ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay)

Material

» Cysteinyl Leukotriene Enzyme Immunoassay Kit
Firma Assay Designs Inc.
- Goat anti-Mouse IgG Mikrotiterplatten
- Cys-LT EIA Konjugat
- Cys-LT EIA AntikOrper
- pNpp — Substrat (p-Nitrophenolphosphat)

17



- Assay - Puffer (Tris-gepufferte Salzlésung)
- Waschpuffer (Tris-gepufferte Salzlosung)
- Stopplosung ( Phosphorsaurelésung)
- Cys-LT — Standard
» Prostaglandin E; Enzyme Immunoassay Kit
Firma Assay Designs Inc.
» Goat anti-Mouse IgG Mikrotiterplatten
- Alkalische Phosphatase PGE, Konjugat
- PGE; EIA Antikorper
- pNpp — Substrat (p-Nitrophenolphosphat)
- Assay - Puffer (Tris-gepufferte Salzlésung)
- Waschpuffer (Tris-gepufferte Salzlosung)
- Stopplosung ( Phosphorsaurelésung)
- PGE, - Standard
 Human IL-4 Immunoassay Kit
Firma Bioscource
- Human IL-4 Standard
- Standardverdinnungspuffer (8mM Azidlésung)
- Human IL-4 beschichtete Mikrotiterplatten
- Human IL-4 Biotin Konjugat
- HRP + Verdinnungslosung
- Waschpuffer (0.A.)
- TMB (Tetramethylbenzidin) Chromogen
- Stopplosung (0.A.)
 Human IL-10 Immunoassay Kit
Firma Biosource
- Human IL-10 Standard
- Human IL-10 beschichtete Mikrotiterplatten
- Human IL-10 Biotin Konjugat
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- Sonstiges s. IL-4
 Human IL-12 Immunoassay Kit
Firma Biosource
Human IL-12 Standard
Human IL-12 beschichtete Mikrotiterplatten

Human IL-12 Biotin Konjugat

Sonstiges s. IL-4
» Total Human IgE ELISA Assay Kit
Firma Alerchek Inc.
- Anti-Human IgE beschichtete Mikrotiterplatten
- HRP (Streptavidinperoxidase) konjugiertes mouse monoclonal
anti-human IgE
- TMB/Peroxid Chromogensubstrat |
- IgE Verdinnungslésung Specimen Diluent green II
- Stopplésung 0,5N Schwefelsaure
- IgE — Standard
* Human Allergen Specific IgE ELISA Blood Assay Kit
Firma Alerchek Inc.
- Allergen beschichtete Mikrotiterplatten
- HRP konjugiertes goat monoclonal anti-human IgE
- TMB/Peroxid Chromogensubstrat |l
- Stopplésung 0,5N Schwefelsaure

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung des Reinheitsgrades

Zunachst wurden die Vaginalabstriche in der gynakologisch-
mikrobiologischen  Sprechstunde von Professor Weissenbacher,
Frauenklinik, Klinikum Grol3hadern, vom jeweils untersuchenden Arzt

abgenommen.
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Danach wurde mit Hilfe eines Wattestdbchens etwas Scheidensekret auf
einen Objekttrager ausgestrichen, ein Tropfen 0,9%ige Kochsalzlésung
dazugegeben und der Abstrich unter dem Mikroskop angesehen, um den
Reinheitsgrad der Scheide zu bestimmen. AulRerdem wurde auf
Vorkommen und Anzahl von Laktobazillen, Epithelzellen, anderen

Bakterien und Leukozyten untersucht.

2.2.2 Candida-Kultur

Vaginalabstriche

Mit Hilfe einer 2ml Spritze wurde eine 0,9%ige Kochsalzlosung in die
Scheide eingebracht, mit einem Wattestabchen die Kochsalzlésung mit
dem Scheidensekret des hinteren Scheidengewoélbes vermengt und
anschlie3end mit der gleichen Spritze wieder aufgenommen.

Die Abstriche wurden nach Lagerung im Kuhlschrank (7C) am darauf

folgenden Tag verarbeitet.

Aufbereitung der Vaginalabstriche fiir PCR und ELISA

Die 2ml Spritzen wurden kurz auf einem Schiuttler durchmischt und je
1ml des Materials in zwei Eppendorfgefale dberfihrt. Nach
Abzentrifugieren (2min, 5000rpm) wurde der Uberstand in ein Cryo -
Rohrchen pipettiert und die Pellets in den EppendorfgefalRen gelassen.

Die so gewonnenen Proben wurden bei -75T eingefror en.
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Anlegen von Pilzkulturen

Jeweils drei bis vier Tropfen des Vaginalabstriches wurden in die
Ro6hrchen mit Flissigagar tberfihrt, kurz durchmischt und anschlieRend
far 72h bei 37C im Brutschrank inkubiert.

Nach 72h wurden die Kulturen visuell und mikroskopisch untersucht.
Visuell konnte bei Vorliegen einer positiven Probe eine deutliche
Trubung des Flissigagars und Gasentweichung beim Offnen des
Rohrchens festgestellt werden. Diese Proben, sowie auch tribe Proben
ohne Gasentweichung, wurden mikroskopisch untersucht.

Unter 400-facher VergroRerung konnte unterschieden werden, ob die
Tribung des Mediums durch Pilzkolonien oder Bakterienkolonien
zustande kam.

Auf Grund der unterschiedlichen Morphologie der Hefepilzarten konnte
eine Unterscheidung in unterschiedliche Spezies vorgenommen werden.

Diese Nachweismethode ist wissenschatftlich jedoch nicht anerkannt.

Morphologische Merkmale

Spezies Morphologie

Candida albicans grol3e, runde Sprof3zellen

Candida glabrata deutlich kleinere runde Sprof3zellen
Candida krusei ovale, langliche, grol3e Sprof3zellen
Candida parapsilosis ovale, langliche, kleine Sprof3zellen
Candida tropicalis ovale, rundliche Sprof3zellen

Saccharomyces cerevisiae sehr kleine, rundliche Sprof3zellen

Tabelle 3: Morphologische Merkmale der einzelnen Candida-Spezies
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Um eine sichere Unterscheidung der einzelnen Spezies zu erreichen,
wurden die Candida — positiven Proben auf Chromagarplatten ausge-
strichen und 72h im Brutschrank bei 37T inkubiert.

Die jeweiligen Candida-Arten ergaben unterschiedliche Farbreaktionen,
die durch Hydrolyse von chromogenen Substanzen des Chromagars

zustande kamen.

Chromagarfarbung

Spezies Farbe
Candida albicans Grin
Candida glabrata Rosa
Candida krusei Hellrosa
Candida tropicalis Blau

Tabelle 4 :farbliche Identifizierung der Spezies mittels Chromagarfarbung

Candida parapsilosis und Saccharomyces cerevisiae konnten mittels
Chromagar nicht identifiziert werden. Die Proben wurden zur

Speziesbestimmung in das mikrobiologische Labor der Klinik geschickt.

Abbildung 1: Beispiel fir eine Chromagarplatte zur Differenzierung der Candida-

Spezies, Quelle: Fluorpraktikum I, Weissenbacher, medifact publishing, 2. Auflage
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2.2.3 DNA-Extraktion

Das nach Aufbereitung des Vaginalabstriches gewonnene Pellet wurde
far die DNA - Extraktion verwendet.

Alle Schritte, auRer dem Zentrifugieren, wurden unter der Laminar-
flowbox durchgefihrt.

Die Pellets wurden abzentrifugiert (1min, 10900rpm), der Uberstand
(PBS = Phosphate Borate Saline) abgenommen und die Pellets mit
100ul Lyticase resuspendiert. Zum Aufbrechen der Pilzzellwand wurden
die Proben mit der Lyticase fur 1h bei 37T im Wass erbad inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Proben abzentrifugiert (3min,
10900rpm), der Uberstand abgenommen und die Pellets mit 180ul ATL-
Puffer versetzt, auf einem Schuttler durchmischt, und noch 20ul
Proteinase K dazugegeben. Es folgte eine weitere Inkubation ftr 1h bei
56T im Wasserbad um die Pilzzellen und andere Zellen zu lysieren
sowie Proteine abzubauen.

Nachfolgend wurden die Proben abzentrifugiert (1min, 10900rpm) und
200ul AL-Puffer dazugegeben, auf einem Schittler durchmischt und flr
weitere 10min bei 70C im Wasserbad inkubiert um we itere Zell-
bestandteile zu lysieren.

Die Proben wurden erneut abzentrifugiert (1min, 10900rpm), 96%iger
Ethanol dazugegeben und auf einem Schuttler durchmischt, um die DNA
auszufallen.

Die anschlielRenden Schritte dienten der Aufreinigung der DNA.

Die Losung wurde auf die QIAmp — Saule gegeben, abzentrifugiert
(Imin, 8000rpm), die Saule in ein 2ml R6hrchen dberflhrt, und 500ul
AW1-Puffer dazugegeben. Danach wurde wieder abzentrifugiert (1min,
8000rpm), die Saule in ein neues 2ml Roéhrchen gegeben und 500ul
AW?2-Puffer dazugegeben. Nach einem weiteren Zentrifugierschritt

(8min, 10900rpm), wurde die Saule in ein 1,5ml Eppendorfgefal}
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Uberfuhrt, 100ul AE-Puffer dazugegeben und 5min bei RT stehen
gelassen. Dieser letzte Schritt wurde zweimal durchgefiihrt und diente
der Elution der DNA.

Die aufgereinigten Proben mit der DNA wurden bei -20<C eingefroren.
Alle Substanzen, aul3er der Lyticase entstammten dem Qiagen DNA Mini
Kit.

Ansatz der Lyticase - Losung 0,1%

Lyticase 8,6mg
PBS 6,7ml
0,5M EDTA 1,7ml
2% Mercaptoethanol 0,168ml
8,6ml

Davon wurden 1ml Aliquots gemacht und bei -20C ein gefroren,

2.2.4 Candida-PCR

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) dient der Vervielfaltigung eines
beliebigen Abschnitts in einem DNA — Molekdl, der anschliel3end mittels
Gelelektrophorese sichtbar gemacht wird. Mit Hilfe der PCR kdénnen sehr
geringe DNA — Mengen nachgewiesen werden, die zum Beispiel in

einem kulturellen Nachweis nicht zu sehen waren.

Alle Arbeiten, bis auf das Zentrifugieren, wurden unter der Laminar-

flowbox durchgefihrt.
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Als Primer dienten:
o ITS-3

Basensequenz: 5" - GCA TCG ATG AAG AACGCAGC -3
e ITS-4

Basensequenz: 5°- TCC TCC GTC TAT TGA TATGC - 3

Jede PCR wurde mit einer Negativkontrolle und zwei Positivkontrollen
durchgefiihrt. Erstere diente zur Uberprifung eventueller Verun-
reinigungen beim Ansetzen der Proben, letztere zur Bestimmung der

Candidaspezies.

Kontrollen:
* Negativkontrolle: steriles H,O
» Positivkotrolle 1: Lerch 1 (Candida albicans)

» Positivkontrolle 2: Lerch 2 (Candida glabrata)

Es wurde jeweils ein Probenmix angesetzt. Davon wurden je 49ul in die
0,5ml Eppendorfgefalle vorgelegt und anschlieBend je 1ul DNA
dazupipettiert, die Proben auf einem Schittler durchmischt,
abzentrifugiert (1min, 10900rpm) und in den Thermocycler (PCR -
Gerat) gestellt.
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PCR — Mix pro Probe

Primer ITS-3 (20uM) 2,5ul
Primer ITS-4 (20uM) 2,5ul
Taq — Polymerase (2,5U) 0,5ul
PCR — Puffer (1x) 5,0ul
dNTP — Mix (10mM) 1,0ul
DNA 1,0ul
steriles H,O 37,5ul

50,0ul

Die Primer wurden 1:5 verdinnt.
Die Taq — Polymerase wurde 1:100 verdunnt.
Der PCR — Puffer wurde 1:10 verdinnt.

Im Thermocycler wuden insgesamt 40 Zyklen durchlaufen.

Ablauf eines Zyklus

Reaktionschritt Temperatur (C)
Vorstufe 95
Denaturierung 95
Hybridisierung 49
Verlangerung 72
Finaler 72

Extensionsschritt

Tabelle 5: Reaktionsschritte bei der PCR
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Wahrend der Vorstufe wird die Denaturierung des DNA — Doppelstrangs
eingeleitet und die Hot Start Tag-Polymerase aktiviert.

In der darauffolgenden Denaturierung wird dieser aufgeldst, so dass
zwei Einzelstrange entstehen.

Wahrend der Hybridisierung lagern sich die Primer an die Einzelstrange
an.

Wahrend der Verlangerung erfolgt die DNA — Synthese und damit die
Vervielfaltigung des gewiinschten DNA — Abschnitts.

Der finale 10 min dauernde Schritt dient der Vervollstandigung aller
verlangerten DNA — Abschnitte, da nicht alle Bruchstlicke wahrend der

Verlangerungsphase vollstandig verlangert werden.

2.2.5 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese werden die bei der PCR entstandenen
DNA — Fragmente nach ihrer GroRe aufgetrennt. Durch Mitlaufenlassen
eines Markers mit DNA - Fragmenten bekannter Grof3e kann das
gesuchte Candida — DNA — Fragment abgelesen werden. Dies erfolgt
unter UV — Licht, die DNA wird durch Zugabe von Ethidiumbromid zum
Gel sichtbar gemacht.

Zunéchst wurde der TBE — Puffer hergestellt, der als Laufpuffer und fir

die Zubereitung des Gels diente.

1x TBE — Puffer (Tris Boric EDTA)

10x TBE 100ml
Steriles H,O ad 1000ml
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Herstellung des Gels

375mg Agarose wurden mit 25ml TBE in ein Becherglas gegeben,
gemischt, dann gewogen und anschlie3end in der Mikrowelle erhitzt bis
eine klare L6sung entstand. Das Becherglas wurde erneut gewogen und
der Wasserverlust durch Verdampfung mit gereinigtem Wasser
ausgeglichen.

Nach einer kurzen Abkuhlphase wurden 2ul einer 1%igen
Ethidiumbromidlésung zur Agaroselésung dazupipettiert, untermischt
und anschlielRend in eine Vorrichtung ausgegossen, die Gelkdmme in

die Vorrichtung gehéangt und das Gel erharten gelassen.

Elektrophorese

Die Gelkamme wurden aus dem Gel herausgezogen und das Gel in der
Vorrichtung in die Gelkammer gestellt. Danach wurde soviel 1x TBE —
Puffer in diese gegeben, bis das Gel vollstdndig bedeckt war.

Nun wurden 1pl Marker mit 0,5ul Farbpuffer versetzt und die Lésung in
die erste Geltasche pipettiert. In die n&chsten drei Taschen wurden je 8ul
der Positiv- und Negativkontrollen pipettiert, in die anderen Taschen je
8ul der Proben.

Bei einer Stromstarke von 100mA und einer Spannung von 200V liefen

die Banden etwa 15min, danach war etwa die halbe Laufstrecke erreicht.
AnschlielRend wurde das Gel aus der Gelkammer entnommen und die

DNA - Fragmente unter UV — Licht (254 nm) sichtbar gemacht. Das

Ergebnis wurde mittels einer Polaroidkamera fotografiert.
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Abbildung 2: Beispiel fur eine Polaroidaufnahme eines Gels mit unter UV-Licht
sichtbaren Banden der Candida-Spezies

Spur 1: Marker

Spur 2: Negativkontrolle

Spur 3: Positivkontrolle Lerch 1 (Candida albicans) 330bp

Spur 4: Positivkontrolle Lerch 2 (Candida glabrata) 290bp

Spur 5-8: Proben

In diesem Bild sind die Proben der Spuren 5 und 8 auf Candida albicans

positiv.

2.2.6 ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay)

Allgemein

Diese Methode dient der quantitativen Bestimmung von Antikérpern oder
Antigenen. Man unterscheidet zwei Systeme, das Competitive-ELISA
und das Sandwich-ELISA.

Bei Ersterem wird das fur den Antikorper spezifische Antigen an die
Mikrotiterplatte gebunden und der zu bestimmende Antikérper bindet

daran. An den Antikérper bindet ein weiterer enzymgekoppelter
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Antikorper (Konjugat). Durch Zugabe eines Chromogensubstrats erfolgt

eine Farbreaktion mit dem Enzym (alkalische Phosphatase oder

Streptavidinperoxidase), welche photometrisch ausgewertet werden

kann.

Bei Letzterem wird der fur das zu bestimmende Antigen spezifische

Antikorper an die Mikrotiterplatte gebunden und das Antigen bindet

daran. Der restliche Ablauf entspricht dem Competitive-ELISA.
Competitive-ELISA: Gesamt-IgE, Candida-IgE, Cys-LT, PGE,

Sandwich-ELISA: IL-4, IL-10, IL-12

Zur Bestimmung der jeweiligen Zytokinkonzentration wurden die nach

Aufbereitung gewonnen Uberstande der Vaginalabstriche verwendet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 |Xx X X X X X X X X X
B S2 S2 | X X X X X X X X X X
C S3 |S3 |x X X X X X X X X X
D B B X X X X X X X X X X
E X X X X X X X X X X
F X X X X X X X X X X
G X X X X X X X X X X
H X X X X X X X X X X

Abb. 3: Beispiel fir eine Mikrotiterplatte mit 96 Wells, S=Standard, x=Proben, B=
Blank(Nullwert)
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2.2.6.1 Gesamt-IgE und Candida-IgE

Protokoll Gesamt — IgE

Alle Reagenzien und Material, aulRer Wasser, Geraten und Pipetten,
entstammten dem Kit.
Zunéchst wurden alle Reagenzien auf RT gebracht und der 15x
Waschpuffer 1:15 mit gereinigtem Wasser verdinnt.
Anschlieend wurden die Standards und die Proben in die Mikrotiter-
platten pipettiert.
In die ersten zwei Reihen der Mikrotiterplatte wurden nach
Durchmischen auf dem Schiittler je 10ul der Standards gegeben. Die
Standards mussten nicht verdinnt werden und hatten drei
unterschiedliche Konzentrationen:

« High (400U/ml)

e Medium (200U/ml)

e Low (100U/ml)
In die restlichen 10 Reihen wurden nach Durchmischen auf dem
Schttler je 10ul der Proben pipettiert.
Mit Hilfe einer 8-fach Pipette wurden je 90ul der grinen Verdinnung-
sloésung in die Wells pipettiert und die Mikrotiterplatte mit Mikrotiter-
streifen abgedeckt.
Es erfolgte eine Inkubation bei RT flr 2h.
Danach erfolgte ein viermaliger Waschschritt mit dem verdinnten
Waschpuffer. Dazu wurden die Wells mit dem Waschpuffer gefullt,
ausgeschiittet und auf Zellstoff zum Abtrocknen ausgeklopft.
Nach Zugabe von je 100ul des Enzymkonjugats in alle Wells erfolgte
eine weitere Inkubation ftr 2h bei RT.

Es erfolgte ein weiterer viermaliger Waschschritt.
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Nun wurden je 100ul des Chromogensubstrats dazugegeben und
weitere 30min bei RT inkubiert. Die LOsungen verfarbten sich
unterschiedlich stark gelb.

AbschlieRend wurden je 100ul der Stopplésung dazupipettiert und die
Proben photometrisch bei 450nm mit Referenzwellenlange 492nm

ausgewertet.

y = 184,53%> + 1082,5x* + 53,551x - 0,428
Gesamt-IgE RZ=1

450

400 -

350 A

300 -

250 A -
200 —&— Reihel

150 /

~ == Polynomisch

100
% % (Reihe1)
0 -

0,000 0,200 0,400 0,600
OD 450 nm

Konz [pg/ml]

Abbildung 4: Beispiel fur eine Standardkurve von Gesamt-IgE

Anhand der drei verwendeten Standardlésungen mit bekannter Konzen-
tration, wurde mit Hilfe des Programms Excel eine Standardkurve
angefertigt und anhand der daraus erhaltenen Regressionsgleichung die

Probenkonzentration berechnet.

Abweichungen bei Candida — IgE

Dieses Kit enthielt keine Standards, sodass die photometrisch erhal-
tenen Ergebnisse direkt fur die Auswertung verwendet wurden.

Es wurden je 100ul Probenlésung in die Wells pipettiert und ohne
Zugabe einer Verdlinnungslosung 2h inkubiert.

Die Waschschritte erfolgten je flinfmalig.
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Bei diesem Assay wurden keine Standardlésungen mit bekannter
Konzentration verwendet, die erhaltenen Werte werden daher als
optische Dichte (OD) angezeigt und laute Assay-Protokoll in unter-

schiedliche Klassen eingeteilt:

oD Klasse
0,000 - 0,250 Negativ
0,251 - 0,350 1

0,351 - 0,450 2

0,451 - 0,550 3

> 0,550 4

Tabelle 6: Einteilung der Messergebnisse bei Candida-IgE in Klassen

2.2.6.2 PGE, und Cys-LT

Protokoll PGE,

Alle Reagenzien und Material, aulRer Wasser, Geraten und Pipetten,
entstammten dem Kit.

Zunachst wurden alle Reagenzien auf RT gebracht, der Waschpuffer
1:20 mit gereinigtem Wasser verdunnt und der Assay — Puffer 1:10 mit
gereinigtem Wasser verdinnt.

AnschlieRend wurde aus der Standardlosung (50.000pg/ml) eine
Verdinnungsreihe hergestellt. In die sieben beschrifteten Eppendorf-
gefalle wurde der verdiinnte Assay — Puffer vorgelegt, in das erste
Gefald wurden 1000ul pipettiert, in die anderen sechs Gefal3e je 500ul.
Aus dem ersten Gefal3 wurden 50ul wieder entnommen und 50ul des

Standards dazugegen. Nach Durchmischen auf dem Schittler wurden
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500ul aus Gefal3 1 entnommen und in Gefal3 2 pipettiert, so wurde bis
Gefal3 7 weiterverfahren.

Daraus entstanden folgende Standardkonzentrationen:

2500pg/ml, 1250pg/ml, 625pg/ml, 313pg/ml, 156pg/ml, 78,1pg/ml,
39,1pg/ml

Zusatzlich zu der Standardverdinnungsreihe gab es noch den B, — Wert
mit Opg/ml Standard (nur verdinnter Assay - Puffer)und einen Blank —
Wert (Nullwert).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
A Blank | S3 | x X X X X X X X X X
B Blank | S3 | x X X X X X X X X X
C Bo S4 | X X X X X X X X X X
D Bo S4 | X X X X X X X X X X
E S1 S5 | X X X X X X X X X X
F S1 S6 | X X X X X X X X X X
G S2 S7 | X X X X X X X X X X
H S2 S7 | X X X X X X X X X X

Abb. 5: Schema der Beflllung einer Mikrotiterplatte, S=Standard, x=Proben

In die Bo-, Standard- und Probenwells wurden je 100ul L6sung
pipettiert. Dazu kamen je 50ul des blauen Konjugats und je 50ul des
gelben Antikorpers, woraufhin die Losungen grin wurden. Die Blank —
Wells blieben leer.

Auf einem Plattenschittler (500rpm) wurden die mit Klebestreifen
abgedeckten Platten 2h bei RT inkubiert.

Es erfolgte ein dreimaliger Waschschritt.

In alle Wells wurden je 200ul des pNpp — Substrates pipettiert und

weitere 45min bei RT inkubiert.




AnschlielRend wurden je 50ul der Stopplésung in alle Wells dazugegeben
und die Proben photometrisch bei 405nm mit Referenzwellenlange
562nm ausgewertet.

Es handelte sich hierbei um ein so genanntes Verdrdngungsassay, d.h.
je hoher die photometrisch ausgelesenen OD-Werte waren, desto
niedriger war die Konzentration an PGE,. Aul3erdem wurden die OD-
Werte in Prozent an gebundenem Antikdrper umgerechnet, z.B.
entsprechen 100% gebundener Antikdrper 0% Zytokin.

Abweichungen bei Cys - Leukotrienen

Mit dem Kit werden LTC,, LTD,4, LTE, bestimmt.

Die Standardkonzentration betrug 25.000pg/ml. Bei der Verdlinnungs-
reihe wurden sechs Standardverdinnungen hergestellt. In das erste
Eppendorfgefald wurden 900ul Assay — Puffer vorgelegt und 100ul
Standardkonzentrat dazupipettiert. Die restlichen Verdinnungsschritte
entsprechen obigem Protokoll.

Standardkonzentrationen:

2500pg/ml, 1250pg/ml, 625pg/ml, 313pg/ml, 156pg/ml, 78,1pg/ml

Nach Zugabe des pNpp — Substrates wurde 2h bei 37C auf dem

Wasserbad liegend inkubiert.
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2.2.6.31L-4, IL-10 und IL-12

Protokoll IL-4

Alle Reagenzien und Material, aul3er Wasser, Geraten und Pipetten,
entstammten dem Kit.
Alle Reagenzien wurden auf RT gebracht, der 25x Waschpuffer 1:25 mit
gereinigtem Wasser verdinnt und 120ul des 100x HRP — Konzentrats
mit 12ml der HRP — Verdinnungslésung versetzt.
Der Standard (10000pg/ml) wurde mit Standardverdinnungslosung
geldst und 10min bei RT stehen gelassen. Dann wurden 50ul Standard
und 950ul Verdlinnungslosung in ein Eppendorfgefald tberfuhrt, das
fuhrte zu einer Konzentration von 500pg/ml. In sieben weitere Gefal3e
wurden je 300ul dieser Losung vorgelegt und aus GefaR 1 300ul
entnommen und in Gefald 2 pipettiert. So wurde bis Gefald 7 verfahren,
das letzte Gefal’ enthielt nur Verdiinnungslésung.
Erhaltene Standardkonzentrationen:
500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 15,6pg/ml,
7,8pg/ml, Opg/ml
Zusatzlich zur Standardverdinnungsreihe gab es noch einen Blank—
Wert (Nullwert) und einen Chromogen-Blank-Wert.
Nun wurden die Wells der Mikrotiterplatte befillt. In zwei Blank-Wells
wurden je 100ul Standardverdinnungslosung pipettiert, dann je 100ul
der verdinnten Standards und der Proben in die dafuir vorgesehen Wells
pipettiert.
In alle Wells, bis auf die Chromogen-Blanks, wurden noch je 50ul des
Konjugats dazugegeben und fur 2h bei RT inkubiert.
Es erfolgte ein viermaliger Waschschritt.
Danach wurden in alle Wells, auRer den Chromogen-Blanks, je 100ul
HRP-LAsung pipettiert und weitere 30min bei RT inkubiert.
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Es erfolgte ein viermaliger Waschschritt.

Nun wurden je 100ul des Chromogens gegeben und fur weitere 30min
bei RT im Dunkeln (Schublade und Alufolie) inkubiert. Die Losungen
verfarbten sich unterschiedlich stark blau.

Nach Zugabe von je 100ul der Stopplésung konnten die Ergebnisse
photometrisch bei 450nm mit Referenzwellenlange 492nm ausgewertet
werden. Anhand der verwendeten Standardlésungen mit bekannter
Konzentration, wurde mit Hilfe des Programms Excel eine Standardkurve
(s. Abbildung 4) angefertigt und anhand der daraus erhaltenen
Regressionsgleichung die Probenkonzentration berechnet.

Diese Auswertung trifft auch auf IL-10 und IL-12 zu.

Abweichungen bei IL-10

Die Standardkonzentration betrug 5000pg/ml.

Es wurden 50ul Standard mit 450ul Standardverdinnungslosung
versetzt. Die Verdunnungsschritte wurden mit je 200ul aus dem
vorherigen Eppendorfgefal und je 200ul Verdlinnungslosung hergestellt.
Erhaltene Standardkonzentrationen:

500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 15,6pg/ml,
7,8pg/ml, Opg/ml

In die Blank- und Standard-Wells wurden je 50ul Verdinnungslosung
pipettiert. Danach wurden je 50ul der Standardverdinnungen
dazugegeben. Die Proben-Wells wurden mit je 50ul Probenlésung und je
50ul Inkubierungspuffer versetzt.

Vor der Zugabe von je 100ul Konjugat wurde bereits 2h bei RT inkubiert

und es erfolgte schon ein Waschschritt.
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Abweichungen bei IL-12

Die Standardkonzentration betrug 5000pg/ml.

Es wurden 100ul Standard mit 900ul Standardverdinnungslésung
versetzt.

Die Verdinnungsschritte entsprachen denen bei IL-10.

In die Blank-Wells wurden je 50ul Verdiinnungslosung pipettiert, in die
Standard- und Proben-Wells ebenfalls je 50pl.

Es wurden je 100ul des Konjugats dazugegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Berechnungen

Die Auswertung wurde mit den Programmen Excel und SPSS gemacht.
Die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde bei den Zytokinen je
nach Gruppe mit den jeweils gultigen statistischen Tests durchgefihrt:
 Vergleich Gruppe Diflucan Anfang/6 Wochen/3 Monate mit
Kontrolle und Cipro/Nys mit Kontrolle
Mann-Whitney-U-Test
» Vergleich Gruppe Diflucan Anfang/ 6 Wochen/ 3 Monate
Kruskal-Wallis-Test
* Vergleich Probel und Probe 2 der gleichen Patientinnen in
zeitlichem Abstand bei Diflucan-Einnahme

Wilcoxon-Test
Ein statistische Signifikanz besteht bei einem p-Wert<0,05.
Die Diagramme veranschaulichen bei Reinheitsgrad, Kultur und PCR die

Haufigkeiten und bei den Zytokinen die Medianwerte der einzelnen

Parameter.
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3.2 Auswabhlkriterien und Datenerfassung der Proban-

dinnen

Alle Probandinnen wurden in der gynakologisch-mikrobiologischen
Sprechstunde von Professor Weissenbacher, Frauenklinik, Klinikum
Grof3hadern, ausgewahlt.

Auswahlkriterien waren die klinische Diagnose CRVVC und die
Behandlung mit dem Antimykotikum Fluconazol (Diflucan®, 200mg,
Firma Pfizer).

Die Probandinnen kamen entweder neu in Behandlung oder waren dies
bereits.

Die Probandinnen der Kontrollgruppe wurden in der allgemeinen
Sprechstunde von Professor Weissenbacher, Frauenklinik, Klinikum
GrolRhadern, ausgewahlt. Sie kamen zur Krebsvorsorge und hatten
keine Beschwerden.

Als Daten wurden Alter, Krankheiten, die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva, Hormonersatztherapie, Allergien und Nikotinabusus
erfasst. Ferner wurden die Patientinnen befragt, seit wann sie eine
CRVVC hatten und welche therapeutischen MalRnahmen im Vorfeld
ergriffen wurden.

Als mogliche pradisponierende Faktoren hatten nur 1% der Patientinnen
Diabetes mellitus, 40% nahmen orale Kontrazeptiva und 4% nahmen
Hormonersatzpraparate.

34% der Patientinnen hatten Allergien, vor allem Heuschnupfen und
Kontaktallergien.

Die untersuchten Frauen gaben an, seit mindestens 1 Jahr und maximal
20 Jahren mit einer CRVVC zu tun zu haben. Alle gaben an, dass die
Anwendung von lokal wirksamen Antimykotika sowie die kurzfristige

Einnahme von Fluconazol keinen bleibenden Erfolg hatte.
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Das durchschnittliche Alter in der CRVVC-Gruppe war 38 (17 bis 84
Jahre), in der Kontrollgruppe 46 (31 bis 79 Jahre) und in der Cipro/Nys-
Gruppe 36 (24 bis 80 Jahre).

Ziel war es, von allen Patientinnen der CRVVC-Gruppe zwei Proben in
zeitlichem Abstand zu nehmen, davon eine vor und eine wéhrend
Behandlung. Da die Patientinnen jedoch zum Teil nur einmal wahrend
der Zeit der Probensammlung angetroffen wurden oder unterschiedliche
Abstande zwischen den Terminen in der Sprechstunde lagen, wurde

folgende Gruppeneinteilung vorgenommen:

Gruppe Diflucan Anfang (dif_anf = n=74
vor Fluconazol-Einnahme)

Gruppe Diflucan 6 Wochen (dif_6wo = n=30
6-wochige Fluconazol-Einnahme)

Gruppe Diflucan 3 Monate (dif_3mo = n=72
mind. 3-monatige Fluconazol-Einnahme)

Gruppe Behandlungsverlauf (Probel, n =50
Probe2 =

zwei Proben der gleichen Patientinnnen

vor und wahrend Fluconazol-Einnahme)

Gruppe Cipro/Nys n=12
(Beginn der Anwendung von

Ciprofloxacin/Nystatin-Ovula)

Kontrollgruppe n =40

Tabelle 7: Gruppeneinteilung der Patientinnengruppen und Kontrollgruppe
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Das Behandlungsschema laut Professor Weissenbacher war:
» 2x wochentlich Diflucan® fir 6 Wochen

e 1x wochentlich Diflucan® fir mindestens 3 weitere Monate

Zum Teil bekamen die CRVVC-Patientinnen auf Grund eines
gleichzeitigen Bakterienbefalls der Scheide Ovula mit Cipro-
floxacin/Nystatin statt Diflucan verordnet.

Zusammensetzung der Vaginalovula(14 Stick):

Ciprofloxacin 150mg
Nystatin 100.000 IE

3.3 Reinheitsgrad

Der Reinheitsgrad der Scheide wird nach Richter und Weissenbacher
unterteilt in:
* RHGO
Nur Epithelzellen, kaum Mikroorganismen
 RHG1
Zahlreiche Doderleinstabchen, keine Bakterien
 RHG?2
Wenig Ddoderleinstdbchen, tberwiegend Bakterien, Leukozyten
* RHG3

Keine Doderleinstdbchen, massenhaft Bakterien und Leukozyten

Hierbei steht ein RHG 1 fir eine gesunde Vaginalflora und ein RHG 3 flr

eine abnormale Vaginalflora.
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Gruppe n N fehlend Reinheitsgrad (%) (Anzahl n)

0 1 2 3
Diflucan 30 44 0 20,3(15) 12,2(9) 8,1(6)
Anfang
Diflucan 12 18 3,3(2) 26,7(8) 6,7(2) 3,3(2)
6 Wochen
Diflucan 30 42 0 29,2(21) 6,9(5) 5,6(3)
3 Monate
Diflucan 22 28 0 26,0(13) 10,0(5) 8,0(4)
Probe 1
Diflucan 22 28 2,0(2) 34,0(17) 6,0(3) 2,0(2)
Probe 2
Cipro/Nystatin 7 5 0 33,34 O 25,0(3)

Tabelle 8: Anzahl, Anzahl fehlend(nsniend) Und Haufigkeit der Reinheitsgrade in den

einzelnen Gruppen

Bei der Kontrollgruppe wurde kein RHG untersucht.
Pilze wurden mikroskopisch wahrend der Sprechstunde bei keiner

Patientin entdeckt.

Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der Veran-
schaulichung der Ergebnisse aus Tabelle 8. Die prozentuale Verteilung
der Reinheitsgrade in den einzelnen Gruppen sind in den Balken-

diagrammen nochmals angegeben.
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Abbildung 6: Haufigkeit der Reinheitsgrade bei Patientinnengruppen

Der RHG 1 tritt zu allen Behandlungszeitpunkten am haufigsten auf
steigt mit zunehmender Behandlungsdauer an. Die RHG"s 2 und 3 sind
weniger  haufig  vertreten und sinken mit  zunehmender

Behandlungsdauer ab. In der Gruppe mit 6-wochiger Behandlung tritt
auch der RHG 0 auf.
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g 25 | o
g 15 o3
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Behandlungsverlauf

Abbildung 7: Haufigkeit der Reinheitsgrade beim Behandlungsverlauf der gleichen
Patientinnen



Bei den Patientinnen, von denen zwei Proben vor und wahrend der
Therapie mit Fluconazol genommen wurden, Uberwiegt der RHG 1
deutlich, der RHG 2 und 3 sind leicht abnehmend, bei der zweiten Probe
(wéahrend Behandlung) tritt auch der RHG 0 auf.

RHG

35 333

30
25

25

oo
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o2
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15

Haufigkeit(%)

10

Cipro/Nys
Gruppe

Abbildung 8: Haufigkeit der Reinheitsgrade bei Cipro/Nys-Gruppe

In der Ciprofloxacin/Nystatin-Gruppe treten nur die RHG s 1 und 3 auf.

3.4 Candida-Kultur

Eine kulturelle Anzichtung wurde mit allen Patientinnen- und der
Kontrollgruppe vorgenommen.

Mit der Gruppe Dif_gesamt wurden die Gruppen Diflucan Anfang,

-6 Wochen und -3 Monate zusammengefasst, um eine prozentuale
Verteilung des Kulturnachweises bezogen auf alle Gruppen darzustellen

und mit der PCR zu vergleichen.
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Gruppe n n Kultur(%) Candida-Art(%)(Anzahl n)
telend  (Anzahl n)

Pos Neg C.alb. C.glab. S.cerev.
Diflucan 49 25 20,3(15) 45,9(34) 17,6(13) O 2,7(2)
Anfang
Diflucan 29 1 0 96,7(29) O 0 0
6 Wochen
Diflucan 72 0 2,8(2) 97,2(70) 0O 1,4(1)  1,4(1)
3 Monate
Dif_ges 150 26 11,3(17) 88,6(133) 76,2 6,1 17,8
(obige drei
Gruppen)
Diflucan 25 25 14,0(7) 36(18) 14,0(7) 0 0
Probe 1
Diflucan 50 0 0 100(50) 0 0 0
Probe 2
Cipro/Nys 12 0 33,3(4) 66,7(8) 25,0(3) 0 0
Kontrolle 40 O 0 100(40) 0 0 0

Tabelle 9: Anzah(n), Anzahl fehlend(nsnendg) und Haufigkeit der Pos/Neg-

Kulturnachweise und Candida-Art in den einzelnen Gruppen

Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus Tabelle 9. Die Prozentangaben
der Kulturergebnisse bzw. der Candida-Spezies in den einzelnen

Gruppen sind in den Balkendiagrammen nochmals angegeben.
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Abbildung 9: Haufigkeit der Pos/Neg-Kulturen bei der Cipro/Nys-Gruppe

Die Kontrollgruppe war zu 100% negativ. In der Ciprofloxacin/Nystatin-

Gruppe waren 2/3 der Patientinnen in der Kultur negativ und 1/3 positiv.
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Abbildung 10: Haufigkeit der Pos/Neg-Kulturen bei den Patientinnengruppen

Die Zahl der Kultur-positiven nahm bei der Gruppe mit 6 Wochen-

Behandlung bis fast auf Null ab, wahrend die Zahl der Kultur-negativen

dort deutlich zunahm und auch

in der Gruppe mit 3-monatiger

Behandlung bei fast 100% negativ blieb.
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Abbildung 11: Haufigkeit der Pos/Neg-Kulturen beim Behandlungsverlauf der

gleichen Patientinnen

In obigem Diagramm wurde der Behandlungsverlauf bei den gleichen
Patientinnen dargestellt. Vor der Behandlung mit Fluconazol (Probe 1)
waren 14% der Patientinnen Kultur-positiv und 36% Kultur-negativ,

wahrend der Behandlung mit Fluconazol (Probe 2) waren 100% der

Patientinnen Kultur-negativ.
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Abbildung 12: Haufigkeit der einzelnen Candida-Spezies

Candida albicans ist die mit 76,2% am haufigsten vorkommende

Spezies, die eine Pilzinfektion der Vagina verursacht, nur zu 6,1% ist

Candida glabrata der Verursacher.
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In 17,8% der Falle wurde Saccharomyces cerevisiae in der Kultur
nachgewiesen. Der Nachweis von Saccharomyces cerevisiae erfolgte
durch Einsenden einer Probe an das mikrobiologische Labor der Klinik
und wurde dort mittels kultureller Anziichtung nachgewiesen.

Eine Besiedelung der Vagina mit S.cerevisiae ist saprophytar und meist
apathogen, jedoch kann es auch zu den Symptomen einer Pilzinfektion
kommen.

In der Ciprofloxacin/Nystatin-Gruppe war auch Candida albicans (25%)

neben Candida parapsilosis (8,3%) der Hauptverursacher.

3.5 Candida-PCR

Um zu Uberprifen, ob eine Kolonisation mit Candida in Mengen vorliegt,
die flr eine kulturelle Anzichtung zu niedrig sind, wurden alle
Patientinnen- und die Kontrollgruppe mittels PCR untersucht.

Mit der Gruppe Dif_gesamt wurden die Gruppen Diflucan Anfang, 6
Wochen- und 3 Monate Behandlung zusammengefasst, um eine
prozentuale Verteilung des PCR-Nachweises bezogen auf alle Gruppen

darzustellen und mit dem Kulturnachweis zu vergleichen.
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Gruppe n

Diflucan Anfang 72

Diflucan 30
6 Wochen

Diflucan 72
3 Monate
Dif_gesamt 174
(obige drei
Gruppen)

Diflucan 50
Probe 1

Diflucan 50
Probe 2

Cipro/Nystatin 11
Kontrolle 40

n

fehlend

PCR(%)(Anzahl n)

Pos
36,5(27)
36,7(11)

26,4(19)

32,8(57)

34,0(17)

30,0(15)

41,7(5)
0

Neg
60,8(45)
63,3(19)

72,2(52)

66,7(116)

66,0(33)

70,0(35)

50(6)
100(40)

Candida-Art(%)(Anzahl n)

C.albicans
36,5(27)
33,3(10)

23,6(17)

31,0

34,0(17)

30,0(15)

41,7(5)
0

C.alb+C.glab
0
3,3(2)

2,8(2)

1,7

Tabelle 10: Anzahl, Anzahl fehlend(nsenieng) Und Haufigkeit der PCR-Nachweise und

Candida-Art in den einzelnen Gruppen

Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der

Veranschaulichung der Ergebnisse aus Tabelle 10. Die Prozentangaben

der PCR-Ergebnisse

in den einzelnen

Balkendiagrammen nochmals angegeben.
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Abbildung 13: Haufigkeit der PCR-Positiven/Negativen bei der Cipro/Nys-Gruppe

Die Kontrollgruppe ist zu 100% negativ. In der Ciprofloxacin/Nystatin-

Gruppe ist die Verteilung Positiv/INegativ etwa gleich, jedoch ist die

Gruppe auch sehr klein.
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Abbildung 14: Haufigkeit der PCR-Positiven/Negativen bei den Patientinnengruppen

Vor Fluconazol-Einnahme sind nach PCR-Nachweis 36,5%
Patientinnen Candida-positiv und 60,8% Candida-negativ. In der Gruppe
mit 3-monatiger Behandlung sind 26,4% Candida-positiv und 72,2%

Candida-negativ.

51




PCR

80
70
60 -
50
40 | 34 30
30
20 -
10 |

-
(o)

66

0O PCR Pos
B PCR Neg

Haufigkeit(%)

Probe 1 Probe 2

Behandlungsverlauf

Abbildung 15: Haufigkeit der PCR-Positiven/Negativen beim Behandlungsverlauf der
gleichen Patientinnen

Obige Ergebnisse wurden auch fir den Behandlungsverlauf von den

gleichen Patientinnen bestéatigt.
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Abbildung 16: Haufigkeit der einzelnen Candida-Spezies durch PCR-Nachweis

Candida albicans ist der Hauptverursacher eine vaginalen Pilzinfektion.
Selten liegt eine Besiedelung mit C.albicans und C. glabrata vor.

Das Vorkommen von Saccharomyces cerevisiae und C. parapsilosis
konnte mittels PCR nicht untersucht werden, da keine Positivproben der

beiden Spezies als Vergleich vorlagen.
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Nachfolgend werden die Nachweismethoden kulturelle Anzichtung und

PCR miteinander verglichen.

Nachweis Pos(%)(Anzahl n) Neg(%)(Anzahl n)
Kultur 11,3(57) 88,6(17)
PCR 32,8(116) 66,7(133)

Tabelle 11: Vergleich der Methoden PCR und Kultur der Gruppe Dif_gesamt

Vergleich Kultur/PCR

100 886
90 A

80
70 A
60
50 A
40
30 -
20
10 A

66,7

OPos
32,8 -] Neg

Haufigkeit(%)

Kultur PCR

Abbildung 17: Vergleich der Haufigkeiten der Pos/Neg-Ergebnisse bei den Methoden
Kultur und PCR

Aus obiger Graphik wird deutlich, dass mit Hilfe der PCR 21,5% mehr
Patientinnen mit einer positiven Candida-Besiedelung nachgewiesen
werden konnten. Die PCR ist daher eine genauere Nachweismethode
als die kulturelle Anzichtung, da hierbei auch kleine Mengen an Pilz-
DNA nachgewiesen werden kénnen.

Es wird aber auch deutlich, dass der Grol3teil der Patientinnen, die mit
der Diagnose CRVVC in die Sprechstunde kommen, keine nachweisbare

Pilzinfektion hat.
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Vergleich Kultur/PCR
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Abbildung 18: Vergleich der Haufigkeiten der Kultur/PCR-Positiven und —Negativen

in den einzelnen Patientinnengruppen

Mit obigem Diagramm soll nochmals verdeutlicht werden, dass eine
kulturelle Anziichtung schon bei der Gruppe mit 6 Wochen Behandlung
sowie auch der mit 3 Monaten Behandlung deutlich gesenkt wird.
Dagegen sind in den Gruppen vor Behandlung (36,5%) und 6 Wochen
Behandlung (36,7%) etwa gleich viele Patientinnen PCR-positiv, in der
Gruppe mit 3 Monaten Behandlung sinkt die Zahl auf 26,4% ab.



3.6 Gesamt-IgE

Gruppe n
Diflucan 62
Anfang

Diflucan 28
6 Wochen

Diflucan 59
3 Monate

Diflucan Probe 42
1
Diflucan Probe 42
2

N fenlend

12

13

Median

(pg/mi)

0,15

0,20

0,10

0,10

0,0

Max

(pg/mi)

17,10

6,50

6,0

17,10

6,50

Min p-Wert
(pg/ml)

0,0 0,707}
0,0

0,0

0,0 0,848

0,0

Tabelle 12: Median/Max/Min der Konzentration an Gesamt-IgE in den einzelnen Gruppen,

'=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl; Nsnens= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate
Kontrolle
Cipro/Nystatin

Kontrolle

62
28

59

39
10
39

N fenhlend

12
2

13

Median

(pg/mi)
0,15
0,20

0,10

0,0

0,0
0,0

Max

(pg/ml)
17,10

6,50

6,0

6,0

3,60
6,0

Min p-Wert
(pg/ml)
0,0 0,031*
0,0

0,014
0,0

0,087
0,0
0,0 0,952*
0,0

Tabelle 13: Median/Max/Min der Konzentration an Gesamt-IgE in den einzelnen Gruppen,

l=Mann-Whitney-U-Test; n=Anzahl; Nineng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 12 und 13. Die
medianen Konzentrationen an Gesamt-IgE in den einzelnen Gruppen

sind in den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

Zwischen der Cipro/Nys-Gruppe und der Kontrolle ist kein Unterschied

des Gesamt-IgE zu sehen (p=0,952), daher wurde hier auf ein Diagramm

verzichtet.
Gesamt-IgE
0,25
0,2
0,2

j,—_; 0,15
S 0,15
o R
\g 0,1 HReihel
5 01
(5]
=

0,05 A

0
0 - T T T
dif_anf dif_6wo dif_3mo Kontrolle
Zeitpunkt

Abbildung 19: Vergleich der Konzentratione (Mediane) an Gesamt-IgE in den
Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe

Vor Behandlung und in der Gruppe mit 6 Wochen Behandlung ist die
Konzentration an Gesamt-IgE gegeniber der Kontrolle signifikant erhoht
(p=0,031; p=0,014), in der Gruppe mit 3-monatiger Behandlung sinkt die
Konzentration an Gesamt-IgE ab und ist nicht mehr signifikant erhoht
(p=0,087).

Innerhalb der Patientinnen-Gruppen besteht zwischen den Zeitpunkten

nach Einnahme von Fluconazol kein signifikanter Unterschied (p=0,707).
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0,02

Probe 1

Behandlungsverlauf

Probe 2

Abbildung 20: Vergleich der
Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen

Konzentrationen (Mediane) an Gesamt-IgE

im

Auch der Behandlungsverlauf bei den gleichen Patientinnen zeigt das

Absinken des Gesamt-IgE, das jedoch nicht signifikant ist (p=0,848).
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3.7 Candida-IgE

Gruppe n
Diflucan 67
Anfang

Diflucan 30
6 Wochen

Diflucan 65
3 Monate

Diflucan Probe 45
1
Diflucan Probe 45
2

N fehlend

Median

(OD)

0,054

0,051

0,054

0,054

0,057

Max

(OD)

0,165

0,086

0,110

0,165

0,102

Min

(OD)

0,019

0,03

0,032

0,019

0,03

p-Wert

0,647*

0,3507

Tabelle 14: Median/Max/Min der Konzentration an Candida-IgE in den einzelnen Gruppen,

'=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test n=Anzahl; N¢enens= Anzahl fehlend:;

Gruppe n

Diflucan Anfang 67

Diflucan 30
6 Wochen
Diflucan 65
3 Monate
Kontrolle 40

Cipro/Nystatin 10
Kontrolle 40

N fenhlend

Median
(OD)
0,054
0,051

0,054

0,049
0,052
0,049

Max
(OD)
0,165
0,086

0,110

0,107
0,132
0,107

Min
(OD)
0,019
0,03

0,032

0,033
0,029
0,033

p-Wert

0,102%

0,572

0,044

0,618

Tabelle 15: Median/Max/Min der Konzentration an Candida-IgE in den einzelnen Gruppen,

1=Mann-Whitney-U-Test; n=Anzahl; nNineng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 14 und 15. Die
medianen Konzentrationen an Candida-IgE in den einzelnen Gruppen

sind in den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

Candida-IgE

0,0525 0,052
0,052 A
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0,0495
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0,048 -
0,0475
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D
e
s
[{0]

Cipro/Nys Kontrolle
Gruppe

Abbildung 21: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Candida-IgE in der
Cipro/Nys-Gruppe und der Kontrollgruppe

Candida-lge ist bei der Cipro/Nys-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe leicht erhoht, jedoch nicht signifikant (p=0,618).
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dif_anf dif_6wo dif_3mo Kontrolle
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Abbildung 22: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Candida-IgE in den

Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe
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Candida-IgE ist gegenuber der Kontrollgruppe vor und wéhrend
Behandlung leicht erhdht, eine Abnahme der Konzentration wie bei
Gesamt-IgE ist hier jedoch nicht zu sehen.

Verglichen mit der Kontrollgruppe besteht nirgends ein signifikanter
Unterschied der Konzentration von Candida-IgE (p=0,102; p=0,572), bis
auf den Wert in der Gruppe mit 3-monatiger Behandlung, der signifikant
erhoht ist (p=0,044).

Es besteht kein signifikanter Unterschied (p=0,647) zwischen Anfang, 6-
wochiger und 3-monatiger Einnahme von Fluconazol, noch bezogen auf
den Behandlungsverlauf bei den gleichen Patientinnen zwischen den
zwei Proben (p=0,350).

Candida-IgE

0,058

0,057

0,057

0,056

0,054
0,054 -

Meidan(pg/ml)

0,053

0,052 -
Probe 1 Probe 2

Behandlungsverlauf

Abbildung 23: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Candida-IgE im
Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen
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3.8 IL-4

Gruppe

Diflucan
Anfang
Diflucan

6 Wochen
Diflucan

3 Monate
Diflucan
Probe 1
Diflucan
Probe 2

74

30

12

50

50

N fehlend

Median

(pg/mi)

4,00

3,25

3,40

4,40

3,40

Max

(pg/mi)

123,9

15,3

37,6

123,9

27,8

Min

(pg/mi)

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

p-Wert

0,234%

0,1912

Tabelle 16: Median/Max/Min der Konzentration an IL-4 in den einzelnen Gruppen,

'=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl; Nenens= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang 74

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate

Kontrolle

Cipro/Nystatin

Kontrolle

30

72

40
12
40

N fehlend

Median

(pg/mi)
4,00
3,25

3,40

3,50

3,30
3,50

Max

(pg/mi)
123,9

15,3

37,6

14,1

7,0
14,1

Min
(pg/ml)
0,0
0,0

0,0

0,0

0,30
0,0

p-Wert

0,046

0,626

0,557

0,761

Tabelle 17: Median/Max/Min der Konzentration an IL-4 in den einzelnen Gruppen, ‘=Mann-

Whitney-U-Test; n=Anzahl; nneng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 16 und 17. Die
medianen Konzentrationen an IL-4 in den einzelnen Gruppen sind in den

Balkendiagrammen nochmals angegeben.

IL-4

35
35 3.3

2,5 1

1,5 4

Median(pg/ml)
N

0,5

Cipro/Nys Kontrolle
Gruppe

Abbildung 24: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-4 in der Cipro/Nys-
Gruppe und der Kontrollgruppe

In der Cipro/Nys-Gruppe ist kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
zu erkennen (p=0,761).

IL-4
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3,5
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(@) 25 4
o ! R
§ 15
= 1
0,5 -
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Abbildung 25: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL4 in den

Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe
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Aul3er bei Behandlungsbeginn mit Fluconazol, ist in den Gruppen mit 6
Wochen- und 3-monatiger Behandlung verglichen mit der Kontrollgruppe
kein signifikanter Unterschied (p=0,626; p=0,557) zu erkennen. Bei
Behandlungsbeginn ist IL-4 gegentber der Kontrollgruppe allerdings
signifikant erhoht (p=0,046). Dies konnte auch durch die einzelnen
hohen Werte in dieser Gruppe begrindet sein.

Die Konzentration an IL-4 verandert sich zwischen Anfang, 6-wochiger

Behandlung und 3-monatiger Behandlung nicht (p=0,234).

IL-4

4,5
3,85

3,35

3,5 1
2,5 1

1,5

Median(pg/ml)

0,5 1

Probe 1 Probe 2

Behandlungsverlauf

Abbildung 26: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-4 im

Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen

Bezogen auf den Behandlungsverlauf bei den gleichen Patientinnen, ist
eine leichte Abnahme an IL-4 zu erkennen, jedoch nicht signifikant
(p=0,191).
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3.9 IL-10

Gruppe n
Diflucan 72
Anfang

Diflucan 30
6 Wochen

Diflucan 72
3 Monate

Diflucan Probe 48
1
Diflucan Probe 50
2

N fenhlend

Median

(pg/mi)

0,0

0,0

0,45

0,0

0,40

Max

(pg/mi)

122,7

4,30

53,90

122,7

24,60

Min p-Wert
(pg/ml)

0,0 0,027*
0,0

0,0

0,0 0,851

0,0

Tabelle 18: Median/Max/Min der Konzentration an IL-10 in den einzelnen Gruppen,

'=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl; Nenens= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate
Kontrolle
Cipro/Nystatin

Kontrolle

72
30

72

40
12
40

N fehlend

Median

(pg/mi)
0,0
0,0

0,45

1,30

0,35
1,30

Max

(pg/mi)
122,7

4,30

53,90

180,7

6,40
180,7

Min p-Wert
(pg/ml)
0,0 0,210*
0,0

0,004
0,0

0,267
0,0
0,0 0,3292
0,0

Tabelle 19: Median/Max/Min der Konzentration an IL-10 in den einzelnen Gruppen, *=Mann-

Whitney-U-Test; n=Anzahl; nneng= Anzahl fehlend



Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 18 und 19. Die
medianen Konzentrationen an IL-10 in den einzelnen Gruppen sind in

den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

IL-10
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Abbildung 27: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-10 in der Cipro/Nys-
Gruppe und der Kontrollgruppe

IL-10 ist in der Cipro/Nys-Gruppe deutlich niedriger als in der
Kontrollgruppe, jedoch nicht signifikant (p=0,329).
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Abbildung 28: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-10 in den

Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe
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Zu allen Behandlungszeitpunkten ist IL-10 deutlich erniedrigt gegeniber
der Kontrolle, in der Gruppe mit 6 Wochen Behandlung sogar signifikant
(p=0,004), erst in der Gruppe mit 3-monatiger Behandlung ist eine leichte
Zunahme zu erkennen. Im Vergleich zu den vorherigen Zeitpunkten ist

diese Konzentrationserh6hung signifikant (p=0,027).

IL-10

0,6

04

Median(pg/ml)

0,2

0

Probe 1 Probe 2

Behandlungsverlauf

Abbildung 29: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-10 im

Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen

Auch der Behandlungsverlauf bei den gleichen Patientinnen zeigt die
leichte Zunahme wahrend Behandlung. Es besteht jedoch kein

signifikanter Unterschied (p=0,851).
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3.10 IL-12

Gruppe n
Diflucan 74
Anfang

Diflucan 30
6 Wochen

Diflucan 72
3 Monate

Diflucan Probe 50
1
Diflucan Probe 50
2

N fenhlend

Median

(pg/mi)

3,25

1,30

1,50

3,05

1,30

Max

(pg/mi)

508,0

16,70

95,90

508,0

95,9

Min p-Wert
(pg/ml)
0,0 0,073

0,0

0,0 0,018

0,0

Tabelle 20: Median/Max/Min der Konzentration an IL-12 in den einzelnen Gruppen,

'=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl; Nenens= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate
Kontrolle
Cipro/Nystatin

Kontrolle

74
30

72

40
12
40

N fehlend

Median

(pg/mi)
3,25
1,30

1,50

1,85

4,45
1,85

Max

(pg/mi)
508,0

16,70

95,90

54,70
70,20
54,70

Min p-Wert
(pg/ml)
0,0 0,133
0,0

0,957
0,0

0,738
0,0
0,0 0,222*
0,0

Tabelle 21: Median/Max/Min der Konzentration an IL-12 in den einzelnen Gruppen, *=Mann-

Whitney-U-Test; n=Anzahl; nneng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 20 und 21. Die
medianen Konzentrationen an IL-12 in den einzelnen Gruppen sind in

den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

IL-12

5 4,45

1,85

Median(pg/ml)
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(6]

Cipro/Nys Kontrolle
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Abbildung 30: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-12 in der Cipro/Nys-
Gruppe und der Kontrollgruppe

IL-12 ist in der Cipro/Nys-Gruppe gegenuber der Kontrolle deutlich
erhoht, jedoch nicht signifikant (p=0,222).
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Abbildung 316: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-12 in den

Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe
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Die Konzentration an IL-12 nimmt bereits in der Gruppe mit 6 Wochen
Behandlung gegeniber der Kontrolle ab, allerdings nicht signifikant
(p=0,957). Sie bleibt auch in der Gruppe mit 3-monatiger Behandlung auf
diesem erniedrigten Niveau. Die Werte liegen sogar unter den

Kontrollwerten.

IL-12

35 3,05
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Abbildung 32: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an IL-12 im

Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen

Bei dem Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen ist der Effekt
ebenfalls zu sehen, hier sinkt IL-12 sogar signifikant ab (p=0,018).
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3.11 Cys-Leukotriene

Gruppe

Diflucan
Anfang
Diflucan

6 Wochen
Diflucan

3 Monate
Diflucan
Probe 1
Diflucan
Probe 2

69

29

67

46

45

N fehlend

Median

(pg/mi)

166,7

140,8

127,9

168,4

140,0

Max

(pg/mi)

1670

1391

789,1

1670

756,5

Min p-Wert
(pg/ml)

0,80 0,843
1,3

1,00

44,7 0,618

1,30

Tabelle 22: Median/Max/Min der Konzentration an Cys-Leukotrienen in den einzelnen

Gruppen, '=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl; Neneng= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate
Kontrolle
Cipro/Nystatin

Kontrolle

69
29

67

40
11
40

N fehlend

Median

(pg/mi)
166,7

140,8

1279

104,9
155,7
104,9

Max

(pg/mi)
1670

1391

789,1

922,8
618,1
922,8

Min p-Wert
(pg/ml)
0,80 0,024*
1,3

0,075
1,00

0,055
0,50
56,5 0,287*
0,50

Tabelle 23: Median/Max/Min der Konzentration an Cys-Leukotrienen in den einzelnen

Gruppen, l=Mann-Whitney-U-Test; n=Anzahl; nNsneng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 22 und 23. Die
medianen Konzentrationen an Cys-LT in den einzelnen Gruppen sind in

den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

Cys-LT

180
160 -
140 +
120 - 104,9

e
60

40
20

155,7

Median(pg/ml)

Cipro/Nys Kontrolle
Gruppe

Abbildung 33: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Cys-Leukotrienen in der

Cipro/Nys-Gruppe und der Kontrollgruppe

Die Cys-Leukotriene sind in der Cipro/Nys-Gruppe hoéher konzentriert als

in der Kontrollgruppe, jedoch nicht signifikant (p=0,287).
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Abbildung 34: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Cys-Leukotrienen in den
Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe

Man sieht bereits in der Gruppe mit 6 Wochen Fluconazol-Behandlung
eine deutliche Abnahme an Cys-Leukotrienen, die in der Gruppe mit 3
Monaten Behandlung weiter absinkt und sich den Kontrollwerten nahert.
Diese sind allerdings nicht signifikant (p=0,075; p=0,055). Vor
Behandlung sind die Cys-LT gegentber der Kontrolle signifikant erhdht
(p=0,024).

Bezogen auf die Behandlungszeitpunkte in den Positivgruppen besteht
keine signifikante Abnahme (p=0,843)
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Abbildung 35: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an Cysteinyl-Leukotrienen

im Behandlungsverlauf einer Patientin

Auch der Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen zeigt die
Abnahme an Cys-Leukotrienen. Es besteht keine signifikante Abnahme
der Konzentration (p=0,618).
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3.12 PGE,

Gruppe

Diflucan
Anfang
Diflucan

6 Wochen
Diflucan

3 Monate
Diflucan Probe
1

Diflucan Probe
2

Tabelle 24: Median/Max/Min der Konzentration an PGE2

n

27

44

N fenlend

11

12

10

Median

(pg/mi)

458,7

297,7

256,9

398,8

267,3

1=Kruskal-Wallis-Test, >=Wilcoxon-Test; n=Anzahl;

Nsenieng= Anzahl fehlend

Gruppe

Diflucan Anfang

Diflucan
6 Wochen

Diflucan

3 Monate
Kontrolle
Cipro/Nystatin

Kontrolle

63
27

60

37
9
37

N fehlend

11

12

Median

(pg/mi)
458,7

297,7

256,9

315,7
730,7
315,7

Max

(pg/mi)

3447

2564

2939

3069

2564

Max

(pg/ml)
3447

2564

2939

2564
3160
2564

Min
(pg/ml)
18,30

p-Wert
0,460*
0,20
3,60
0,489°

18,30

0,20

in den einzelnen Gruppen,

Min p-Wert
(pg/ml)
18,30 0,617*
0,20

0,463
3,60

0,669
3,30
44,30 0,478
3,30

Tabelle 25: Median/Max/Min der Konzentration an PGE2 in den einzelnen Gruppen,

l=Mann-Whitney-U-Test; n=Anzahl; nNineng= Anzahl fehlend
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Die folgenden Diagramme und deren Beschreibung dienen der
Veranschaulichung der Ergebnisse aus den Tabellen 24 und 25. Die
medianen Konzentrationen an PGE2 in den einzelnen Gruppen sind in

den Balkendiagrammen nochmals angegeben.

PGE2
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Abbildung 36: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an PGE; in der Cipro/Nys-
Gruppe und der Kontrollgruppe

PGE, ist in der Cipro/Nystatin-Gruppe deutlich hoher als in der
Kontrollgruppe. Dieser Konzentrationsunterschied ist dennoch nicht

signifikant (p=0,478), eventuell durch die kleine Gruppenanzahl.
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Abbildung 37: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an PGE; in den
Patientinnengruppen und der Kontrollgruppe

Je langer Fluconazol eingenommen wurde, desto niedriger waren die
Konzentrationen an PGE, , sogar niedriger als in der Kontrollgruppe.

Auch hier bestand jedoch keine statistische Signifikanz (s.Tabelle 25).
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Abbildung 38: Vergleich der Konzentrationen (Mediane) an PGE, im

Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen

Auch im Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen ist die Abnahme

an PGE, zu erkennen, diese ist jedoch auch nicht signifikant (p=0,489).
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4 Diskussion

Die Probandinnen dieser Studie wurden in der gynékologisch-
mikrobiologischen Sprechstunde in der Frauenklinik, Klinikum Grol3-
hadern, ausgewabhilt.

Alle Probandinnen der Positivgruppen hatten eine klinisch diagnostizierte
CRVVC und bekamen das Antimykotikum Fluconazol verschrieben,
aul3er der Ciprofloxacin/Nystatin-Gruppe.

Die Probandinnen der Kontrollgruppe kamen nur zur Krebsvorsorge in
die Klinik und hatten keine Beschwerden.

Das Vaginalsekret der Patientinnen wurde hinsichtlich Reinheitsgrad (nur
Positivgruppen), des Vorhandenseins von Candida mittels kultureller

Pilzanztichtung und PCR, sowie auf Zytokine untersucht.

Die Bestimmung des Reinheitsgrades ist eine einfache und schnelle
Methode, um wahrend der Sprechstunde erste Aufschllisse Uber die
Vaginalflora der Patientin zu erhalten.

Der RHG 1, der einer gesunden Flora entspricht, Gberwog bei allen
Patientinnen deutlich, egal vor oder wahrend der Behandlung mit Fluco-
nazol. Bei keiner der Patientinnen konnten mikroskopisch Sprof3zellen
einer Candida-Spezies nachgewiesen werden.

Dennoch kann auch bei einem RHG 1, bei dem viele Laktobazillen
vorliegen, eine Candida-Besiedelung nicht ausgeschlossen werden.
Candida albicans ist tolerant gegentber dem sauren Milieu in der Vagina
(Larsen und Monif, 2001; Falagas, 2006; Witkin, 2007; Hill, 1986) und es
sind auch nicht unbedingt Veranderungen der vaginalen Flora, z. B.
Mengenanderung der Laktobazillen, mit dem Auftreten einer Pilzinfektion
zu erkennen (Fidel und Sobel, 1996; Mijac, 2006).
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Die RHG's 2 und 3 kamen schon vor Behandlung deutlich weniger oft
vor als der RHG 1 und nahmen bereits in der Gruppe mit 6-wdchiger
Behandlung ab. Das Auftreten von Leukozyten und die Abnahme der
Laktobazillen-Menge ist fur die RHG's 2 und 3 charakteristisch und
deutet auf eine lokale Immunantwort und/oder entziindliche Vorgange in
der Scheide hin.

Mardh et al. fanden in einer Studie bei 96% der untersuchten RVVC-
Patientinnen eine erhohte Leukozyten-Esterase Aktivitat, die mit der
Anzahl an Leukozyten korrelierte (2003). In dieser Studie wurden
Leukozyten deutlich seltener gefunden, da der RHG 1 Uberwog. Das
kénnte dadurch bedingt sein, dass im Gegensatz zu dieser Studie in der
von Mardh et al. nur Patientinnen mit akuten Symptomen untersucht
wurden, bei denen also akute entzindliche/immunologische Vorgange
vorliegen konnten.

Da die RHG’s 2 und 3 wahrend der Behandlung abnehmen, scheint sich
die Behandlung mit Fluconazol positiv auf die vaginale Flora
auszuwirken. Der RHG sagt allerdings nicht unbedingt etwas lber einen
Pilzbefall aus, sondern beschreibt nur die mikroskopisch gesehene
Flora.

Der RHG 0 lag jedoch auch bei einigen CRVVC-Patientinnen vor, hier
treten keine Laktobazillen auf. Dies weist auf eine unphysiologische
Flora hin, wie es haufig nach Medikamenteneinnahme anzutreffen ist.
Der RHG 3 ist in der Gruppe Ciprofloxacin/Nystatin gehauft. Hierbei
treten massenhaft Bakterien und auch Leukozyten auf, Laktobazillen
sind nicht vertreten (Weissenbacher, 2001).

Im Gegensatz zur mikroskopischen Untersuchung kamen bei der
kulturellen Anziichtung positive Befunde heraus. Daran sieht man, dass
eine alleinige mikroskopische Untersuchung, wie es in vielen

gynakologischen Sprechstunden der Fall ist, nicht ausreicht um eine
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Pilzinfektion auszuschlieBen. Sie ist nicht zuverlassig genug
(Weissenbacher, 2001).

Eine alleinige Untersuchung der Vagina und das Befragen der
Patientinnen hinsichtlich der typischen Symptomatik bei einer
Pilzinfektion reichen auch laut einer Studie von Novikova und Mardh
(2002) nicht aus, um auf einen moglichen Pilzbefall zu schliel3en.

Eine kulturelle Anziichtung, obwohl mit Kosten verbunden, ist daher stets
sinnvoll. Bei unklarem mikroskopischem Befund und auch zur Sicherung
der Diagnose ist sie wiinschenswert (Weissenbacher, 2001). Aul3erdem
dient sie der Differenzierung der einzelnen Candida-Spezies und in
bestimmten Fallen der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK). So ist z. B. Candida glabrata erst ab einer bestimmten
Konzentration an Fluconazol gegen dieses empfindlich, diese Konzen-
tration wird durch Bestimmung der MHK herausgefunden.

Oft wird eine Pilzkultur zu frih nach einer antimykotischen Therapie
angelegt. Die Reste des noch im Vaginalsekret vorhandenen Antimy-
kotikums kdnnen dann zu einem negativen Pilznachweis flhren, daher
sollte mindestens ein 1-3-wochiger Abstand eingehalten werden
(Weissenbacher, 2001).

20,3% der CRVVC-Patientinnen waren in der Gruppe vor Fluconazol-
Einnahme in der Kultur positiv, verglichen mit 45,9% Kultur-negativen
CRVVC-Patientinnen vor Fluconazol-Einnahme. Die Zahl der Kultur-
positiven Frauen nahm bereits in der Gruppe mit 6-wochiger
Behandlung bis fast auf Null ab und blieb auch in der mit 3-monatiger
Behandlung fast auf Null. Man kann daher annehmen, dass Fluconazol
das Wachstum der Pilzzellen effektiv hemmt.

In der Cipro/Nys-Gruppe waren 33,3% positiv und 66,7% negativ.
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Die Ergebnisse sind in dieser Studie etwas niedriger ausgefallen als in
anderen Studien, was an einer unterschiedlichen Probenverarbeitung
oder auch an unterschiedlich ausgewdahlten Patientinnenkollektiven
liegen konnte.

So kamen Weissenbacher et al. (2004) in einer Studie auf 29,8% Kultur-
positive bei den CRVVC-Patientinnen (keine Fluconazol-Einnahme).

In einer Studie von Novikova et al. (2002) waren 44% der CRVVC-
Patientinnen kultur-positiv.

Mittels Chromagarfarbung wurden bei den Kultur-positiven die Candida-
Spezies bestimmt. In 76,2% aller Falle war Candida albicans der
Verursacher, gefolgt von Candida glabrata in 6,1% der Félle.

Die Verteilung der Candida-Spezies in dieser Studie entspricht in etwa
denen in anderen Studien, was Candida albicans als hauptséachlich
vorkommende Art bestéatigt.

In einer Studie von Linhares et al. (2001) wurde in 86,4% der Félle
Candida albicans und in 4,5% der Falle Candida glabrata gefunden.
Novikova et al. (2002) fanden zu 87% Candida albicans, gefolgt von
Candida krusei mit 9% und Candida glabrata mit 4%.

In 68% der Falle wurde Candida albicans bei Nyirjesy et al. (1995)
gefunden und in 92% der Falle bei Vrablik (2007).

Die Verwendung von Chromagar zur ldentifizierung der verschiedenen
Candida-Spezies wird in der Literatur als konventionelle und verlassliche
Methode beschrieben. Nur hinsichtlich des eindeutigen Nachweises von
Candida glabrata wird diese Methode teils als unsicher gewertet
(Novikova, 2002; Horvath, 2003; Giultekin, 2005).

Bei drei Patientinnen wurde Saccharomyces cerevisiae nach Einsen-
dung in das mikrobiologische Labor der Klinik gefunden. Dies konnte
nicht mittels Chromagarfarbung nachgewiesen werden und wurde

deshalb durch kulturelle Anziichtung in obigem Labor nachgewiesen.
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Obwohl eine Besiedelung der Vagina mit S. cerevisiae saprophytéar und
wohl meist apathogen ist, wird in der Literatur auch eine ,S. cerevisiae-
Vaginitis“ beschrieben, die zu den Symptomen einer Pilzinfektion fuhrt
(Nyirjesy, 1995).

In der Cipro/Nys-Gruppe war Candida parapsilosis bei 8,3% der
Patientinnen vorliegend, bei 25% C.albicans.

Der Nachweis von Candida bei Patientinnen, die gleichzeitig eine
bakterielle Infektion haben, deutet darauf hin, dass Candida zusammen
mit Bakterien auftreten kann. In der Literatur wird oft beschrieben, dass
eine Pilzinfektion haufig nach Antibiotika-Einnahme auftritt und diese
sogar Risikofaktor fir das Auftreten einer VVC ist (Fidel, 1996; Fidel,
2004; Linhares, 2001; Cheng, 2006). Es kann daher durch Behandlung
der Bakterien zu einem Ausbruch einer Pilzinfektion kommen.

Das Anwenden der Ovula mit einem Antibiotikum und Antimykotikum ist
zur gleichzeitigen Therapie von Bakterien und Pilzen und zur Vorbeu-
gung einer Pilzinfektion nach Antibiotika gerechtfertigt.

Candida-Spezies wie vor allem C.glabrata sind vermehrt resistent gegen
Azole, vor allem auch Fluconazol (Fidel, 1999; Novikova, 2002; Nyirjesy,
1995; Pappas, 2004; Sobel, 2002). Daher sollte bei diesen Patientinnen
Uberprift werden, ob die Fluconazol-Therapie Gberhaupt anschlagt, oder
auf ein anderes Antimykotikum umgestellt werden sollte bzw. die MHK
fur Fluconazol bestimmt werden. Fir Patientinnen, die mit Candida
glabrata befallen sind, ware eine kulturelle Anzichtung daher auch
besonders wichtig (Nyirjesy, 1995; Owen, 2004). Frauen, die mit C.
glabrata befallen sind, sprechen laut Literatur auf eine 2-woOchige
Behandlung mit Borsaure-Zapfchen an (Pappas, 2004; Ringdahl, 2006;
Ray, 2007). Diese sind allerdings in Deutschland nicht erlaubt.
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In der Arzneimitteldatenbank der deutschen Apothekerverbdnde (ABDA)
sind bestimmte Stamme von C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata und C.

parapsilosis als resistent gegen Fluconazol beschrieben.

Die PCR ist als Nachweismethode viel sensitiver und schneller als die
kulturelle  Anzichtung (Morace, 1997, Trama, 2005). Die
Nachweisgrenze von Candida mittels PCR schwankt in der Literatur
zwischen 50ug DNA (Cramoin, 1993) und 200fg DNA (Morace, 1997).
Dagegen sind mindestens 3000 Candida-Organismen/ml nétig, um einen
positiven Kulturnachweis zu erhalten (Linhares, 2001).

Der Vergleich der beiden Methoden Kultur und PCR bezogen auf alle
Patientinnengruppen (Gruppe Dif _gesamt) ergab, dass mittels PCR bei
21,5% mehr Patientinnen eine Candida-Kolonisation nachgewiesen
werden konnte. Trotzdem waren insgesamt nur 1/3 der Patientinnen
positiv und 2/3 negativ.

In der Cipro/Nys-Gruppe war die Verteilung Positiv/Negativ etwa gleich,
jedoch ist die Gruppe auch sehr klein.

In zwei Studien von Weissenbacher et al. wurde einmal in 31,1% (2000)
und einmal in 42,3% (2004) der Falle Candida mittels PCR
nachgewiesen. In anderen Arbeiten wurden bei CRVVC-Patientinnen
37% PCR-Positive gefunden (Crampin, 1993) bzw. 30% PCR-Positive
(Giraldo, 2000).

Die Zahl der PCR-Positiven in dieser Studie ist vergleichbar mit den
Ergebnissen der anderen zitierten Studien, nur ca. 1/3 der Patientinnen
weisen eine Candida-Besiedelung auf.

Obwohl vielleicht auch bei der Verarbeitung der Proben Material verloren

gehen kann oder die Mengen an Candida zu gering sind, um
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nachgewiesen werden zu konnen, so hat doch der Groldteil der
Patientinnen mit Diagnose CRVVC keine nachweisbare Pilzinfektion.

In einer Arbeit von Mardh et al. (2003) wird darauf hingewiesen, dass
eine alleinige Untersuchung der Patientinnen durch Mikroskopie, Kultur
oder PCR zu inakkuraten Ergebnissen fuhren kann. Die Patientinnen in
dortiger Studie waren zum Teil Kultur-positiv aber nicht PCR-positiv und
umgekehrt.

Die hohe Rate an Frauen, bei denen keine Besiedelung nachgewiesen
werden konnte, sollte Anlass dazu sein, Uber mogliche andere Ursachen
der Symptome nachzudenken. So kbnnen z.B. eine bakterielle Vaginose,
Herpes genitalis, ein Lichen oder auch allergische Reaktionen sowie
entzindliche Vorgadnge zu den Symptomen einer Pilzinfektion flhren
(Weissenbacher, 2001; Marrazzo, 2003). In der Literatur wird z.B.
beschrieben (Linhares, 2001; Mashburn, 2006), dass mehr als die Halfte
der Frauen mit vermuteter VVC fehldiagnostiziert waren.

Bei den PCR-positiven Patientinnen konnte auch noch in der Gruppe mit
3-monatiger Behandlung eine Candida-Besiedelung nachgewiesen
werden. Obwohl Fluconazol bei langerer Anwendung fungizid wirkt
(ABDA, 2007), scheint es die Pilze nicht vollstdndig eliminieren zu
kénnen. Mdoglicherweise wirkt es nur auf die aktive Hyphenform der Pilze
und nicht auf die Sporen. Dies kdnnte auch die haufigen Ruckfalle nach
Beendigung der Therapie erklaren. Andererseits wird mittels PCR auch
nur Pilz-DNA nachgewiesen, diese muld nicht unbedingt von lebenden
Pilzzellen stammen, sondern auch aus abgettteten Pilzzellen.

Auch nach Langzeittherapie mit Fluconazol Uber 6 Monate blieben laut
einer Studie von Sobel et al. (2004)nur 43% der Frauen innerhalb von
10 Monaten nach Beendigung der Therapie beschwerdefrei. Sobel

beschreibt, dass die Therapie mit Fluconazol zu keiner Eradikation von
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Candida fuhrt. Patientinnen, die in der Kultur negativ waren, wiesen
trotzdem noch nicht mittels Kultur detektierbare Mengen an Candida auf.
Auch andere Studien (Marrazzo, 2003; Sobel, 2006; EI-Din, 2001)
beschreiben eine fehlende Eradikation von Candida durch Fluconazol.

Eine Studie von Ventolini et al. (2006) kommt zu einer 54,2%igen
Ruckfallrate innerhalb von 12 Monaten nach Beendigung einer 4-

wochigen Fluconazoltherapie.

Um Hinweise auf mogliche entzindliche und/oder allergische Vorgéange
bei einer CRVVC zu erhalten, wurde die Konzentration von Zytokinen im
Vaginalsekret vor und wahrend Therapie bestimmt. Diese sind an
entzindlichen und allergischen Vorgangen beteiligt.

So wird auch in einem Review von Fidel (2006) beschrieben, dass bei
Patientinnen mit CRVVC eine Interaktion von Candida mit vaginalen
Epithelzellen zu einer inflammatorischen Antwort des Immunsystems auf
Candida fuhrt. Ferner beschreibt er, dass eine CRVVC haufig als
allergische Reaktion, verursacht durch Candida-IgE Antikorper, auf
Candida betrachtet wird. Dies konnte auf bestimmte Patientinnen
zutreffen, die eine Art Hyper-IgE-Syndrom hatten, welches durch ein
TH1/TH2-Zell-Ungleichgewicht (Chehimi, 2001)zu einer CRVVC fihren
konnte. Die meisten Studien wirden allerdings zeigen, dass ein
Zusammenhang mit einer Allergie nur flr eine Minderheit der

Patientinnen zutréafe.

Gesamt-IgE spielt bei allergischen Reaktionen im Kdorper eine
bedeutende Rolle. Es sitzt auf Mastzellen und Granulozyten. Bindet ein

Allergen an IgE, fuhrt dies zur Mastzelldegranulation und damit zur



Ausschittung von Histamin, Leukotrienen, Prostaglandinen und anderen
chemotaktischen Faktoren (Mutschler, 2001).

Candida-IgE ist ein spezifisch gegen Candida-Antigene gerichtetes IgE
und deutet auf eine allergische Reaktion auf Candida hin (Fidel, 2006).
Gesamt-IgE ist in dieser Studie vor Behandlungsbeginn und in der
Gruppe mit 6-wochiger Behandlung, jedoch nicht in der Gruppe mit 3-
monatiger Behandlung, gegentber der Kontrolle signifikant erhoht.

Im Gegensatz dazu ist bei Candida-IgE gegenuber der Kontrolle zwar
eine tendenzielle Erhdhung zu sehen, diese ist jedoch aul3er in der
Gruppe mit 3-monatiger Behandlung nicht signifikant.

Diese Ergebnisse deuten darufhin, dass bei einigen Patientinnen mit
CRVVC allergische Reaktionen auf bestimmte Allergene ablaufen. Da
Gesamt-IgE signifikant erhdht ist, nicht jedoch Candida-IgE (bis auf die
Gruppe mit 3-monatiger Behandlung), scheinen bei den Patientinnen
andere Allergene als Candida fir die allergischen Reaktionen verant-
wortlich zu sein. So gaben 34% aller Patientinnen an, Allergien wie
Heuschnupfen oder Kontaktallergien zu haben. Daflr, dass in dieser
Studie auch Patientinnen mit einer Hypersensitivitdit gegen Candida
dabei sind, spricht das signifikant erhéhte Candida-IgE in der Gruppe mit
3-monatiger Behandlung.

In zwei Studien von Witkin et al. (1988; 1987) wurde beschrieben, dass
die im Vaginalsekret gefundenen IgE-Antikdrper gegen Candida, aber
auch gegen die Spermien des Partners oder gegen Chemikalien in
Toilettenpapier, Waschlotionen, Tampons oder auch gegen Pollen,
Tierhaare oder Staub gerichtet sein konnen, die mit den Fingern
Ubertragen werden.

In einer Studie von Neves et al. (2005) wurde auch ein Zusammenhang
zwischen Allergien und CRVVC beschrieben, so hatten 68% der Patien-

tinnen mit CRVVC auch eine Allergie. Es wurde jedoch keine signifikante
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Erhéhung von Gesamt-IgE und Candida-IgE festgestellt. Das Auftreten
von Candida-IgE-Antikérpern war viel niedriger als der Teil an CRVVC-
Patientinnen, die Allergien der Haut, Schleimhé&ute, etc. hatten.

Auch in anderen Studien ist ein Zusammenhang zwischen Allergien wie
Rhinitis (Moraes, 1998; Moraes, 2000) oder Pollenallergie (Bermann,
1964) und CRVVC beschrieben worden. Vulva und Vagina werden auch
als mdgliche Eintrittspforten fur Allergene beschrieben (Kudelko, 1971).
Eine Studie von Weissenbacher et al. (2004) kommt dagegen zu einer
signifikanten Erhéhung von Candida-IgE gegenuber der Kontrolle und
keiner signifikanten Erh6hung von Gesamt-IgE.

Diese Unterschiede konnten an einer Auswahl der Patientinnen unter
unterschiedlichen Gesichtspunkten liegen, durch unterschiedliche statis-
tische Ergebnisse auf Grund der verschiedenen Patientenkollektive oder
auch einfach an den untersuchten Frauen. Denn wie in einem Review
von Fidel (2006) beschrieben, betrifft eine ,Candida-Allergie“ nur einen
kleinen Teil der CRVVC-Patientinnen. Vielleicht traten in der
Weissenbacher-Studie zuféllig mehr Frauen mit einer Candida-Allergie
auf, als in dieser Studie.

In anderen Arbeiten wurde ebenfalls deutlich, dass eine ,Candida-
Allergie” nur einen Teil der CRVVC-Patientinnen betrifft (Ricer, 1988;
Neves, 2005). In zwei Studien von Witkin et al. wurden einmal bei 18,8%
(1988) der dort untersuchten Patientinnen Candida-IgE Antikorper
gefunden, und einmal bei 25,6% (1989).

Gesamt-IgE, nicht jedoch Candida-IgE, nimmt wahrend der Langzeit-
Fluconazol-Behandlung ab. Frauen, die nicht auf Candida allergisch
reagieren sondern auf andere Allergene, konnten daher von der
Fluconazol-Behandlung profitieren. Da durch das Auftreten einer Allergie
das lokale Immunsystem in der Vagina gestort ist, konnte es dadurch

leichter zum wiederholten Auftreten einer Pilzinfektion kommen und
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dadurch zu einer weiteren Storung des lokalen Immunsystems. Durch
die Fluconazol-Behandlung wird die Immunreaktion vielleicht abge-
schwacht, was auch einen positiven Einfluss auf diese gegen das
Allergen haben konnte. Allergische Reaktionen auf Candida-Antigene
scheinen durch die Behandlung mit Fluconazol nicht beeinflusst zu
werden, vielleicht weil Fluconazol Candida nicht vollstandig eliminieren

kann oder trotzdem noch Candida-Antigene vorhanden sind.

IL-4 und IL-10 sind anti-inflammatorische Zytokine, die vor allem mit
einer TH2-zellvermittelten Immunantwort zusammenhangen und bei
Patientinnen mit CRVVC im Vaginalsekret gefunden wurden. Durch die
verstarkte TH2-Aktivierung soll die der TH1-Zellen gedrosselt werden
und somit auch die CMI (Fidel, 2004; Fiorentino, 1991). Daneben scheint
IL-10, stérker als IL-4, inhibitorisch auf die Zytokin-Produktion in
Makrophagen zu wirken und damit eine wichtige Rolle in der Regulierung
von Entzindungen zu spielen (Fiorentino, 1991; Mosmann, 2007;
Jeannin, 1996; Moore, 2001; Babula, 2005). IL-4 ist daneben fur die
gesteigerte Produktion von IgE und damit flur eine auftretende
Hypersensitivitat verantwortlich (Fidel, 2004).

Interleukin-12 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin. Es stimuliert die
Differenzierung von CD4-Zellen zu TH1-Zellen und hemmt die Bildung
von TH2-Zellen. Dies wird als protektiver Mechanismus gegen eine
Candida-Infektion angesehen (Weissenbacher, 2005; Romani, 1997;
Rogge, 1997).

IL-4 ist nur vor der Therapie signifikant héher als in der Kontrollgruppe,
es nimmt bereits in der Gruppe mit 6 Wochen Behandlung ab und bleibt
auch in der mit 3 Monaten Behandlung auf diesem niedrigen Niveau.

Dies ist auch im Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen zu sehen.
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IL-10 ist dagegen zu allen Zeitpunkten gegeniber der Kontrolle
erniedrigt, in der Gruppe mit 6-wochiger Behandlung sogar signifikant. In
der mit 3-monatiger Behandlung und auch im Behandlungsverlauf der
gleichen Patientinnen ist eine leichte Zunahme an IL-10 zu erkennen.
IL-12 ist im Vergleich zur Kontrolle vor Behandlungsbeginn tendentiell
erhoht, jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant, es sinkt bereits in der
Gruppe mit 6 Wochen Behandlung unter die Kontrollwerte ab und bleibt
auch in der mit 3 Monaten Behandlung so niedrig. Im Behand-
lungsverlauf der gleichen Patientinnen nimmt IL-12 sogar signifikant ab.
Da IL-4 fUr die gesteigerte Produktion von IgE verantwortlich ist, kdnnte
die in der Gruppe vor Behandlungsbeginn signifikant erhdhte Konzen-
tration an IL-4 fUr die dort ebenfalls signifikant erhOhte Konzentration an
Gesamt-IgE verantwortlich sein. Dies wuirde wieder fur allergische
Reaktionen sprechen, die bei einigen Patientinnen mit CRVVC auftreten
konnten, jedoch gegen andere Allergene als die von Candida.

Da IL-4 ebenfalls wahrend der Behandlung mit Fluconazol abnimmt,
konnte sich die Therapie positiv auf eine mogliche Hypersensitivitat
auswirken.

Ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen an IL-4 und
Candida-IgE besteht in dieser Studie entgegen einer von Weissenbacher
et al. (2004)nicht. Dort wurde bei CRVVC-Patientinnen eine signifikante
Erhéhung von IL-4 und Candida-IgE gefunden und damit eine allergische
Reaktion auf Candida.

IL-4 ist aber auch bei chronischen Entzindungen als protektiver
Mechanismus gegen eine UberschieRende pro-inflammatorische
Reaktion aktiv. Es inhibiert die Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen (IL-1 und TNF-a) aus TH1-Zellen und die Makrophagen-
Aktivierung (Babula, 2005). Das kénnte auch eine mogliche Erklarung fur

die anfangliche Erh6hung von IL-4 sein.
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Da IL-12 ein pro-inflammatorisches Zytokin ist, deutet die in der Gruppe
vor Behandlung tendentiell erhdhte Konzentration an IL-12 auf
entzuindliche Reaktionen hin. Eine verstarkte TH1-Zellaktivitat in Antwort
auf eine Candida-Infektion (Weissenbacher, 2000; Romani, 1997; Cenci,
1998; Altamura, 2001) scheint hier nicht vorzuliegen, da IL-12 nicht
signifikant erhoht ist. Ebenso ist eine Dysfunktion der CMI mit vermin-
derter TH1- und verstarkter TH2-Zellaktivitat, wie in der Literatur (Fidel,
1996; Fidel, 2004; Weissenbacher, 2005; Kosonen, 2006; Santoni, 2002)
haufig als ursachlicher Mechanismus bei CRVCC-Patientinnen be-
schrieben, eher unwahrscheinlich.

Die deutlich gegeniber der Kontrolle erniedrigten IL-10 Spiegel sprechen
auch gegen eine Dysfunktion der CMI als Ursache fir das Auftreten
einer CRVVC. Nach dieser Theorie musste demnach IL-10 deutlich
erhoht sein, da es zu einer verstarkten TH2-Zellaktivitat kommt. Die
anfanglich erhthten IL-4 Spiegel hangen eher mit dem erhOhten
Gesamt-IgE als mit einer verstarkten TH2-Antwort zusammen.

Fidel (2006) schliel3t ebenfalls eine Beteiligung der CMI an der
Protektion gegen Candida und/oder der Infektion mit Candida aus und
nimmt eine Dysfunktion des angeborenen Immsystems als Ursache
einer CRVVC an.

Einen Zusammenhang zwischen erhthten bzw. erniedrigten Spiegeln
und die gegenseitige Regulierung an IL-12 und IL-10 sowie auch IL-4
beschreiben viele Studien, kommen jedoch zu unterschiedlichen
Ergebnissen.

So weisen Steele und Fidel (2002) auf mogliche Entzindungsvorgéange
bei einer CRVVC hin, da sie eine Produktion der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-la und TNF-a als Antwort auf eine Candida-Infektion
nachgewiesen haben. Sie konnten keine erhdhten Spiegel von IL-12 und
IL-10 feststellen.
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In einer Studie von Lilic et al. (2003) wurden dagegen erniedrigte Spiegel
far IL-12 und stark erhdhte Spiegel fur IL-10 festgestellt, was als
Feedback-Regulation auf pro-inflammatorische Vorgange gedeutet
wurde. AulRerdem wurde eine Down-Regulation von [L-12 durch IL-10
vermutet. Auch andere Studien beschreiben den inhibitorischen Effekt
auf IL-12 sowie Interferon-y und den damit verbundenen protektiven
Mechanismus bei Entziindungen (Mosmann, 2007; Jeannin, 1996).

Eine in vitro-Studie von Jeannin et al. (1996) zeigte, dass IL-12 einen
stimulierenden Effekt auf die IL-4- und vor allem IL-10-Produktion in TH-
Zellen hat, was auch auf einen Feedback-Mechanismus hindeutet. Auch
in einem Mausmodell (Mencacci. 1998) wird von einem stimulierenden
Effekt von IL-12 auf IL-10 hingewiesen.

Interessant ist auch, dass das Eicosanoid PGE, anscheinend einen
Einfluss auf diese Interleukine hat. Es soll u.a. die IL-10- und IL-4-
Produktion stimulieren und die von IL-12 inhibieren (Demeure, 1997).

In dieser Studie ist, wie schon erwahnt, IL-12 vor Behandlung tendentiell
erhoht und IL-10 deutlich ernidriegt gegentber der Kontrolle. IL-10 steigt
erst nach 3-monatiger Fluconazol-Behandlung leicht an. In der
Kontrollgruppe war IL-10 deutlich héher als bei den CRVVC-Patientinnen
und IL-12 erniedrigt. Vor allem im Behandlungsverlauf einer Patientin
sient man bei der zweiten Probe, also wahrend Behandlung, ein
gegeniber der ersten Probe erniedrigtes IL-12 und erhéhtes IL-10.

Bei den gesunden Patientinnen kdnnte daher die bei Lilic et. al (2003)
erwahnte Down-Regulation von IL-12 durch IL-10 zutreffen und dadurch
das Auftreten von etwaigen Entzindungen unterbinden. Bei den
CRVVC-Patientinnen kdnnte vor Behandlung eine lokale Inflammation in
der Vagina Uberwiegen, die die Down-Regulation von IL-12 durch IL-10

zunachst nicht ermoglicht. Ob IL-12 zun&chst nicht IL-10 stimuliert oder
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andere Komponenten des Immunsystems, z.B. Makrophagen, in der
Regulierung dieser Zytokine eine Rolle spielen, bleibt offen.

Durch die Langzeittherapie mit Fluconazol koénnte die Entztndung
vermindert werden und dadurch die protektive Wirkung von IL-10 er-

moglicht werden.

Die zu den Eicosanoiden gehdrenden Cys-Leukotriene und PGE, sind
bedeutende Entzindungsmediatoren, die in Makrophagen produziert
werden. PGE, soll einen inhibitorischen Effekt auf die TH1-Zellantwort
haben, sowie auf die Phagozytose und die Lymphozyten-Proliferation
(Witkin, 1988, Noverr, 2002; Witkin, 1986; Goodwin, 1983; Betz, 1991).
Es soll dadurch die Umwandlung der apathogenen Blastosporen-Form
von Candida in die pathogenere Hyphenform fordern (Fidel, 2004; Kalo-
Klein und Witkin, 1989). Die Cys-Leukotriene sind chemotaktische
Faktoren (Noverr, 2002), die auch bei Allergien wie Asthma eine zentrale
Rolle spielen (Riccioni, 2007). Beide konnen eine TH2-Zellantwort
verstarken.

Die Cys-Leukotriene sind vor Behandlungsbeginn im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht, sinken aber in der Gruppe mit 6
Wochen Behandlung ab und in der mit 3 Monaten Behandlung noch
weiter ab. Sie bleiben jedoch tendentiell erh6ht gegeniiber der Kontrolle.
Auch im Behandlungsverlauf der gleichen Patientinnen nehmen sie ab.
PGE, ist vor Therapie gegentiber der Kontrolle erhdht und sinkt bereits in
der Gruppe mit 6 Wochen Behandlung unter die Kontrollwerte ab, diese
Werte sind jedoch nicht signifikant.

Die vor Behandlung signifikant erhohten Spiegel der Cys-Leukotriene
kbnnten einerseits in Zusammenhang mit dem erhdéhten Gesamt-IgE und
IL-4 vor Behandlung stehen und damit ftr eine allergische Komponente

bei einigen CRVVC-Patientinnen sprechen. Leukotriene werden bei einer
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durch IgE verursachten Mastzelldegranulation freigesetzt. Andererseits
konnten die erhohten Spiegel auch fir eine lokale Entzindung vor
Behandlung sprechen.

Auch Noverr  (2002)  vermutet, dass Leukotriene  eine
Entzindungsantwort auf pathogene Pilze verstarken konnen und
Prostaglandine eine protektive TH1-Zellantwort abschwachen koénnen.
Dies konnte zu einer chronischen Pilzbesiedelung mit oder ohne
Entziindungssymptomatik flhren.

Die Beteiligung der Cys-Leukotriene bei einer inflammatorischen Antwort
auf pathogene Pilze wurde auch in einem Mausmodell von Kustimur
(1992) beschrieben.

Das vor Behandlung erh6hte PGE, kdnnte dessen Beteiligung an einer
allergischen Komponente bei CRVVC-Patientinnen andeuten, aber auch
bei einer lokalen Entziindung bei diesen. Entgegen anderen Studien ist
hier kein Zusammenhang zwischen erhdhten Spiegeln von PGE, und
Candida-IgE und damit das Vorliegen einer Candida-Allergie zu sehen.
So hat Witkin et al. (1988) PGE, nur in Zusammenhang mit Candida-IgE
im Vaginalsekret gefunden.

Weissenbacher et al. (2004) kam zu einer signifikanten Erhéhung von
PGE,, IL-4 und Candida-lgE und konnte damit auch auf eine gegen
Candida gerichtete allergische Komponente schliel3en.

In einem Modellversuch (Witkin, 1991) wurde aulRerdem festgestellt,
dass in der Anwesenheit von Histamin und Candida albicans maximale
Mengen an PGE, produziert wurden. In dieser Studie war zwar Gesamt-
IgE signifikant erhoht, aber es wurden keine maximalen Mengen an
PGE; produziert.

Fur eine Beteiligung von PGE, an einer lokalen Entziindung spricht eine
Studie von Castro (1996), in der festgestellt wurde, dass durch C.

albicans stimulierte Monozyten IL-1-beta, TNF-a, IL-6 und IL-8 frei-
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gesetzt wurde, alles proinflammatorische Zytokine. Ebenso wurde
Arachidonsdure produziert, der Vorlaufer der Eicosanoide. Die
Arachidonsaure-Produktion scheint dabei durch Mannan- und 3-Glucan-
Komponenten des Pilzes stimuliert worden zu sein. Sie ist der Vorlaufer
von PGE, und den Cys-Leukotrienen.

Ein wie in der Literatur beschriebener inhibitorischer Effekt auf die TH1-
Zellen und Forderung der TH2-Antwort (Witkin, 1988, Noverr, 2002)
besteht in dieser Studie nicht. Sonst durften nicht IL-12 und PGE,
gleichzeitig erhtht sein, aufRerdem musste IL-10 erhdht sein. Die

erhohten Spiegel von IL-4 stehen in Zusammenhang mit Gesamt-IgE.

Es ist anzunehmen, dass in dieser Studie zwei verschiedene Gruppen
von Patientinnen mit CRVVC enthalten sind.

Bei der einen Gruppe scheint eine allergische Komponente vorhanden
zu sein, darauf deuten die erh6hten Spiegel von IL-4, Gesamt-IgE und
bedingt auch der Cys-Leukotriene hin. Eine auf Candida-spezifische
Allergie konnte bei den meisten Patientinnen hier nicht erkannt werden,
dennoch koénnten auch in dieser Studie wenige Patientinnen mit einer
Candida-Allergie enthalten sein.

Eine allergische Reaktion wird hier eher von Allergenen ausgelost, die
z.B. gegen die Spermien des Partners oder gegen Chemikalien in
Toilettenpapier, Waschlotionen, Tampons oder auch gegen Pollen,
Tierhaare oder Staub gerichtet sind. Diese werden mit den Fingern
Ubertragen (Witkin, 1987, 1988).

Bei der anderen Gruppe konnte eine lokale Entziindung vorliegen, dafur
sprechen die erhohten Spiegel an IL-12, Cys-Leukotrienen und PGE,.
Als mogliche Ursache fiur diese lokale Inflammation konnte man eine

verstarkte Aktivierung des angeborenen Immunsystems mit Antigen-
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prasentierenden Zellen vermuten, die ihrerseits wieder die TH-Zellen
beeinflussen. So werden auch die Eicosanoide Cys-LT und PGE, aus
Makrophagen ausgeschiittet und sind Entziindungsmediatoren, die auch
einen Einfluss auf TH-Zellen haben. Diese These wird in der Literatur
ebenfalls bekraftigt.

Lilic et al. (2003) vermuten, dass Patienten mit chronischen Candidosen
der Schleimhaut auf Candida uUberreagieren durch eine tberschiel3ende
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Sie vermuten, dass ein
Defekt des angeborenen Immunsystems flr die auftretende Entziindung
verantwortlich ist, z.B. durch Stimulierung von Mannose-Rezeptoren, [3-
Glucan-Rezeptoren oder Toll-like-Rezeptoren. Stimulation von Mannose-
und R-Glucan-Rezeptoren durch Candida fuhrt zur Ausschittung von
Eicosanoiden, Toll-like-Rezeptoren dagegen zur Ausschittung der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und IL-8.

Die oben genannte These, also die Beteiligung des angeborenen
Immunsystems an einer entzindlichen Reaktion, wird in anderen
Arbeiten bestatigt (Barousse, 2005; Raska, 2007).

Fidel postuliert in einem Review (2007), dass Patientinnen mit CRVVC
gegen Candida sehr intolerant sind und auf eine Candida-Besiedelung
mit einer Entzidndung reagieren, wahrend Patientinnen mit asympto-
matischer Besiedelung tolerant gegen den Pilz sind.

Manche Frauen haben nur etwa 100 Organismen/ml und haben starke
Symptome einer Pilzinfektion, andere haben bis zu 10.000 Orga-

nismen/ml und sind asymptomatisch (Linhares, 2001).

Ein anderer Ansatz ist ein mdglicher Gendefekt bei Patientinnen mit
CRVVC. So wurde bei IL-4 ein Genpolymorphismus an Position 589 in
der Promotor-Region des IL-4 Gens entdeckt, bei dem ein Cytidin gegen

ein Thymidin ausgetauscht ist. Dies fluhrt zu einer gesteigerten IL-4
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Produktion. Dieser Gendefekt kam bei 76,2% der Patientinnen mit
CRVVC vor. Die erhohten IL-4-Konzentrationen fihrten zu einer
verstarkten Inhibierung protektiver Mechanismen des angeborenen
Immunsystems, némlich Mannose-bindendes Lektin (MBL) und
Stickstoffoxid (NO).

AulBerdem wurde von einer eingeschrankten Abwehrfunktion von
vaginalen Epithelzellen gegen Candida berichtet, die als immun-
kompetente Zellen gelten. In gleicher Studie wird auf viele weitere
verwiesen, die keine Rolle fiir eine Beteiligung der systemischen oder
lokalen CMI als Schutz gegen Candida bestatigen (Nomanbhoy, 2002;
Barousse, 2005).

Nachfolgend wird kurz auf die untersuchten Frauen eingegangen, die die
Ciprofloxacin/Nystatin-Ovula bekommen haben. Die hier erhaltenen
Zytokinkonzentrationen geben Hinweise auf die mdglichen molekularen
Vorgange bei Patientinnen mit Bakterien- und Pilzbefall. Um genauere
Aussagen Uuber diese treffen zu kénnen, mussten jedoch Studien mit
mehr Patientinnen durchgefihrt werden, denn diese Gruppe umfasst 12
Frauen.

Bei Gesamt-IgE ist kein Unterschied zur Kontrollgruppe zu erkennen, es
scheinen daher keine unspezifischen allergischen Reaktionen vorzu-
liegen.

Candida-IgE ist gegentiber der Kontrolle leicht erh6ht, jedoch nicht signi-
fikant.

IL-4 liegt auf Kontrollniveau, wahrend IL-10, wie in den CRVVC-
Gruppen, gegeniber diesem erniedrigt ist. IL-12 ist wie in den CRVVC-
Gruppen deutlich erhéht.
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Auch PGE, und die Cys-Leukotriene sind deutlich erhoht, vor allem
PGE..

Bei diesen Patientinnen liegt entweder gleichzeitig ein Pilz- und
Bakterienbefall vor oder eine bakterielle Infektion, die durch die
Antibiotika-Behandlung leicht zu einer Pilzinfektion fihren kann.

Hier liegen anscheinend vergleichbare Vorgéange vor, also eine lokale

Entzindung, wie bei den CRVVC-Patientinnen.

Wahrend der Behandlung mit Fluconazol tber mindestens drei Monate
ist ein Absinken von Gesamt-IgE, IL-12, PGE, und Cys-LT zu sehen. Die
abnehmenden Zytokin-Spiegel sind auch schon nach 6 Wochen
Behandlung zu sehen, nehmen jedoch nach 3-monatiger Therapie weiter
ab.

Obwohl Fluconazol eine Candida-Kolonisation womoglich nicht
eliminieren kann, scheint es sich positiv auf allergische und/oder
inflammatorische Faktoren auszuwirken und sollte daher auf jeden Fall
indiziert sein. Ebenso rechtfertigen die Ergebnisse eine Langzeittherapie
mit Fluconazol.

Bei der Patientinnen-Gruppe, die eine lokale Entztindung als
Hauptursache der CRVVC haben kénnte, kdnnte eine zusatzliche Gabe
von entzindungshemmenden Mitteln wie Diclofenac oder auch LT-
Rezeptorantagonisten (White, 2004; Riccioni, 2007) von Vorteil sein.

Bei der Gruppe von Patientinnen, bei denen eine Allergie gegen
bestimmte Allergene in der Vagina die Hauptursache der CRVVC sein
konnte, kdnnte die zusatzliche Gabe von Antihistaminika (Neves, 2005)
helfen. Bei diesen Frauen ware aul3erdem eine Identifizierung des

auslésenden Allergens sehr hilfreich, um selbiges zu vermeiden.
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Eine Hyposensibilisierung mit Candida-Allergenen wurde bei Patien-
tinnen mit CRVVC und positivem Candida-Hauttest in zwei Studien
getestet und bei 79% (Rigg, 1990) bzw. 64% (Moraes, 2000) der
Patientinnen eine Verbesserung der Symptomatik festgestellt. Eine
Hyposensibilisierung kdnnte daher bei Patientinnen mit einer Candida-
Allergie vorteilhaft sein.

Fidel und Sobel erwdhnen in einer Arbeit (2004), dass mdgliche
immunologische Abnormalitaten wahrend der Therapie abnehmen oder
aufgehoben werden. Die schnelle Ruckfalligkeit nach Absetzen der
Therapie bei einer Reihe von Patientinnen wird dagegen als mdgliche
irreversible immunologische Dysfunktion gedeutet, die durch Absetzen
der Pilzmittel wieder ansteigt. Bei Frauen, die dagegen nach der
Langzeittherapie frei von Ruckfallen sind, wird eine Re-Etablierung des

maoglichen Immundefekts angenommen.
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5 Zusammenfassung

Da die Symptome einer vaginalen Pilzinfektion auch durch andere
Erkrankungen der Scheide ausgeldst werden kdnnen, sollte die Ursache
der Symptomatik immer zumindest durch einen kulturellen Nachweis
Uberprift werden. Eine alleinige mikroskopische Untersuchung ist zu
unspezifisch.

Bei Patientinnen mit einer CRVVC kann ein Candida-Nachweis mittels
PCR sinnvoll sein, da bei dieser Methode geringere Mengen an Candida
nachgewiesen werden konnen. Diese reichen eventuell schon aus, um
Symptome hervorzurufen.

Die Untersuchung von Zytokinen im Vaginalsekret zeigte vor Fluconazol-
Einnahme eine Erh6hung an Gesamt-IgE, IL-4, IL-12, PGE, und Cys-
Leukotrienen und eine Erniedrigung von IL-10.

Die anfanglich erh6hten Spiegel an Gesamt-IgE, IL-4 und bedingt der
Cys-Leukotriene und PGE, deuten auf eine allergische Komponente bei
einigen Patientinnen hin.

Die zu Beginn erhdhten Werte an IL-12, sowie auch der Cys-Leukotriene
und PGE, sind ein Zeichen fir eine lokale Entzindung bei den
Patientinnen. Die nach 3-monatiger Therapie leicht zunehmenden Spie-
gel an IL-10 sprechen fir das Abklingen einer anfanglichen Entzindung.
Unter der Einnahme von Fluconazol Uber mindestens 6 Wochen
naherten sich alle Parameter den Kontrollwerten an, d.h. die erhOhten
Zytokine nahmen ab und das erniedrigte IL-10 zu.

Maogliche lokale immunologische Defekte, die zu allergischen Reaktionen
und/oder lokalen Entziindungen fuhren kénnten, werden anscheinend
durch die Therapie positiv beeinflusst.

Um die Patientinnen spezifischer und dadurch auch effektiver behandeln

zu konnen, sollten sie vor einer zusatzlichen Gabe von Antiphlogistika
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oder Antihistaminika zur antimykotischen Therapie mittels immuno-
logischer Tests auf eine Allergie gegen Candida oder andere allergene

Substanzen sowie auf vorliegende Entztindungen Uberpruft werden.
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6 Anhang

6.1 Gerateliste

6.1.1 Allgemein

Gerate

Laminar-flow-box Typ Uniflow
Firma Uniequip

* Voretaxgerat Typ VF 2

Firma Janke&Kunkel, IKA Labortechnik
* Pipetten (1-1000 pul), Typ Reference

Firma Eppendorf
» Pipetten (1-1000ul), Typ Pipetman

Firma Gilson
» Tischzentrifuge (max. 10900 rpm)
Firma Abbott

6.1.2 Candida — Kultur

Gerate

» Mikroskop Typ Dialux
Firma Leitz
» Brutschrank Typ 2770

Firma Kottermann

100



6.1.3 DNA-Extraktion

Gerate

» Tischzentrifuge Typ Z 230 MR (max. 13000 rpm)
Firma Hermle

 Wasserbad Typ B3
Firma Haake

6.1.4 Candida — PCR

Gerate

* PCR - Gerat Typ Mastercycler Gradient
Firma Eppendorf

6.1.5 Gelelektrophorese

Gerate

Waage Typ Mettler P 1200
Firma Mettler
» Mikrowellengeréat Typ MC 653
Firma Udo Classen GmbH
» Gelelektrophorese — Apparatur
Typ Mini Sub Cell GT
Firma BioRad
* UV-Leuchtkasten Typ N 90, KW 254 nm
Firma Uni Equip
» Polaroidkamera Typ Polaroid Gel Cam

Firma UniEquip
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« Spannungsquelle Typ EPS 500/400

Firma Pharmacia

6.1.6 ELISA

Gerate

8-fach Pipette, Typ Pipetman
Firma Gilson

Plattenschuittler, Typ Vibromix 301 EVT
Firma Tehtnica

Wasserbad Typ B3
Firma Haake

Spektralphotometer

Firma Anthos Labtec Instruments

6.2 Auswertungstabellen Patientinnen und

Kontrollen
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Kuitur iCR CR AT ) 10 12 T [Di_Ant Ew 6Wo Eii E) HG
¥ neg neq 25642 58 09 i1 678 X
neg neg 22 0| 109 5241 X
neg neg 8535 19 0 3 4854 X
neg neg 100 15, 09 2473 X
neg neg 293 15 624 X
neg pos albicans 1243 0,059 32 170 X
neg neq 0,059 0 3376 X
neg n 1924 0,043 0 1422 X T
neg n TLT 0,041 [ 682 X
neg n 545 0,06 3 [ 1235 X T
neg n 106.7 [ 047 a8 19 [ 1959 X
neg pos albicans 034 L7 X Z
neg [neq 807, 086 7 43 6, X
neg ne 22311 085 26 3579 X T
neg 05 beides 106.2 073 51 7 754 X 2
neg 05 albicans 3572 043 142 0 165.7 X 3
neg ne 739.7 [ 064 17 [ 0 2965 X
neg neq 754 a1 058 6 23 o 1132 X
neg neg 843 051 34 o 589 X
neg pos albicans 2 [0 049 0 04 9 X 1
neg pos albicans 297, 0 041 2 22 1287 X o
neg neg 992, [ 066 09 1408 X
neg neq 439, 06 041 6.7 1721 X
neg pos albicans 1750.4 09 075 04 1391, X
neg pos albicans 3146 [ 061 01 763 X T
neg pos albicans 3795 0 043 62 1333 X 1
neg pos albicans 23075 06 051 0 [ 759.7 X 1
neg neg 2 [ 046 4 106.9 X
neg pos albicans 222.1 04 045 0 789, X T
neg pos albicans 67, o 032 3 04 112, X
neg pos albicans 06 067 2, 0 301, X
neg neg 10339 11 074 4, 04 114, X
eg neg 595.7 [0 079 11, 19 104 149 X
S.cerevtt E 1059 [ 057 2, 0 14 244.7_ X
neg neq 2928 [0 055 [ 0 [ 331 X T
neg neg 249.4 15 054 108 1 [ 972 X
qlabrata+++ pos beides 16879 01 093 376 17 262 5307 X
pos albicans 047 65 5.7 0 X Z
neg pos albicans 29391 032 045 0 0 08 1831 X
neg neq 8 0 034 19 61 47 1132 X
neg neq 13231 [0 046 46 0 LT 993 X T
n 7 0 044 0 0 68 63,9 X
neg ne 1507.7 0 053 37 54 7 2691 X
neg ne 05 [ 0 X Z
neg ne 2841 [ 047 0 0 0 1126 X
neg neq 36,1 03 039 0 06 X
neg [pos albicans 78,9 [ 049 22 06 1132 X
neg ne 219.9 0 056 0 [ 2 X 1
neg 05 albicans 2024 0 036 5 02 19 X
neg ne 30,1 17 049 19 1087 X T
neg ne 59,3 [ 065 31 1279 X
neg neq 08 X T
neg neq 26552 [0 0,048 0 o 1075 X
neg negq 1282 0.1 0,05 98 1126 X
neg neg 257 [0 0,076 14 1327 X 1
neg pos albicans 1528 [ 0,037 10 999 X 3
neg pos albicans 0,06 [ T X
neg neq 2702 15 0047 28 1778 X T
neg pos albicans 13733 T 007 1 5498 X
neg neg 0 0,049 0 104 1085 X
neg neg 52 32 X
neg neg 278 246 959 118 X 3
neg neg 142 06 0,035 0 [ 325, X
neg neg 0 33 308, X
neg neg 622.2 [ 0,059 25 T 332 X
neg pos albicans 6405 04 0,049 04 231 212 X
neg pos albicans 29,1 03 0,05 0 09 756, X 1
neg neg 63 078 274 58 218 255 X
¥ neg neq 27334 07 055 25 14 a78.1 X
¥ e ne 826 [ 053 18 [ 392 X
- neﬂ e 916 05 061 [ 5 779 X
¥ neq ne 038 05 22 566 X
neg neg 12463 17 102 25 2.7 2777 X
neg [neg 11712 0.9 062 7 o 45, X
neg [neg 17945 [ 063 32 108 1793 X T
neg 05 albicans 279 01 ,042 43 7.1 200 X
neg ne 06 [ 2851 X
neg ne 0,062 5| 222 X T
neg ne 13733 05 0,047 02 04 552 X
neg neg 7046 0.2 0,069 o 2528 X T
neg [neg 22309 0,07 38 98, X
neg [pos beides 10516 07 0,095 2.7 2621 X
neg [pos albicans 11444 0 0,053 0 8438 X
neg ne 1486 11 0053 242 34 485 X 1
neg ne 439 3 011 3 05 753 7715 X
neg neq 18 12 T 1719 X T
neg neq 25055 2 0101 13 539 104 618.1 X
neg neg 1261 0 0,068 5 26 o 662 X T
neg pos albicans 19524 06 0,08 0 0 320.1 X 1
neg neg 12668 [ 10,06 54 34 342,9 X
neg negq 60 03 0,059 03 6 1517 X Z
neg neg 576 0,05 1 02 86,1 X 2
neg neg 2643 [0 063 142 16 227, X 1
neg pos albicans 53,6 0 042 35 0 0 101, X 1
neg neg 79.3 0 069 09 0 56 313, X
neg neg 32,7 04 049 38 0 22 117, X
neg pos albicans 12615 [ 098 0 0O 132 618, X
neg neg 918 11 046 53 49 45 113 X 3
neg neg 89 051 41 0 0 X
neg neg 20,7 065 42 0 24 3236 X
neg 57,2 019 72 0 58 76, X T
neg neg 1422, 162 171 05 113 2582 |x
neg ne 3069, 047 16 [ 04 775 |x T
ne 3 04T 66 [ [ a7 x 1
neg ne 42 81 29 X
ne 3 ) 54 X
albicans++ pos. albicans 059 31 0 [ 72 |x
neg [neg 28139 54 111 636 186 415 2133 |x
neg ne 4332 19 052 6.7 0 5 2005 [x 2
neg ne 15208 [ 064 5 [ 5 759 |x 1
neg ne 54 05 039 2 21 3 651 x
neq 332.1 051 29 0 1 360 [x
neg neg 28068 065 09 a1 228 402 [x
neg pos albicans 768 045 3 0 05 548 |x T
neg neg 105.9 051 272 7 10 848 |x
neg neg 58 035 0 23 1373 [x Z
neg 805.2 0,15 18 3296 [x 1
neg pos albicans 5191 11 0051 18 12 932 |x 2
albicans++ pos albicans 2044 02 0,046 0 25 1670,1 X 1
pos albicans 756 07 0,042 3 81 390, X
pos albicans 100, 508 X
neg ne 1279 04 061 5 0 7 x
neg IEZ 86 17 095 [ 65, X
negq 46 0 049 1 9 [x
albicans++ pos. albicans 369 o 037 0 78, X
albicans+++ pos albicans 686 037 36 2_[x
neg 1308, 85 154 52 675 2336 |x
albicans+++ pos albicans 2982 04 107 ) 2045 |x
neq 4 0 037 0 0 606 |x
pos albicans 2709, 03 047 59 21 848 |x
n 51 . X
ne 8981 06 165 [ 07 9 333 x
Scerevt NN 5733 0 047 0 5 3182 |x
neg neg 53,6 0 054 0 i 1226 |x
neg [neg 0 054 69 T 777 |x
[neg [ 0 023 0 Y] 1098 [x
albicans++ 05 albicans 1053,9 63 ,046 0 42 3388 [x
e 119 0.4 049 3 [ 37 1363 [x 3
ne 999 02 048 56 [ [ 937 x
neg 05 albicans 26123 [ 063 31 22 33 253 [x
neg neq 23642 04 045 63 75 42 1098 [x T
[pos albicans 12925 0.1 0,05 07 0 37 2621 |x 1
[ neq 2025 0 089 16,9 2 0 207.2|x 1
neg [neg 13213 11 058 0 0 2465 X
neg 655.2 [ 037 14 141 514 |x
Scerevart NN 3486 01 134 85 373 |x Zwel
neg pos albicans 458.7 07 059 7.9 5398 |x
albicans++ pos albicans 0 X
pos albicans 5203 0 0073 3 04 8297 |x
neg 28 42 X
pos albicans 1687.9 17 0106 32 5| 244 7464 |x
albicans++ pos. albicans 34478 14 0104 22 0 [ 5811 [x
eg neq 08 0,058 [ 0 18 58, X
albicans++ pos albicans 5304 o 0,058 26 12 6.1 10111 X
neg 16879 05 004 2.4 55 08 1953 [x
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|[Kontrollgruppe
[fortl. Nr. Patum ultur ACR ICR Art PGE2 Cand-IgE L JiL-10 JiL-12 LT

494] _24.04.2006|neg neg 0 0,044 5 0 0
378| 07.03.2006|neg neg 0,047 0,7, 0 o]
495| _28.04.2006|neg neg 0.9 0,048| 1 5.2 0
308| 07.02.2006|neg neg 0 0,05 4, 1,2 1 gl
414 0.03.2006 |neg neg 04 0,047 35 7 6,6
437|27.03.2006]neg neg 4, gl 0,05 0,2, 54,3] 25,8]
471]10.04.2006|neg neg 0 0,04 83 5.7, 4
460| _03.04.2006|neg neg 0.1] 0,03 | 43 0
430] 24.03.2006|neg neg 16| 0,05: gl 0| 0
444] 27.03.2006]neg neg 148,6 0 0,046 35 0 0
439 27.03.2006[neg neg 3137' 0 0, oe@i 49| 0 [
173 07.08.2006]neg neg [ 0 0,065 5.6| 5| 7

51 25.02.2006|neg neg 55,9 0,2 0,047] 44 0| 9
416] 20.03.2006]neg neg 1490,5) 0, 0,053 0 193 5
427| _24.03.2006|neg neg 1,7 0.4 0,047 52 0 1

59| 28.02.2006]neg neg 2,1 0 0,058 0 0 0

77| 07.03.2006]neg neg 0,6 0 0,062 2,2 0 0
393|10.03.2006|neg neg 4Z| 2,9 0,05] 18| 2,9 0
37 3.03.2006|neg neg 86.5) 14 0,046 0 180,7] 437
395 14.03.2006|neg neg 1069,9 0 0,057 3 0 0.4]
386| 10.03.2006|neg neg 0 0,068] 0 7.4] 0,6!
44 7.03.2006|neg neg 8664 0 0,04 59 5.2 8,6
46 7.04.2006|neg neg 207, 0 0,04 2,6] 0 56
462| _07.04.2006|neg neg 3.3 0 0,0 14,1] 0,9 11
461] 07.04.2006]|neg neg 297,2 0 0,054 0.4 8.4 gl
497| _28.04.2006|neg neg 292,8 0 0,0 4.7 6.6] 8,7
418]20.03.2006]neg neg 1189 0 0,04; 4.9 0 42|
49 4.04.2006neg neg 1607,2 0 0,05: 5 155 5 gl

4 5.02.2006 |neg neg 47,7 0 0,076 1] 4| 0
46 0.04.2006|neg neg 71,5 6| 0,107 6 4 2|
405] 17.03.2006|neg neg 453,2 0 0,043 il 6| 5,6]
397 14.03.2006|neg neg 319 0 0,047 42 0 37
423] 20.03.2006]neg neg 89; §| 0 0,046| 43| [} 0.7,
355| 28.02.2006|neg neg 3@@' 0 0,043 2,6] 0| 0
399 14.03.2006[neg neg 36 0 0,059 4.7 10,9| 44

09| 07.02.2006]neg neg 1901.8] 0.1] 0,057 37 0 0
458|_03.04.2006|neg neg 660.6 0 0,046] 4 0 49
413|  20.03.2006 [neg neg 54,1 9] 0,04 2 2,7 1.8
400] _14.03.2006]neg neg 691,1 0 0,059 0 7.4 54, 7|

76] 07.03.2006]neg neg 161,4/ 0 0,053 0 i) of
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6.4 AbklUrzungen

S.u. Siehe unten

S.0. Siehe oben

N Anzahl

bp Basenpaare

bzw. Beziehungsweise

CRVVC Chronisch-Rezidivierende-Vulvo-
Vaginale-Candidose

Cipro/Nys Ciprofloxacin/Nystatin

dATP Desoxy-Adenosintriphosphat

dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat

dGTP Desoxy-Guanosintriphosphat

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat

dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat

ELISA Enzyme-Linked-Immuno-
Absorbent-Assay

X Fach (5x = 5-fach)

fg Femtogramm

T Grad Celsius

IL Interleukin

IE Internationale Einheiten

LT Leukotrien

Max Maximalwert

max. Maximal

Min Minimalwert

UM Mikro Mol

Mg Mikrogramm
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pl Mikroliter

mA Milli Ampere

mM Milli Mol

mg Milligramm

mi Milliliter

min Minuten

M Mol

nm Nanometer

Neg Negativ

N Normal

0.A. Ohne Angaben
oD Optische Dichte
PCR Polymerase Chain Reaction
pPg Picogramm

Pos Positiv

PGE2 Prostaglandin-E2
RT Raumtemperatur
RHG Reinheitsgrad

rpm Rounds per minute
sec Sekunden

S Standardabweichung
h Stunde

U Units

V Volt

H,O Wasser

Tabelle 27: Verzeichnis der Abkiirzungen
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