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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

1.1.1 Die Gattung Candida und Candida spezifische Immunitiit

Die Gattung Candida, ein hefeartiger Pilz, der zuerst 1844 im Sputum eines
Tuberkulosepatienten isoliert wurde, gehort zur Familie der Deuteromyceten
und besteht aus ca. 150 Pilzspezies [11,65].

Die Candida spezies werden am hiufigsten am Menschen im Gastrointesti-
naltrakt, in der Vagina und auf der Haut gefunden, wobei die oropharyngeale
Candidiasis (OPC) (s. Abb. 1) und die vulvovaginale Candidiasis (VVC) die
zwei haufigsten Formen opportunistischer Pilzinfektionen darstellen [26,46]. In
immunkompetenten und in immunsupprimierten Frauen tritt die VVC gleich

hiufig auf, wihrend die OPC ohne Immunhemmung selten vorkommit.

Abbildung 1: Oropharyngeale Candidiasis [67]

Candida spezies, die sowohl als Kommensale als auch als opportunistische
Pathogene der mukosalen Gewebe fungieren, bewirken bei den meisten ge-
sunden Individuen, aufgrund der kommensalen Beziehung, eine Candida spezi-

fische Immunitét, die mittels Serumantikdrpern, in vitro T-Zellreaktionen und
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Hautreaktionstest nachgewiesen werden kann [10,26]. Bisher wurde diese
Candida spezifische zellulire Immunitit (CMI), die aus einem frithen kom-
mensalen Kontakt entsteht, als hauptsdchlicher Schutzmechanismus des Men-
schen angenommen [85].

Die angeborene Immunabwehr, insbesondere polymorphkernige Leukozyten
(PMNL) und Makrophagen, dominiert die Abwehr systemischer Candida-
infektionen. Dagegen schiitzt die zellulire Immunabwehr iiber T-Zellen und
Zytokine die Schleimhautgewebe [26].

Die erworbene Immunabwehr gegen eine Candidainfektion resultiert aus der
Entwicklung einer T-Helferzellen 1 (Thl)-Immunantwort, deren Th1-Zell-Zyto-
kine die phagozytierenden Zellen gegen Candidiasis aktivieren. Th2-Zell-Zyto-
kine ihrerseits hemmen die Thl-Zellentwicklung und fithren zu einer Deakti-
vierung der phagozytierenden Zellen [79]. Daher wurde ein Infektionsschutz mit
einer Th1-Antwort in Verbindung gebracht, die Th2-Antwort hingegen sollte zu
einer Infektionsanfilligkeit fithren [85].

Die bisherigen klinischen und experimentellen Beobachtungen lieBen auf eine
wichtige Rolle der lokalen Immunantwort schlieBen, da aufgrund einer Candida-
infektion von oralen und vaginalen Epithelzellen ganz spezielle Zytokine pro-
duziert werden [97]. Eine schiitzende Th1-Antwort sollte so ein Zusammenspiel
aus IFN-gamma, TGF-beta, IL-6, TNF-alpha und IL-12 erfordern, unter einem
gleichzeitigen Mangel der Zytokine IL-4 und IL-10 [100].

Seit kurzem hat allerdings ein Paradigmenwechsel im Verstindnis der Immun-
abwehr gegen die VVC stattgefunden, von einer funktionsuntiichtigen erwor-
benen Abwehr hin zu einem Fokus auf die angeborene Immunitit. Beispiels-
weise konnten durch Candidakontakt induzierte spezifische AntikOrper nicht mit
einer Infektionsabwehr gegen Candida in Zusammenhang gebracht werden. Es
wurde sogar in einer Vielzahl von Tierversuchen und klinischen Studien ge-
nerell ein Schutzmangel an lokaler und systemischer erworbener Immunitit

festgestellt, was den Korper vermutlich immunregulatorisch vor einer iiber-
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schieBenden Immunreaktion und hiufigen Entziindungen schiitzen soll. Nach
dem heute giiltigen Modell erfolgt die Infektionsabwehr ohne eine Entziindung,
die Anfilligkeit hingegen steht in Verbindung mit einer iiber polymorphkernige
Leukozyten (PMNL) vermittelten Entziindungsantwort und geht mit Vaginitis-
Symptomen einher [22].

Ein weiteres Beispiel fiir die dominante Rolle des angeborenen Immunmecha-
nismus sind die mukosalen Epithelzellen. Sowohl vaginale als auch orale Epi-
thelzellen besitzen die Fihigkeit, Candidawachstum einzuddammen. Sie sind die
ersten Zellen, die auf Schleimhiuten mit Candida in Kontakt treten. Damit
kommt ihnen eine wichtige nicht-entziindliche Kontrollfunktion fiir das kom-

mensale Candida-Wirts-Verhéltnis zu [5,64].

1.1.2 Die orale und vaginale Candidiasis

1.1.2.1 Die orale Candidiasis

In der vorliegenden Arbeit betrachten wir immunologisch die zwei hiufigsten
Pilzinfektionen, die orale und vaginale Candidiasis, wobei die orale Form vor
allem in jungen und sehr spiten Lebensphasen die héufigste Pilzinfektion dar-
stellt [1,32]. Mehr als 80% dieser oralen Infektionen werden durch die hefe-
artigen Pilze C. albicans, C. glabrata und C. tropicalis verursacht, wihrend als
weitere Spezies C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guillerrmondii, C. krusei und
C. pseudotropicalis gefunden werden [6,65]. Uber 95 % der oralen Candidosen
werden von Candida albicans ausgelost [25].

Die oropharyngeale Candidainfektion (OPC) fiihrt zu lokalen Missempfin-
dungen, einem gestortem Geschmacksempfinden, Untererndhrung, verlingertem
Krankenhausaufenthalt, unter Immunsuppression zu einer systemischen Candi-

diasis und kann iiber eine Leukoplakie sogar zu einer Tumorentwicklung fiihren

[29,39].
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Eine Einteilung erfolgt in eine akute pseudomembrandse Form, eine akute
atrophische Form, eine chronische hyperplastische Form, eine chronische atro-
phische Form, die mediane rhomboide Glossitis und die angulidre Cheilitis [48].
Die Entstehung einer OPC ist abhiingig von der Adhésion an Epithelwénde iiber
die Pilzwandkomponenten Mannose, des Weiteren von C3d Rezeptoren, Mano-
protein und Saccharine, dem Ausmall der Hydrophobizitit, der Bindungs-
fahigkeit an Fibronectin, der Keimfadenanordnung, der Anwesenheit von My-
celien, dem Verbleiben in Epithelzellen, Endotoxinen, der Induktion von TNF,
Proteinasen und dem phenotypischen Switching [40,95]. Priddisponierende loka-
le Faktoren sind eine gestorte Speicheldriisenfunktion, Medikamente wie inha-
lierbare Steroide, vorhandene Zahnprothesen, Leukoplakie, Mundhohlenkarzi-
nome und eine ausgeprdgt kohlenhydratreiche Diit [20,66]. Die pridisponie-
renden systemischen Faktoren sind eine schidigende Lebensfithrung, Medika-
mente wie Breitspektrumantibiotika, Rauchen, Diabetes, Morbus Cushing und
immunsupprimierte Zustdnde wie bei einer HIV Infektion, Leukdmie und bei
Untererndhrung [33,63].

Die Behandlung der OPC erfolgt durch eine gute Mundhygiene, unter Ver-
wendung chlorhexidinhaltiger Spiillésungen und einer darauf folgenden lokalen
Antipilztherapie. Hierbei kommen hauptsichlich Nystatin, 1951 entdeckt, und
Amphotericin B, seit 1956 bekannt, zur Anwendung. Beide Wirkstoffe werden
lokal im Mund angewendet und wirken iiber eine Bindung an Pilzmembran-
sterole, mit anschlieBender Anderung der Membranpermeabilitiit [7,34]. Fiir die
lokale Therapie werden auBlerdem die Imidazole Mikonazol, Klotrimazol und
Ketokonazol verwendet. Die systemische Antipilztherapie erfolgt mit den Tri-
azolen Flukonazol, einem starkem Hemmstoff der Pilzenzyme, und Itrakonazol,
welches ein groBeres Aktivitdtsspektrum als Flukonazol aufweist [37,75]. Zur
Prophylaxe einer oralen Candidiasis eignen sich Flukonazol und Chlorhexidin-
spiillosungen. AbschlieBend lédsst sich zur OPC sagen, dass sie unter angemes-

sener und oben beschriebener Behandlung zu einer Ausheilung kommt [3,51].
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1.1.2.2 Die vaginale Candidiasis

Als weitere hidufige Formen einer Pilzinfektion untersuchen wir in der
vorliegenden Arbeit die Immunreaktion auf eine vulvovaginale Candidiasis
(VVC) und die rezidivierende vulvovaginale Candidiasis (RVVC). Die RVVC
ist dabei durch das Auftreten von drei oder mehr Episoden einer VVC innerhalb
eines Jahres definiert.

In 75-90 % der Fille ist Candida albicans fiir eine VVC verantwortlich, gefolgt
von C. glabrata, C. tropicalis und C. parapsilosis [76,94]. Im gebirfidhigen Alter,
am hdufigsten aber zwischen 20 und 40 Jahren, erkranken etwa 75% aller
Frauen an einer VVC, weitere 5-10% an einer RVVC, wobeil manche Autoren
das Vorkommen einer RVVC auch mit 40-55% angeben [14,94].

Zu den Symptomen zidhlen Brennen, Jucken, Schmerzen und abnormer Aus-
fluss. Sie werden heute auf eine aggressive angeborene Immunantwort durch
PMNL-Infiltration zuriickgefiihrt [22].

Anzeichen einer VVC sind Erytheme, Odeme, Exkoriationen und Fissuren,
allerdings zeigen mehr als 20% gesunder Frauen mit positivem Candida-
Nachweis keinerlei Symptome [36].

Die pridisponierenden Faktoren einer akuten VVC sind die Verwendung von
Antibiotika und oralen hoch dosierten Ostrogen-Kontrazeptiva, eine Hormon-
ersatztherapie, Schwangerschaft und ein unbehandelter Diabetes mellitus [93].
Ebenso erhoht ein hoher Ostrogenspiegel die Anfilligkeit fiir eine VVC [91]. Es
sind allerdings keine pridisponierenden oder &dtiologischen Faktoren fiir eine
primdre RVVC bekannt. Ob Symptome entstehen oder nicht, entscheidet hier
die lokale Immunantwort [94].

Bei einer sekundidren RVVC, dem gehiuften Auftreten einer akuten VVC, wenn
priadisponierende Faktoren nicht vermieden werden, spielen der Gebrauch von
antibakteriellen Substanzen und systemischen Kortikosteroiden, immunsuppri-

mierte Zustinde wie Diabetes, Lupus, Schilddriisenerkrankung und HIV eine
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Rolle [94]. Einfluss haben aber auch das Sexualverhalten, Kleidungsgewohn-
heiten und spezielle Diiten.

Die Diagnose wird mittels Kulturanziichtung auf Sabouraud-Dextrose-Agar und
Lichtmikroskopie gestellt [91]. Im Falle einer Erkrankung wird lokal mittels
Polyenen (Nystatin) und Imidazolen (Clotrimazol, Mikonazol), oral durch Imi-
dazole (Ketokonazol) und Triazole (Flukonazol) und erginzend lokal mit hydro-
kortikoidhaltiger Salbe behandelt.

Die RVVC ist deutlich schwieriger als die unkomplizierte VVC zu behandeln,
hier werden wochentliche Dosen oraler Flukonazole und Ketokonazole oder
lokal 500 mg Clotrimazol fiir mindestens 6 Monate empfohlen [36,53].

In Tabelle 1 sind die Hiufigkeit des Auftretens und die priddisponierenden Fak-
toren einer Candidiasis, zusammenfassend und getrennt in oral und vaginal,

aufgefiihrt.
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Tabelle 1 Epidemiologie und pridisponierende Faktoren der oralen und
vaginalen Candida albicans Infektion [25]

Oral Vaginal
Hefepilzbesiedelung gesunder Individuen 40-70% 5-20%
In Prozent
Candidiasis bei gesunden Frauen selten 50-75%
Candida albicans Anteil an Candidosen > 95% 75-90%
Préadisponierende Faktoren:
- Antibiotikatherapie selten hoch
- Kontrazeptivatherapie sehr selten mittel
- Steroidtherapie mittel selten
- Chronische mukokutane Candidiasis sehr hiufig selten
- Chemotherapie hiufig selten
- AIDS sehr hdufig selten
Recurrente Candidiasis (HIV negativ) selten 5-10%
Resistenz gegen Fungizide hiufig selten

Orale und vaginale Epithelzellen schiitten wihrend einer Candidiasis charak-
teristische Zytokine aus. Die Zytokine IL-4, IL-10 und IL-12 spielen in der
zelluldren Antwort der oralen und vaginalen Epithelzellen bei Candidiasis eine

zentrale Rolle.
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1.1.3 Interleukin-4 (IL-4) und Candidiasis

IL-4, B-cell stimulating factor 1 (BSF-1) genannt, wird am Genort 5q31 codiert
und hat eine globulédre Struktur mit hydrophobem Kern (s. Abb. 2). Es wird aus
129 Aminosduren gebildet und >
wiegt 15 kDa. Sein Rezeptor
besteht aus zwei Ketten, einer
alpha-Kette = pl140 und einer
gamma-Kette = p64. Die Pro-
duktion findet in Mastzellen,
Th-2 Zellen, Basophilen, Eosi-

nophilen und Knochenmark-

Stromazellen statt. In Eosino-
philen ist IL-4 in Granula enthal-  Abbildung 2: Interleukin 4 [101]

ten, aus denen es durch einen Eotaxinreiz schnell entladen wird. Als Zielorte
gelten T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Endothelzellen und Fibroblasten [41,70].
Die Hauptwirkung dieses Zytokins beruht in der Forderung der Differenzierung
und Proliferation von B-Zellen in IgG4- und IgE- produzierende Plasmazellen.
Damit begiinstigt es die Synthese von Antikorpern und spielt durch die IgE-Pro-
duktion eine Rolle bei der Entstehung von allergischen Erkrankungen und Asth-
ma [41,70]. Seine Wirkung auf B-Zellen wird durch IFN-gamma inhibiert.
Positiv verstirkend wirkt IL-4 auf Th2-Zellen ein, indem es deren Entstehung
aus ThO-Zellen begiinstigt und somit seine eigene Sekretion induziert [52,70].
Auch in dendritischen Zellen kann es seine eigene Bildung unterstiitzen. Ebenso
wichtig ist es fiir die Bildung von Typ-1 dendritischen Zellen, wobei es die
Differenzierung von Typ-2 dendritischen Zellen aus Vorlduferzellen hemmt.
Wihrend der Bildung dendritischer Zellen fiihrt IL-4 zu einem Anstieg der IL-
12 Produktion. Durch die Forderung IL-12-induzierter Proliferationen kann die-

ses Zytokin aber auch direkt Th1-Zellfunktionen verstirken [44,54,70].
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Zusitzlich dazu iibernimmt IL-4 eine Reihe unterdriickender Funktionen. Uber
eine Downregulierung von IFN-gamma durch Thl-Zellen fiihrt IL-4 zu einer
Hemmung der zelluliren Immunantwort (CMI). Ebenso hemmt es die durch IL-
2 induzierte Aktivierung von natiirlichen Killerzellen (NK) und antagonisiert die
von IL-2 in B-Zellen ausgelosten Effekte. Des Weiteren wird durch IL-4 die
Produktion von IL-1, TNF-alpha und IL-8 in Makrophagen eingeschrénkt.
Indem IL-4 die IL-10 Bildung hemmt, wird andererseits die IL-12 Bildung in
mononuklearen Zellen angeregt [12].

In Bezug zu einer Candidainfektion zeigten sich fiir IL-4 folgende Ergebnisse:
Tierversuche legten einen starken Zusammenhang zwischen einer IL-4-Pro-
duktion und der Th2-Antwort und damit einer erhohten Infektionsanfilligkeit
dar [59]. Wird in frithen Infektionsphasen IL-4 zugegeben, fiihrt dies zu einer
Intensivierung der Candidiasis [100]. Eine Neutralisation des Zytokins in dieser
Phase bewirkt die Entwicklung einer Thl-Antwort und eine Heilungsrate von
mehr als 90%. Im Gegensatz dazu wurde in spiten Infektionsphasen durch eine
Neutralisation von endogenem IL-4 eine Ausweitung der Infektion beobachtet
[59] und Miuse ohne IL-4 Produktion erlagen einer systemischen Candidiasis.
Eine Zugabe von exogenem IL-4 und eine verstidrkte IL-4 Produktion erhohte in

dieser Phase die Widerstandsfahigkeit der Versuchstiere deutlich [56].
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1.1.4 Interleukin-10 (IL-10) und Candidiasis

IL-10, auch Cytokine synthesis inhibitory factor (CSIF) genannt, wird am
Genort 1 codiert. Es besteht aus 160 Aminoséduren und besitzt die Struktur eines
links-gewundenen antiparallelen Vier-Helix-Biindels mit einem Gewicht von
35-40 kDa (s. Abb. 3). Der IL-10 Rezeptor ist einkettig und zeigt eine Homo-
logie zu dem IFN-gamma und
IFN-alpha/ beta Rezeptor. Seine
Entstehungsorte sind Th-O und
Th-2 Zellen, aktivierte CD4+
und CD8+ T-Zellen, Monozyten,
Makrophagen und dentritische
Zellen, in denen die Produktion

dieses Interleukins durch eine

Vielzahl von Bakterien, Viren

und Parasiten angeregt wird. Ziel- Abbildung 3: Interleukin 10 [106]

orte sind B-Zellen, Thymozyten, Th-1 Zellen, Monozyten und natiirliche
Killer-Zellen (NK), wobei die Hauptaufgabe in der Aktivierung und Proli-
feration von B-Zellen, Thymozyten und Mastzellen besteht [52,69,70].

[I-10 hemmt die Entziindungsantwort und die angeborene und erworbene
Immunabwehr und ebnet so den Weg fiir die Ausbreitung von Mikroben und
chronischen Infektionskrankheiten. Es spielt eine Hauptrolle in der Entwicklung
einer Th2-Antwort auf C. albicans und der Unterdriickung der Thl-Zell-Im-
munitét [84,86].

Dies geschieht vor allem iiber Sekretionshemmung von IL-12 aus dendritischen
Zellen und damit iiber die Behinderung einer IFN-gamma Ausschiittung. So
wird auch die IFN-gamma stimulierte Synthese von NO beeintrichtigt [84]. IL-
10 beeinflusst die T-Zellen iiber die Downregulierung der Zytokin-Produktion

durch Makrophagen und dentritischen Zellen und fiihrt zu einer ausgeprigten
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Immunsuppression. Auch die Pilzabwehrmechanismen der Monozyten gegen C.
albicans werden gehemmt [78].

Viele Erkenntnisse iiber das Zusammenspiel von IL-10 und einer Candidiasis
wurden aus Tierversuchen gewonnen.

Es zeigte sich, dass Mduse, die kein IL-10 produzieren konnten, widerstands-
fahiger gegeniiber einer Candidainfektion waren, da sie eine ausgeprigtere Th1-
Antwort entwickelten [13]. Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass phy-
siologische Konzentrationen von IL-10 wichtig fiir eine optimale C. albicans
Abwehr sind. Sie werden in Zusammenhang mit einem Schutz vor einer iiber-
schieBenden Th-1-Zytokin-Produktion durch Entziindungszellen gebraucht [55].
Auf diesem Weg verhindert IL-10 immunpathologische Schidden, die durch eine

tiberschieende Immunreaktion auf Infektionen entstehen wiirden.

1.1.5 Interleukin-12 (IL-12) und Candidiasis

IL-12, natural killer cell stimulatory factor (NKSF) und cytotoxic lymphocyte
maturation factor (CLMF) genannt, besitzt eine heterodimere Struktur aus zwei
Ketten (p35 und p40) mit jeweils 196 bzw. 306 Aminoséduren und ein Gewicht
von 30-33 und 35-44 kDa (s. Abb. 4). IL-12 ist das erste entdeckte heterodimere
Zytokin. Die Gene fiir die IL-12 Untereinheiten befinden sich auf den Chromo-
somen 3pl12-3q13.2 und 5q31-33 [92]. Sein groBer Rezeptor dhnelt strukturell
dem G-CSF Rezeptor. Makrophagen und dentritische Zellen sind die Haupt-
quelle dieses Interleukins, es wird aber auch von Monozyten, Phagozyten und
B-Zellen gebildet [70,108]. Zielzellen sind die T-Zellen und die natiirlichen
Killerzellen [43].
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Die Hauptaufgabe von IL-12 liegt in der Aktivierung und Differenzierung von
Th-1 Zellen. Dentritische Zellen schiitten IL-12 nach Interaktion mit CD40-
Liganden aus und fordern so die Differenzierung von CD4+-Zellen in Th-1
Zellen. Diese sezernieren daraufthin IL-2 und IFN-gamma und fithren so zu einer
inflammatorischen T-Zellantwort. Auch natiirliche Killerzellen (NK) und
zytotoxische T-Lympho-
zyten (CTL) werden von
IL-12 stimuliert [52,70].
Eine niedrige IL-12 Kon-
zentration aber erleich-
tert die Differenzierung
von Th2-Zellen und so-
mit die Sekretion der

Zytokine IL-4 und IL-10.

Aus Tierversuchen erga-
ben sich folgende Er- Abbildung 4: Interleukin 12 [105]

kenntnisse iiber das Zusammenspiel von IL-12 und einer Candidainfektion.
Maiuse ohne IL-12 Produktion waren unfihig, eine schiitzende Thl-Immunitit
aufzubauen. Sie produzierten vermehrt IL-4 durch CD4+ Zellen und sezernierten
weniger [L-10. Wurde nun exogenes IL-10 und IL-12 substituiert, sank die 1L-4
Produktion und die Widerstandsfihigkeit gegen eine Infektion wurde erhoht
[56]. Die IL-12 Produktion war in Mdusen mit einer schiitzenden Immunantwort
verbunden, durch IL-10 hingegen weitete sich die Candidiasis aus. In Méusen
mit Candidiasis wiederum induzierte IL-12 die IL-10 Bildung [80]. Seine ei-
gene Produktion wurde durch IFN-gamma gefordert.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Inmunabwehr gegen eine Candidiasis
ein komplexes Zusammenspiel von mehreren, sich gegenseitig kontrollierenden

und bedingenden Interleukinen darstellt.
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1.2 Fragestellung

Die Besiedelung von Vagina und Mundraum mit Candida spp. aktiviert die
zellvermittelte Immunreaktion, wobei eine Vielzahl von Zytokinen an dieser
speziellen Immunabwehr beteiligt ist. Bisher sind allerdings noch keine Studien
durchgefiihrt worden, die eine immunologische Reaktion auf Pilzbefall im
Mundraum und Vagina durch Messung von Interleukin-Konzentrationen ver-
gleichen.

Daher wurde in der vorliegenden experimentellen Studie die immunologische
Reaktion von Vaginal Lavage und Speichel in Abhingigkeit vom Candidastatus
in einem ausgewdhlten Patientinnenkollektiv beschrieben.

Um die Fragestellung zu beantworten, untersuchten wir im Rahmen der mikro-
biologischen Spezialsprechstunde des Klinikums GroBhadern der LMU Miin-
chen 33 Patientinnen mit oralem und simultanem vaginalen Pilzbefall, 8 Patien-
tinnen mit oralem Pilzbefall, 25 Patientinnen mit vaginalem Pilzbefall und eine
asymptomatische Kontrollgruppe bestehend aus 76 Candidanegativen Patien-
tinnen. Die Proben wurden von uns mittels kultureller Anziichtung in Sabou-
raud-Agar Flissigkulturrohrchen, Lichtmikroskopie, Ausstrich auf Chrom-Agar
Platten und PCR auf moglichen Pilzbefall untersucht. SchlieBlich bestimmten
wir in allen Proben die Konzentrationen der Zytokine IL.-4, IL-10 und IL-12 mit
Hilfe des ELISA-Test. Dabei stellten wir uns die Frage, ob sich in einem Ver-
gleich der Zytokin-Konzentrationen von IL-4, IL-10 und IL-12 Unterschiede in
der Immunreaktion von Vagina und Mundraum auf eine Candidainfektion

finden lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Flissigkulturrohrchen, Sabouraud milieu Fa. bioMerieux,
liquide (SAB B - T) Marcy I'Etoile,
Frankreich
Chromagarplatten, BBL. Chromagar Fa. Becton
Candida Dickinson Sparks,

2.2 Patientinnengut

2.2.1 Patientinnen

Die Studiengruppe umfasst 142 Patientinnen, die in der mikrobiologischen
Sprechstunde des Klinikums GrofB3hadern untersucht wurden. Dieses Kollektiv
wurde nach vorhandenem Pilzbefall in Mundraum und Vagina in folgende vier

Untergruppen unterteilt.

Tabelle 2 Einteilung des Patientinnenkollektivs

Pilzkultur Anzahl n Gruppe
Positiv in Vaginal- und Mundprobe 33 1
Positiv in der Mundprobe 8 2
Positiv in der Vaginalprobe 25 3
Keine positive Pilzkultur 76 4
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Die groBte Untergruppe stellt mit N = 76 Patientinnen und einem Durch-
schnittsalter von 42 (Alter 18 bis 78) Gruppe 4, die Kontrollgruppe, dar. Gruppe
1 folgt mit N = 33, wobei das Durchschnittsalter 39 (Alter 21 bis 79) betrigt. In
Gruppe 3, mit N = 25, liegt das Durchschnittsalter bei 40 (Alter 20 bis 60),
wihrend Gruppe 2, mit N = 8, und dem Durchschnittsalter von 40 (Alter 24 bis
70) die kleinste Untergruppe darstellt. Die Patientinnen des Studienkollektivs
waren zwischen 18 und 79 Jahren alt und die Mediane der Gruppen deuten auf
ein vergleichbares Alter hin.

Mit Hilfe eines Fragebogens wurden die Patientinnen auf die folgenden neun
Parameter untersucht:

1. Schwangerschaft

Eine Schwangerschaft gilt als einer der priddisponierenden Faktoren fiir eine
akute VVC [64]. Auch wurde das Auftreten einer oralen Candidiasis bei
Schwangeren signifikant erh6ht gegeniiber einer Kontrollgruppe festgestellt
[87]. Wir stellten uns die Frage, ob sich durch eine Schwangerschaft
signifikante Gruppenunterschiede beziiglich einer Candidainfektion im Patien-
tinnenkollektiv finden lassen.

2. Leukozyten in der Vaginalprobe

Eine groBle Zahl an Leukozyten im mikroskopischen Nachweis ist ein Hinweis
auf eine entziindliche Infektion [42]. Wir stellten uns die Frage, ob sich
beziiglich dem Leukozytennachweis und einer Candidainfektion Gruppen-
unterschiede finden lassen.

3. Parodontaltherapie

Unter einer Parodontaltherapie versteht man die systematische Behandlung der
Erkrankungen des Zahnhalteapparates und der Gingiva mittels mechanischer
Reinigung der Zahnfleischtaschen mit Hand- und Ultraschallinstrumenten,
chirurgischer Therapie und adjuvanter Pharmakotherapie. Da sich dabei auch

die mikrobielle Flora des Parodonts @dndert, fragten wir uns, ob sich ein
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signifikanter Einfluss auf die Gruppenzugehorigkeit und eine Candidainfektion
feststellen ldsst.

4. Professionelle Zahnreinigung

Die professionelle Zahnreinigung beinhaltet die supra- und subgingivale
Reinigung der Zahnflichen mit Hand-, Ultraschall- und Sandstrahlinstrumenten
und ihre Politur. Wir stellten die Frage, ob diese Verbesserung der Mund-
hygiene die Gruppenzugehorigkeit beziiglich einer Candidainfektion beein-
flusst.

5. Gastrointestinale Beschwerden

In einer Stellungnahme des Robert-Koch-Instituts kommen Experten zu dem
Schluss, dass eine durch eine Candidainfektion ausgeloste allergische Sensi-
bilisierung des Magen-Darm-Traktes nicht ausgeschlossen werden kann [19].
Wir stellten die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen Magen-Darm- Be-
schwerden, einer Candidainfektion und der Gruppenzugehorigkeit gibt.

6. Pilzerkrankungen

Wir stellten die Frage, ob das Vorhandensein einer Pilzerkrankung in der Ana-
mnese einen Einfluss auf die Gruppenzugehorigkeit beziiglich eines Pilzkul-
turnachweises hat.

7. Mundtrockenheit

Hermann P. et al. fanden in ihrer Studie mit Stammzell-Transplantations-
patienten heraus [38], dass Patienten mit Hyposalivation eine hohere Inzidenz
an Candida albicans-Infektionen aufwiesen, als solche mit reguldrem Speichel-
fluss. Wir fragten uns, ob sich in unserem Patientinnengut, aufgrund des Symp-
toms Mundtrockenheit, eine spezielle Gruppenzugehorigkeit beziiglich einer
Candidainfektion finden ldsst.

8. Mundgeruch

Mundgeruch wird hauptsdchlich auf einen Bakterienstoffwechsel und daraus

resultierende fliichtige Schwefelverbindungen zuriickgefiihrt [73]. Wir stellten
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uns die Frage, ob sich mittels des Symptoms Mundgeruch ein signifikanter
Unterschied in der Gruppenzugehorigkeit darlegen lésst.

9. Symptome: Brennen, Jucken, Fluor vaginalis und Rotung

Diese Symptome konnen alle im Zusammenhang mit einer VVC beobachtet
werden, allerdings weisen iiber 20% der gesunden Frauen mit positivem
Candida spp. Befund keine dieser Symptome auf [14,25]. Daher fragten wir
uns, inwiefern sich anhand dieser Symptome Gruppenunterschiede beziiglich

einer Candidainfektion finden lassen.

2.2.2 Pilz - Kultur - Nachweis

Alle fiir die Abstriche verwendeten Gerdte sind im Anhang in Kapitel 7.1.
aufgefiihrt.

Im Rahmen der Sprechstunde wurden jeder Patientin 2 ml 0.9 %-ige phy-
siologische Kochsalzlosung (NaCl) mit einer 3 ml Spritze in die Vagina ein-
gebracht. Mittels eines Wattetrdgers wurde die Losung mit dem Vaginalsekret
des hinteren Scheidengewdlbes durchmischt und mit derselben Spritze wieder
aufgenommen. Um die Mundproben zu erhalten, wurden die Patientinnen auf-
gefordert, 2 ml 0.9 %-ige physiologische NaCl — Losung mit dem Mund aus der
3 ml Spritze aufzunehmen. Diese wurde im Folgenden griindlich mit Speichel
vermengt und anschlieBend in einen Plastikbecher abgegeben, um diese dort mit
derselben Spritze wieder aufzunehmen. Im Labor der Klinik wurden die Sprit-
zen geschiittelt und jeweils zwei Tropfen in ein Sabouraud-Agar Fliissigkul-
turrbhrchen abgegeben. Diese wurden ebenfalls geschiittelt und fiir 3 — 5 Tage
im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Die Spritzen wurden bis zur weiteren Ver-
arbeitung in einem Kiihlschrank bei — 20° C eingelagert. AnschlieBend wurde
der Sabouraud — Fliissig — Agar unter dem Mikroskop auf Candida-Sprosszellen
untersucht (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Czindida albicans [8]

Nach mehrtdgiger Bebriitung der Agar-Fliissigkulturrohrchen wurde optisch
und mittels Geruch das Ergebnis bewertet. Wenn sich im Gefil} eine deutliche
Triibung und ein hefeartiger Geruch beim Offnen desselben zeigte, wurde ein
positiver Pilzbefund angenommen. Darauthin konnte eine Speziesdiffe-
renzierung auf einer Chrom-Agar-Platte erfolgen. Fiir diese Differenzierung
wurden Kulturen aus den Sabouraud-Rohrchen mit einer sterilen Ose auf einer
Chrom-Agar-Platte ausgestrichen (sieche Abb. 5), mit einem Klebeband luft-
dicht verschlossen und weitere zwei bis drei Tage bei 37°C inkubiert. Anhand
der unterschiedlichen Farbreaktion der Candida spezies mit den Inhaltsstoffen

des Nihrbodens ist folgende Unterscheidung zulissig:
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Abbildung 5: Candida albicans Kultur [9]

Farbung nach Pilznachweis
Griin Candida albicans
Rosa Candida glabrata
Blau Candida tropicalis
Hellrosa Candida krusei

2.3 DNA - Extraktion

2.3.1 Material

Aqua ad iniectabilia

PBS, Dulbecco’s Gibco Brl

Zusammensetzung Lytikaselosung :
Lytikase, 4.2. mg, Sigma L — 2524
10000 Units Lot 033K8604

PBS, 6.7 ml

0.5 M EDTA, 1.7 ml
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2 % Mercaptoethanol, 168 ul Fa. Sigma, St. Louis,

Missourt USA
Aliquots, 1 ml, -20° C
Lysis Puffer, Reporter Gene Assay Lysis Fa. Roche Diagnostics,
Buffer 1 897675, 5 x conc. Branchburg, New Jersey,
USA

Zusammensetzung Nonionic Detergent Puffer (NID Puffer) :

KCL, 50 mM Fa. Sigma, St. Louis
Missouri, USA
Tris — HCL, pH 8.3., 10 mM Fa. Sigma, St. Louis,

Missouri, USA

MgCl2, 2.5 mM Fa. Sigma, St. Louis,
Missouri, USA
Polyoxyethylenlaurylether Fa. Carl Roth Gmbh + Co,

Karlsruhe, Deutschland

Proteinase K, PCR Grade, 50 mg/ml Fa. Roche Diagnostics,
Branchburg, New Jersey,
USA

2.3.2 Durchfithrung der DNA-Extraktion

Die Geriite, die fiir die Zellaufschliisse benotigt wurden, sind in Kapitel 7.1. des
Anhangs aufgefiihrt.

In einem ersten Schritt wurden die Proben fiir den Zellaufschluss der Candida
Polymerase chain reaction (PCR) vorbereitet. Dazu wurden die Spritzen der
Vaginal- und Mundproben aufgetaut, gevortext und anschlieBend zu gleichen

Teilen auf zwei Eppendorfgefile verteilt. Diese wurden bei 13000 U/m 3 — 5
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min. zentrifugiert und im Anschluss der Uberstand fiir die Interleukinbestim-
mung mittels Pipette entnommen, wobei immer ein Pellet am Boden des Ge-
faBes belassen wurde. Ebendieses Pellet wurde mit 500 pl PBS — Losung iiber-
schichtet und zur weiteren Verarbeitung eingefroren. In einem zweiten Schritt
erfolgte der eigentliche Zellaufschluss. Hierzu wurden die Proben erneut auf-
getaut, das Pellet mittels einer Pipette resuspendiert, zentrifugiert und der Uber-
stand mit einer Pipette entnommen. Das verbliebene Pellet wurde mit 500 pl
sterilem Wasser vollstdndig in Losung gebracht und gewaschen, anschlieBend 2
— 3 min. bei 11000 U/m zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand erneut
abpipettiert, das Pellet in 100 pl Lyticase — Losung resuspendiert und fiir eine
Stunde in einem Wasserbad bei 37° C inkubiert. Nach der Inkubation wurde
den Proben 500 ul PBS zugegeben, diese zentrifugiert und abermals der Uber-
stand mittels Pipette entnommen. Das so erhaltene Pellet wurde in 200 ul Lysis-
puffer aufgeldst und 10 min. bei Raumtemperatur einer Inkubation unterzogen.
Im Folgenden wurden erneut 500ul PBS zupipettiert und 5 min. lang bei 11000
U/m zentrifugiert. Auch dieser Uberstand wurde mittels Pipette entfernt und das
Pellet mit 240 ul Nonionic Detergent Puffer (NID Puffer) und 10 ul Proteinase
K resuspendiert. Daraufhin wurden die Proben bei 56° C im Mastercycler fiir
eine Stunde inkubiert und im Anschluss die Proteinkinase K durch 10 min. bei
einer Temperatur von 95° C inaktiviert. Diese Proben wurden im Kiihlschrank

bei — 20° C eingefroren.
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2.4 DNA - Extraktion mit dem Purgene DNA Purification Kit

2.4.1 Material

Purgene DNA Purification Kit Fa. Gentra Systems,
Minneapolis, Minnesota,

USA

Cell Suspension Solution alle ebendort
Lytic Enzyme Solution
Cell Lysis Solution

Protein Precipitation Solution

2.4.2 Durchfithrung der DNA-Extraktion mit dem Purgene DNA

Purification Kit

Da die Polymerasekettenreaktion (PCR) fiir die Vaginal- und Mundproben im
Vergleich zum Pilzkulturnachweis ein paradoxes Ergebnis lieferte (Kultur
positiv, aber PCR negativ), entschlossen wir uns zu einer erneuten DNA —
Extraktion mit dem Purgene DNA Purification Kit der Firma Gentra Systems.
Dieses Verfahren lidsst sich in die Schritte Zellspaltung, Proteinausfillung,
DNA- Ausféllung und DNA-Hydratation unterteilen. Fiir die Zellspaltung
wurden die aufgetauten Proben kurz gevortext, mit 13000 U/m zentrifugiert und
der Uberstand abpipettiert. Das verbliebene Pellet wurde mittels einer Pipette
und 500 pl destilliertem Wasser durch Einsaugen und Wiederabgabe ge-
waschen, ebenfalls zentrifugiert und vom Uberstand befreit. Dieses Pellet
wurde durch auf- und abpipettieren in 300 ul Zell — Suspensions — Losung (Cell
Suspension Solution) gewaschen und nach Zugabe von 1,5 pl Aufspaltungs —

Enzym - Losung (Lytic Enzyme Solution) in einem geschlossenen Ep-
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pendorfgefil 25 mal griindlich durchgeschiittelt. AnschlieBend erfolgte eine 30
miniitige Inkubation im 37°C temperierten Wasserbad, in der die Gefille
mehrmals geschiittelt wurden. Daraufthin wurden die Proben erneut zentri-
fugiert, die Uberstinde abpipettiert und das Pellet mit 300 ul Zell — Aufspal-
tungs — Losung (Cell Lysis Solution) durchmischt. Fiir den Schritt der Protein-
ausfallung wurden den so vorbereiteten Proben 100 pl Protein — Ausfillungs —
Losung (Protein Precipitation Solution) zugegeben und anschlieBend 20 Se-
kunden gevortext. Immer wenn sich nach dem anschlieBenden Zentrifugieren
kein Pellet am Boden des Gefidlles zeigte, wurde die Probe abermals gevortext
und 5 min. auf FEis inkubiert, woraufthin nochmals zentrifugiert wurde. Der
Schritt der DNA- Ausfillung wurde mit dem Uberfiihren des Uberstandes in ein
Eppendorfgefall eingeleitet, welches 300 ul 100 %- iges Isopropanol enthielt.
Nach dem 50 - maligen Durchschiitteln des Gefdlles sollte die DNA in Form
weiller Schlieren bereits mit bloBem Auge erkennbar sein. Durch anschlieB3-
endes Zentrifugieren zeigte sich die DNA als kleines weilliches Pellet am
Boden des GefiBes. Nun wurde erneut der Uberstand entfernt und das Pellet
durch Zugabe von 300 ul 70%-igem Ethanol und darauffolgendem Schiitteln
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren und Abpipettieren des Ethanols
wurden die Eppendorfgefile zum Trocknen fiir 15 min. auf ein saugfihiges
FlieB gestellt. Im letzten Schritt wurde nun 50 ul DNA-Hydratationslosung
(DNA Hydration Solution) dem Pellet hinzugefiigt und mit 1,5 ul RNase A
Losung (RNase A Solution) fiir I Sekunde gevortext. Darauf folgte ein kurzes
Zentrifugieren und ein 15 miniitiges Inkubieren bei 37° C im Wasserbad bildete

den Abschluss der DNA-Freisetzung.
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2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.5.1 Material

Zusammensetzung DNA — Polymerisationsmix :

MgCl2, 25 mM Fa. Promega Corporation, USA
Desoxynukleosidtrisphosphate (ANTP), Fa. Promega Corporation, USA
(dATP, aTTP, dGTP und dCTP), 10 mM

Zusammensetzung 10X PCR - Puffer, Fa. Perkin Elmer,

pHS, 3 Branchburg, New Jersey,
USA
KCL, 500 mM
Tris — HCL, 100 mM
MgCl2, 15 mM
Gelatine, 0,01%, w/v
Taq — Polymerase, 5 U/ul Fa. Perkin Elmer,
Branchburg, New Jersey,
USA
5X Gree Go Taq Flexi Buffer Fa. Promega Corporation, USA

2.5.2 Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion

Alle fiir die PCR verwendeten Gerite sind ebenfalls im Anhang unter 7.1.
aufgefiihrt.

Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion dient dem Nachweis kleinst-
moglicher Mengen an Pilz spezifischer DNA, d.h. die PCR eignet sich schon
zum Nachweis eines Candida spezifischen DNA — Molekiils und ist somit

erheblich sensitiver als der Pilzkulturnachweis mittels Chromagarplatten. Um in
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der elektrophoretischen Auswertung der PCR einen direkten Vergleich der
Proben zu ermdglichen, haben wir jedem PCR — Durchlauf zwei positive und
eine negative Kontrollprobe gegeniibergestellt. Fiir die positiven Kontrollen
haben wir Candida albicans und Candida glabrata Pilzkulturmaterial gewonnen
und dem Zellaufschluf} unterzogen, die negative Kontrolle bestand aus sterilem
Wasser. Die zwei Oligonucleotide, komplementir zu jeweils einem Strang der
Pilz - DNA, waren die Primer ITS3 5 und ITS4 3° der Firma Life
Technologies. Sie lagern sich an die einzelnen DNA — Stringe an und bilden
kurze Doppelstrangelemente, die als die eigentlichen Initiatoren der Ketten-
reaktion fungieren. Ihre Sequenzen bestanden aus :

Primer1 ITS35° GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC

Primer 2 ITS4 3" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

Zur Durchfiithrung der PCR verwendeten wir einen einheitlichen Mastermix der
Reagenzien, um deren Verhiltnis in jedem Probengefill konstant zu halten. Er

bestand aus:

Reagenz Volumen
destilliertem H20 34,5 ul
dNTP, 10 mM 1,0 ul
Pufter, 10 — fach konz. 5,0 ul
Mg(Cl 2, 25 mM 3,0 ul
Primer ITS 3 2,5 ul
Primer ITS 4 2,5 ul
Taq — Polymerase 0,5 ul

Zusammengenommen ergibt sich aus diesen Reagenzien ein Gesamtvolumen
von 49 pl. Dieses wurde pro Gefdll mit 1 ul DNA — Probe zu einem Volumen
von 50 pl erginzt. In unserem Fall durchliefen 33 DNA — Proben in einem

Schritt die PCR-Zyklen. Somit mussten zum Erhalt des Mastermixes die Ein-
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zelvolumina der Reagenzien mit dem Faktor 38 (33 Proben + 2 positive Kon-
trollen + 1 negative Kontrolle + 2 kalkulierte Uberstiinde) multipliziert werden,
um eine ausreichende Menge sicherzustellen. Die PCR — Gefédle wurden nach
vorigem Schema mit 50 ul Reaktionsansatz befiillt, kurz gevortext und zentri-
fugiert und durchliefen dann im Mastercycler in der Candida Einstellung (Files)
die Reaktionszyklen. Danach wurden die Gefidfe im Eisschrank bei — 20° C
eingefroren. Da im Pilzkulturausstrich einige Mund — und Vaginalproben ein
positives Ergebnis lieferten, in der PCR aber negativ erschienen (s. Anhang
7.2.), entschlossen wir uns fiir eine erneute DNA-Extraktion mittels Purgene
DNA Purification Kit der Firma Gentra Systems (s. 2.4.). Dieses Vorgehen zei-
gte fiir die Mundproben kein differentes Ergebnis, wohl aber fiir die Vagi-
nalproben. Deshalb erhdhten wir fiir die Mundproben den DNA — Anteil auf 5
ul pro Reaktionsansatz.

Allerdings da das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes weiterhin 50 pl be-
tragen sollte, mussten die Einzelkonzentrationen der Reagenzien auf ein Volu-
men von 50 pl — 5 ul = 45 ul umgerechnet werden. Auch dieser Schritt fiihrte
zu keinem neuem Ergebnis wie im herkdommlichen Vorgehen. Daher sahen wir
von einem weiteren Purgene — Zellaufschluss der Mundproben ab und ver-

wendeten fiir diese das Ergebnis des ersten Zellaufschlusses (s. 2.3.).

2.6 Gelelektrophorese

2.6.1 Material
Zusammensetzung des Rotiphorese 10 X TBE Puffer :

Tris — Borat, pH 8.3, 1 mM Fa. Carl Roth Gmbh,
Karlsruhe, Deutschland
EDTA, 20 mM Fa. Carl Roth Gmbh,

Karlsruhe, Deutschland
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Deionisiertes Wasser

Agarose, for routine use Fa. Sigma — Aldrich Chemie,

Gmbh, Deutschland

Ethidiumbromid 1 % Fa. Genaxxon Bio Science,
Gmbh, Deutschland

DNA Blue Run Fa. Hybaid

DNA Ladder, 100 bp Fa. New England Bio Labs

2.6.2 Durchfithrung der Gelelektrophorese

Durch die Gelelektrophorese ist es moglich, die GroBle der Proben-DNA-Strin-
ge mit der bekannten GroB3e der Standardproben (C. albicans, C. glabrata, des-
till. H20) zu vergleichen. Die PCR-Ergebnisse konnen optisch unter UV-Licht
somit als positiv oder negativ bewertet werden.

Wir begannen mit der Herstellung eines 1,5 % - igen Agarosegels, indem wir
100 ml 10 X Rotiphorese-TBE-Puffer mit 900 ml H20 verdiinnten und darin
mittels eines Elektroriihrers mit Riihrfisch 375 mg Agarose 16sten.

Danach wogen wir das Gefdl mit dem Gel, erhitzten es in der Mikrowelle bis
zur Blasenbildung des Gels und der vollstandigen Losung der Agarose, wogen
das Gefil} erneut und ergéinzten verdunstetes Wasser mit erhitztem, destillierten
H20. In die klare Losung gaben wir 2 ul 1 % - iges Ethidiumbromid, ver-
mengten es griindlich, gossen die gesamte Fliissigkeitsmenge in die Elektro-
phoresekammer und setzten zwei Kdmme im Abstand von einer halben Kam-
merbreite ein. Das Gel hirtete innerhalb von zehn Minuten aus. Danach wurde
es in das eigentliche Elektrophoresegerit gestellt und soweit mit 10 — fach ver-
diinntem TBE — Puffer iiberschichtet, bis es vollstindig iiberdeckt war. Das
Entfernen der beiden Kammschablonen hinterlieB 24 Vertiefungen, die iiber

folgendes Schema Inhalt zupipettiert bekamen:
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Anzahl Inhalt Menge

19 Proben 10 ul
3 Kontrollen 10 ul
2 Marker 6 ul

Der Marker, der jeweils am Kammanfang in das Reservoir abgegeben wurde,
bestand aus 5 ul DNA Ladder und 1 pl Blue Run Farbstoff. Die Kontrollen (C.
albicans, C. glabrata, destilliertes H20) wurden fiir eine bessere Ubersicht in
die sich anschlieBenden Vertiefungen eingebracht. An die solchermallen be-
schickte Gelplatte wurde eine Spannung von 300 V mit einer Stromstédrke von
120 mA angelegt und nach visueller Kontrolle fiir ca. 15 —20 min. stehen
gelassen. Nach dem Ausschalten der Spannungsquelle wurde die Gelplatte
vorsichtig auf die UV — Lampe geschoben und durch eine Schutzbrille und ein
Schutzschild beurteilt. Zu Dokumentationszwecken wurde ein Polaroid-Foto-
apparat iiber das Gel und das UV — Licht gestellt und mit Blende Elf und einer

Belichtungszeit von einer Minute ein Polaroid erstellt:

-,.c.--------—

Abbildung 6: Polaroidbild einer Gelplatte

(eigene Untersuchung)
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2.7 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Interleukine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 15 bis 25 kDa.
und lassen sich somit in Mikrotiterplatten aus Polystyrol iiber eine Antigen —
Antikorperreaktion nachweisen. Der eigentliche quantitative Nachweis der In-
terleukine 4, 10 und 12 erfolgte iiber die fotometrische Messung der abschlie-

Benden Farbreaktion.

2.7.1 Material

Alle fiir die Bestimmung der Interleukine 4, 10 und 12 verwendeten Reagenzien
entnahmen wir dem ELISA — Kit der Firma Biosource, Camarillo, CA, USA.
Folgende Reagenzien kamen zur Anwendung :

Human Interleukin Standard

Standard Diluent Buffer

Human Interleukin Biotin Conjugate

Streptavidin — HRP Diluent

Human Interleukin Streptavidin HRP, 100 X

Wash Buffer concentrate, 25 X

Stabilized Chromogen

Stop Solution

Die genaue Vorgehensweise der Interleukinbestimmung wird im Anschluss fiir

die einzelnen Interleukine getrennt aufgefiihrt.

2.7.2 Interleukin — 4 Nachweis

Wir begannen den IL — 4 - ELISA mit dem sorgféltigen Vortexen aller im Kit
enthaltenen Reagenzien. Dann mischten wir den Human IL — 4 - Standard mit

1.140 ml Standardverdiinnungspuffer, um eine Konzentration von 10.000 pg/ml
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zu erhalten. Im Anschluss erstellten wir eine Standardverdiinnungsreihe in acht
EppendorfgefdaBen, indem wir 0,950 ml Standardverdiinnungspuffer mit 0,050
ml des in Schritt eins hergestellten Standards im ersten Gefdll vermengten. Die
tibrigen sieben Gefidle wurden mit jeweils 0.300 ml Verdiinnungspuffer befiillt.
Nun wurde, ausgehend vom ersten Eppendorfgefil3, 0.300 ml von einem in das
nichste Gefal pipettiert, um absteigend Standardkonzentrationen von 500, 250,
125, 62.5, 31.2, 15.6 und 7.8 pg/ml zu erhalten. Im letzten Gefdl wurde
ausschlieBlich der Verdiinnungspuffer belassen, der einer Mengenangabe von 0
pg / ml entspricht.

Im folgenden Schritt wurden die ELISA — Platten so vorbereitet, dass in die
ersten beiden Mikrotiterstreifen, identisch von oben nach unten, die Ver-
diinnungsreihe zu jeweils 0.100 ml eingefiillt wurde. Der Ubersichtlichkeit
halber belieBen wir zwischen den weiteren ELISA —Streifen einen Abstand von
einer Reithe und pipettierten in die einzelnen Mikrokiivetten, der Reihenfolge
nach, 0.100 ml Probe. In jede dieser Kiivetten gaben wir 0.050 ml Biotin
Conjugate Human IL — 4, vermischten den Inhalt durch Beklopfen derselben,
um daraufhin die gesamte ELISA — Platte mit einer Abdeckfolie zu verschlie-
Ben und zwei Stunden bei Raumtemperatur zu inkubieren.

In der Zwischenzeit stellten wir den Waschpuffer und das Streptavidin — HRP
her. Dazu wurden 20 ml des 25 X Waschpufferkonzentrates mit 480 ml
destilliertem H20 aufgefiillt und in Spritzflaschen verteilt, wiahrend wir 0.080
ml 100 X Human IL — 4 Streptavidin HRP mit 8 ml Streptavidin HRP Diluent
mischten.

Nach der Inkubationszeit entfernten wir die Abklebefolie, entleerten den Inhalt
der Mikrotiterstreifen und wuschen mittels Spritzflaschen jede einzelne Kiivette
vier mal aus. Anschlieend wurde die ELISA — Platte mit 0.100 ml Streptavidin
— HRP pipettiert, erneut mit Abklebefolie bedeckt und 30 Minuten lang stehen

gelassen.
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Daraufhin folgte ein vierfacher Waschvorgang mit dem Waschpuffer und die
Zugabe von 0.100 ml stabilisiertem Chromogen, das eine Farbreaktion nach
blau bewirken sollte. Nun wurde die ELISA — Platte erneut abgedeckt und in
einer Schublade unter Lichtausschluss fiir etwa 20 Minuten inkubiert. Im An-
schluss an diese Wartezeit fithrten wir den einzelnen Mikrokiivetten 0.100 ml
Stopplosung zu, die darauthin einen Farbumschlag nach gelb zur Folge hatte (s.

Abb. 7).

™

Abbildung 7: ELISA-Platte [18]

Diese Gelbfirbung lie nun eine quantitative Auswertung iiber die optische
Dichte im Spektralfotometer zu. Hierfiir verwendeten wir einen Messfilter der
Wellenlinge 450 nm und setzten diese Wellenlinge in Bezug zu einer Re-
ferenzwellenlidnge von 492 nm. Den darauf folgenden Computerausdruck zogen

wir zur Interleukinmengenbestimmung heran (s. Abb. 8).
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Abbildung 8 : Spektralfotometerausdruck (eigene Untersuchung)

2.7.3 Interleukin — 10 Nachweis

Alle im IL — 10 Kit enthaltenen Reagenzien wurden griindlich gevortext. Dann
wurde der Standard mit 2.29 ml Standardpufferlésung gemischt, um eine
Konzentration von 10.000 pg/ml zu erhalten, zehn Minuten stehen gelassen und
innerhalb von einer Stunde verwendet. Fiir die Standardverdiinnungsreihe
wurden acht Eppendorfgefde herangezogen. Im ersten vermengten wir 0.450
ml Standardpuffer mit 0.050 ml im ersten Schritt erstellten Standard und gaben
jeweils 0.200 ml Verdiinnungspuffer in die iibrigen sieben Gefdle. Nun
entnahmen wir 0.200 ml Losung aus dem ersten Gefidl3 und pipettierten sie in
das darauf folgende und verfuhren mit dem Pipettieren so, bis wir am letzten
Gefall angelangt waren. Es ergab sich somit eine Verdiinnungsreihe mit den
Konzentrationen 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 und 0 pg/ml.

Im folgenden Schritt wurde die ELISA — Platte vorbereitet. Die ersten beiden
Mikrotiterstreifen belegte die Standardverdiinnungsreihe, zwischen den iibrigen
Streifen entfernten wir zur besseren Ubersichtlichkeit jeweils einen Streifen und

befiillten die verbliebenen Streifen mit jeweils 0.050 ml Probenlosung.
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In jede Mikrokiivette gaben wir anschlieBend 0.100 ml Biotin Conjugate
Human IL — 10, vermischten dieses mit dem Inhalt durch Beklopfen der Platte
und deckten diese fiir zwei Stunden mit einer Abklebefolie ab.

In der Zwischenzeit stellten wir den Waschpuffer und das Streptavidin — HRP
her. Hierzu fiillten wir 20 ml 25 X Waschpufferkonzentrat mit 480 ml des-
tilliertem H20 auf und verteilten den Waschpuffer auf Spritzflaschen. Um das
Streptavidin — HRP zu erhalten, mischten wir 0.080 ml Human IL — 10
Streptavidin-HRP mit 8 ml Streptavidin HRP-Verdiinner.

Fiir den ersten Waschvorgang entfernten wir die Folie, spritzten die Kiivetten
viermal mit Waschpuffer aus und klopften die Platte anschlieBend auf Zellstoff
aus.

Nun pipettierten wir in die Mikrokiivetten 0.100 ml Streptavidin — HRP, klebten
die Platte mit Folie ab und lieBen diese eine halbe Stunde lang stehen.

Nach einem zweiten Waschvorgang, welcher dem ersten glich, bewirkten wir in
den Proben und Standards durch Zugabe von 0.100 ml stabilisiertem Chro-
mogen einen Farbumschlag nach blau. Danach wurde die ELISA — Platte erneut
abgedeckt und im Dunklen 20 Minuten lang inkubiert.

Mit der nun folgenden Zugabe von 0.100 ml Stopplosung wechselte die Farbe
von blau nach gelb und liel somit eine quantitative Auswertung im Fotometer
zu. Dazu fiihrten wir die Platte in das Spektralfotometer ein und malen die
optische Dichte bei einer Wellenlinge von 450 nm und einer Referenzwel-

lenldnge von 492 nm.

2.7.4 Interleukin — 12 Nachweis

Zu Beginn wurden die im IL — 12 - Kit enthaltenen Reagenzien gevortext.
Daraufthin musste die IL. — 12 - Standardlosung mit einer Konzentration von
5000 pg/ml hergestellt werden. Dies geschah iiber die Losung des im Kit ent-

haltenen Standards in 0.600 ml Standardlosungspuffer. Nach zehnminiitiger
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Wartezeit verwendeten wir die angesetzte Standardlosung innerhalb von einer
Stunde.

Fiir die Standardverdiinnungsreihe verwendeten wir acht Eppendorfgefiie, wo-
bei im ersten 0.100 ml hergestellte Standardlésung mit 0.900 ml Verdiin-
nungspuffer gemischt wurde und in die sieben weiteren Gefille jeweils 0.200
ml Verdiinnungspuffer gegeben wurde, welcher im letzten Gefil3 in reiner Form
verblieb. Ausgehend vom ersten Gefidl wurden nun jeweils 0.200 ml ent-
nommen und im ndchsten wieder abgegeben. Somit erhielten wir eine Verdiin-
nungsreihe der Konzentrationen 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 und 0
pg/ml.

Die ELISA — Platte wurde nun entsprechend den beiden vorhergehenden Inter-
leukinbestimmungen vorbereitet und mit jeweils 0.050 ml Probe beimpft. In
jede Mikrokiivette wurde anschlieBend 0.100 ml Biotin Conjugate Human IL —
12 zupipettiert, abgedeckt und zwei Stunden lang inkubiert. In der Zwischenzeit
stellten wir den Waschpuffer und das Streptavidin — HRP wie bei der IL — 4 und
IL — 10 Bestimmung her.

Nach Ablauf der zweistiindigen Inkubationszeit erfolgte der erste Waschvor-
gang, indem wir die ELISA — Platte viermal sorgfiltig mit Waschpuffer aus-
spiilten und auf Zellstoff sorgfiltig ausklopften. Im nichsten Schritt gaben wir
0.100 ml Streptavidin — HRP hinzu und lieBen dieses 30 Minuten lang ein-
wirken. Nach dem anschlieBenden zweiten Waschvorgang erreichten wir durch
Zugabe von 0.100 ml stabilisiertem Chromogen eine blaue Einfirbung der Lo-
sung.

Es folgte eine letztmalige 20-miniitige Inkubation unter Lichtausschluss. Um
einen Farbumschlag nach gelb zu erhalten, pipettierten wir den Standards und
Proben jeweils 0.100 ml Stopplosung zu. Nun konnten wir den Interleu-
kingehalt iiber die Messung der optischen Dichte im Spektralfotometer bei einer

Wellenlidnge von 450 nm und der Referenzwellenldnge von 492 nm bestimmen.
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2.8 Auswertung der Interleukinbestimmung

Um die Probenkonzentrationen der Interleukine 4, 10 und 12 in pg/ml zu
erhalten, zogen wir die Werte der optischen Dichte der jeweiligen Proben aus
dem Spektralfotometerausdruck (s. Abb. 8) heran. Fiir die Umrechnung ver-
wendeten wir das Computerprogramm Excel von Microsoft.

Die Standardinterleukinkurve wurde fiir jedes einzelne Interleukin getrennt be-
rechnet. Mit Hilfe dieser Kurve konnten die einzelnen Konzentrationen der Pro-
ben abgelesen werden. Hierzu trugen wir in die Spalten ,,Optische Dichte 1*
und ,,Optische Dichte 2 der nachfolgenden Tabelle 3 die optischen Dichten der
beiden Verdiinnungsreihen ein, von denen die Konzentrationen wie in Spalte

Konz (pg/ml) angegeben, ja bereits bekannt waren.

Tabelle 3 Auszug der Analyse mittels Excel fiir das Interleukin 4

Stand Inter IL-4
Reihe Reihe Optische | Optische | Mittel- Konz
Dichte 1 | Dichte 2 | Wert [pg/ml]

2.227 2.223 2.225 500
1.485 1.454 1.470 250
0.820 0.776 0.798 125
0.442 0411 0.427 62.5
0.211 0.209 0.210 31.2
0.122 0.114 0.118 15.6
0.066 0.064 0.065 7.8
0.009 0.006 0.008 0

Mittels der nun errechneten Standardkurvengleichung (s. Abb. 9) konnten wir
die Variablen der Standardinterleukinkurve fiir das jeweilige Interleukin, wie in

Tabelle 3 angegeben, angleichen.
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Abbildung 9: Im Computerprogramm Excel erstellte Standardkurve fiir Interleukin 4

In der abschlieBenden Tabelle des Computerprogramms Excel gaben wir in der
Spalte ,,Proben* die zugehorige Probennummer und in der Spalte ,,Mittelwert*
den Wert der jeweiligen optischen Dichte ein. Das Programm errechnete da-
raufthin die Probenkonzentration in pg/ml und gab diese in der letzten Spalte an
(siche Tabelle 4).

Ergab sich fiir ein Interleukin ein negativer Wert, wurde dieser von uns in der

statischen Auswertung gleich Null gesetzt.

Tabelle 4 Eingabe der optischen Dichte in das Programm Excel und
Berechnung der zugehorigen Probenkonzentration

Proben ODl1 0OD2 Mittelwert Proben Konz [pg/ml]
L2 0.030 2.0
L6 0.160 23.6
L9 0.060 7.1

L13 0.044 44
L15 0.039 3.5
L17 0.042 4.0
L19 0.044 44
L22 0.113 15.9
L.24 0.029 1.8
L26 0.060 7.1
L.28 0.035 29
L30 0.028 1.7
L32 0.018 -0.1
141 0.038 34
143 0.031 22
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2.9 Statistische Analyse

In unserer Studie wurde eruiert, ob sich iiber die Zytokin- Konzentrationen von
IL-4, IL-10 und IL-12 Unterschiede in der oralen und vaginalen Immunreaktion
beziiglich einer Candida spp. Infektion finden lassen.

Bei der nicht-normalen Verteilung wurde eine nicht-parametrische Analyse
durchgefiihrt.

Mittels des gepaarten Wilcoxon-Test verglichen wir bei jeder Patientin die
Immunreaktion der verschiedenen anatomischen Bereiche (Mund, Vagina).

Fiir den Test auf Gruppenunterschiede der Differenzen zwischen Mundprobe
und vaginaler Probe wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Die Testergebnisse wurden mit einem p-Wert von p<0,05 als statistisch signi-
fikant angesehen.

Die Auswertung erfolgte mit der Software SYSTAT V10 (Systat Software

Incorporation).
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3 Ergebnisse

3.1 Patientinnen

Der Reinheitsgrad der Vaginalproben wurde mittels mikroskopischer Unter-
suchung in Grad 1, 2 oder 3 eingeteilt. Der Reinheitsgrad trifft eine Aussage
tiber den unterschiedlichen FErreger- und Zellgehalt des Scheidensekrets.
Reinheitsgrad 1 bezeichnet die normale Ddoderlein-Flora ohne sonstige Bak-
terien, Reinheitsgrad 2 eine Mischflora und Reinheitsgrad 3 eine Bakterienflora
mit zahlreichen Leukozyten [102]. Sowohl beim Alter als auch beim
Reinheitsgrad waren keine Gruppenunterschiede festzustellen. Diese Ergebnisse

sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5 Einteillune der Patientinnen nach Alter und Reinheitsgrad der

Vaginalproben (Mediane)

Gruppe Alter Reinheitsgrad Anzahl n
I (n=33) 39,00 1,00 7/33

2 (n=8) 40,00 1,00 1/8

3 (n=25) 40,00 2,00 4/25

4 (n=76) 42,00 1,00 19/76

Die von uns in 2.2.1. untersuchten Symptome sind in den folgenden Tabellen 6
und 7 getrennt nach den Patientinnen-Gruppen 1-4 (s. Tabelle 2) dargestellt. Fiir
die Testergebnisse erfolgt die Angabe des p-Wertes. Dieser wird mit p<0,05 als

statistisch signifikant bewertet.
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Tabelle 6 Auswertung des Anamnesefragebogens

Gruppe 1(n=) Gruppe 2(n=) Gruppe 3(n=) Gruppe 4(n=) Total (n=) p-Wert
Schwangerschaft 0,238
Keine Angabe 2 1 4 15 22
Positiv 5 0 3 3 11
Negativ 26 7 18 58 109
Total 33 8 25 76 142
Leukozyten in
der Vaginalprobe 0,261
Positiv 0 0 0 4 4
Negativ 31 7 21 57 116
Total 31 7 21 61 120
Parodontal-
therapie 0,178
Positiv 7 2 6 27 42
Negativ 24 5 15 34 78
Total 31 7 21 61 120
Professionelle
Zahnreinigung 0,929
Positiv 15 4 9 29 57
Negativ 16 3 12 32 63
Total 31 7 21 61 120
Gastrointestinale
Beschwerden 0,673
Positiv 5 2 2 9 18
Negativ 26 5 21 52 102
Total 31 7 21 61 120
Pilzerkrankungen 0,974
Positiv 15 3 9 29 56
Negativ 16 4 12 32 64
Total 31 7 21 61 120
Mundtrockenheit 0,153
Positiv 6 0 1 4 11
Negativ 25 7 20 57 109
Total 31 7 21 61 120
Mundgeruch 0,126
Positiv 4 0 2 1 7
Negativ 27 7 19 60 113
Total 31 7 21 61 120
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Etwa 8% des Studienkollektivs (s. Tabelle 6) waren zum Zeitpunkt der Unter-
suchung schwanger (11/142=7,75%), wobei der Prozentsatz in allen Gruppen
vergleichbar ist, mit einem leicht erhohten Anteil in Gruppe 1 (5/33=15,15%).
Leukozyten wurden ausschlieBlich in den Vaginalproben der Gruppe 4 (keine
positive Pilzkultur oral/vaginal) gefunden, die groffte Anzahl der Patientinnen
wies keinen positiven Befund auf.

Eine Parodontaltherapie wurde bei 1/3 (42/120=35%) der Patientinnen durch-
gefiihrt, am héiufigsten in Gruppe 4 (27/61=44,26%).

Die professionelle Zahnreinigung wurde von etwa der Hélfte aller Patientinnen
(57/120=47,50%) in Anspruch genommen, ohne feststellbare Besonderheit in
einer der Gruppen (p-Wert=0,929).

Gastrointestinale Beschwerden traten bei ca. 15 % aller untersuchten Patien-
tinnen auf (18/120=15%). Auch bei diesem Parameter sind keine Hinweise auf
Gruppenunterschiede zu finden (p-Wert=0,673).

Etwa die Hilfte der Patientinnen (56/120=46,67%) litt an Pilzerkrankungen,
unabhiéngig von ihrer Gruppenzugehorigkeit (p-Wert=0,974).

Mundtrockenheit trat bei 10 % (11/120=9,16%) des Studienkollektivs auf, mit
einem erhohten Anteil in Gruppe 1 (6/31=19,35%).

6 % der Patientinnen berichtete iiber Mundgeruch, mit leicht gehduftem Auf-
treten in Gruppe 1 (4/31=12,90%).

Als hiufigstes Symptom (s. Tabelle 7) trat mit iiber 80 % vaginales Brennen
und Jucken auf, wobei jeweils 1/3 der Patientinnen Brennen und Jucken alleine
oder in Kombination mit Fluor bzw. Fluor und Rotung angab, unabhéngig von

der Gruppenzuordnung (p=0,9).
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Tabelle 7 Auswertung der Symptome (p-Wert=0,907)

Gruppe 1 (n=) Gruppe 2 (n=) Gruppe 3 (n=) Gruppe 4 (n=) Total (n=)
Brennen+Jucken & 6 2 1 1 20
Fluor &
Rotung
Brennen+Jucken 2 2 3 8 15
Brennen+Jucken & 3 1 4 7 15
Fluor
Fluor 2 2 1 3 8
Fluor & 0 0 0 2 2
Roétung
Keine Angabe 2 1 4 14 21
Total 15 8 13 45 81

Anamnestisch sind die Gruppen also vergleichbar hinsichtlich Alter, Rein-
heitsgrad, durchgefiihrter professioneller Zahnreinigung, gastrointestinaler Be-
schwerden und den Symptomen wie Brennen und Jucken, Fluor und Rotung.
Ein Trend zur Ungleichverteilung liegt vor mit Schwerpunkt auf Gruppe 1
beziiglich Schwangerschaft, Mundtrockenheit und Mundgeruch sowie einem
Schwerpunkt auf Gruppe 4 beim Auftreten von Leukozyten und erfolgter Pa-
rodontaltherapie.

Im Rahmen des Fragebogens bestimmten wir auch das Vorhandensein von Al-
lergien und die gestellten Diagnosen.

Im Ergebnis litten 25% der Patientinnen unter einer Allergie, wobei diese nur
bei 11% spezifiziert wurde. Als hiufigste Diagnose gaben die Patientinnen eine
chronisch rezidivierende Vulvovaginalcandidose (CRVVC) (56%), oder eine
CRVVC in Kombination mit zusitzlichen Diagnosen an (11 %). Bei weiteren
10 % der Patientinnen lag eine akute Pilzinfektion vor, 8 % litten an einer

bakteriellen Vaginose und 7 % an einer bakteriellen Dysbiose.
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3.2 Candidanachweis

Fiir den oralen und vaginalen Nachweis einer Infektion mit Candida spp. wurde
eine kulturelle Anziichtung auf Sabouraud-Agarplatten durchgefiihrt. Bei posi-
tiven Ergebnissen erfolgte ein weiterer Ausstrich auf Chrom-Agarplatten um
eine spezifischere Unterteilung zu erhalten.

Mittels entsprechender Farbreaktion (siehe 2.2.2.) konnte zwischen Candida al-
bicans, Candida glabrata, Candida kefyr, Candida krusei und Candida tropicalis

unterschieden werden.

3.2.1 Candidanachweis in den Vaginalproben

In den Vaginalproben der Patientinnen wurde durch kulturelle Anziichtung am
hiufigsten C. albicans gefunden (n=25/18,2%). Ebenfalls mehr als einmal wurde
C. glabrata (n=5/3,6%) und die Kombination C. glabrata und C. albicans (n=2/
1,5%) festgestellt.

Die Verteilungen waren stark gruppenabhingig, da das Ergebnis der Kultur zur
Einteilung der Gruppen verwendet wurde. Dementsprechend traten keine posi-

tiven Vaginalbefunde in den Gruppen 2 und 4 auf.

Tabelle 8 Ergebnisse der positiven Candidabefunde der Vaginal-

proben durch kulturelle Anziichtung auf Chromagar

Gruppe 1, | Gruppe 2, | Gruppe 3, | Gruppe 4,
n (%) n (%) n (%) n (%)

C. albicans (n=25) 16 (11,7) |0 9 (6,6) 0

C. albicans & C. glabrata (n=2) | 2 (1,5) 0 0 0

C. glabrata (n=5) 5 (3,6) 0 0 0

C. kefyr (n=1) 1(0,7) 0 0 0

C. krusei (n=1) 1(0,7) 0 0 0

Candida negativ (n=103) 7(5,1) 8 (5,8) 16 (11,7) |72 (52,6)
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3.2.2 Candidanachweis in den Mundproben

Der in den Mundproben der Patientinnen am héufigsten mittels kultureller
Anziichtung gefundene Pilz war C. albicans (n=27/19,6%), gefolgt von C. gla-
brata (n=8/5,8%) und der Kombination aus C. albicans und C. glabrata (n=4
12,9%).

C. kefyr und C. krusei wurden in jeweils einer Probe nachgewiesen (n=1, 0,7%).
Entsprechend der Aussage der Vaginalbefunde (siehe 3.2.1.) traten bei den Pilz-
kulturen der Mundbefunde keine positiven Befunde in den Gruppen 3 und 4 auf.
Diese Ergebnisse bestitigen die Richtigkeit der Gruppenzuordnung und der Um-

formungen im Rahmen der Auswertung.

Tabelle 9 Ergebnisse der positiven Candidabefunde der
Mundproben durch kulturelle Anziichtung auf
Chromagar
Gruppe 1, | Gruppe 2, | Gruppe 3, | Gruppe 4,
n (%) n (%) n (%) n (%)
C. albicans (n=27) 22 (15,9) |5(3.6) 0 0
C. albicans & C. glabrata (n=4) | 4 (2,9) 0 0 0
C. glabrata (n=8) 5(3.,6) 322 0 0
C. kefyr (n=1) 1(0,7) 0 0 0
C. krusei (n=1) 1(0,7) 0 0 0
C. negativ (n=97) 0 0 25 (18,1) |72 (52,2)

51




3.3 Auswertung der Zytokinbestimmung mittels ELISA

3.3.1 Ergebnisse der Bestimmung von IL.-4, IL-10, IL-12 und des

Gesamtproteingehaltes

Vergleicht man nun ohne Gruppenaufteilung das Gesamtkollektiv hinsichtlich
der intraindividuellen Unterschiede zwischen Mundbesiedelung (M) und Schei-
denbesiedelung (S), veranschaulicht durch die Steigungen der Geraden (Verbin-
dungslinie zwischen Konzentration in Mund- und Vaginalprobe einer Patientin)
in den Change-Grafiken (Grafiken 1 — 4), fallen in allen Variablen die Extrem-
werte auf. Diese bestitigen eindeutig die Wahl der nicht-parametrischen Aus-
wertung.

Klar ersichtlich in den Grafiken ist ein deutlich hoherer Proteingehalt der
Vaginalproben gegeniiber dem der Mundproben (Grafik 4).

Zur Bestimmung des p-Wertes zogen wir den Vorzeichen-Rang-Test nach

Wilcoxon fiir gepaarte Stichproben heran.
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Der Gesamtproteingehalt war in der Vagina signifikant hoher als im Mundraum
(p<0,001) (Tabelle 10). Ebenfalls signifikant erhoht waren die Konzentrationen
von IL-4 (p<0,001) und IL-12 (p<0,001) in den Vaginalproben, fiir IL-10 hin-
gegen ergab sich ein p-Wert von p<0,510 (Tabelle 10).
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Tabelle 10 fasst die Ergebnisse des Vorzeichen-Rang-Tests von Wilcoxon fiir
gepaarte Stichproben zusammen. In dieser Auswertung wird den Konzentra-
tionsdifferenzen von Mund- und Vaginalprobenwert jeweils ein GroBenrang
zugeordnet und anschlieBend eine Rangsumme gebildet. Aus dieser wird liber
eine Formel der Z-Wert (Tabelle 10) berechnet, aus dem wiederum der zuge-

horige p-Wert iiber eine Tabelle abgelesen werden kann.

Tabelle 10 Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests fiir die Konzen-
trationsunterschiede von IL-4, IL-10, IL-12 und dem Gesamtprotein
zwischen Mund und Vagina

Z-Wert p-Wert
IL-4 3,874 <0,001
IL-10 -0,659 0,510
IL-12 5,432 <0,001
Gesamtprotein 9,616 <0,001

3.3.2 Auswertung der Interleukine nach Gruppen

In einem weiteren Schritt untersuchten wir, inwieweit sich die einzelnen Grup-
pen (s. Tabelle 2) beziiglich IL-4, 1L-10, IL-12 und dem Gesamtproteingehalt
unterscheiden.

Zur Vereinfachung wurden die Differenzen aus Vaginal- und Mundprobe gebil-
det (z. B. IL-4 Konzentration in Vaginalprobe — IL-4 Konzentration in Mund-
probe = IL-4D), d. h. positive Werte zeigen einen hoheren Wert in der Vaginal-
probe an. Die in 3.3.1. gefundenen generellen Tendenzen lassen sich auch in

dieser Darstellung erkennen (Grafiken 5-8).
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samtproteingehalt

Fiir die Darstellung der Grafiken wurden so genannte Boxplots verwendet, deren

Boxen jeweils 50% der Wertemenge enthalten und deren Mittelstrich den jewei-

ligen Median angibt. Die Einzelsymbole und Linien nach oben und unten geben

den Bereich

der Extremwerte an.

In diesen Grafiken sind erhohte Konzentrationswerte der Vaginalproben bei IL-

4 (Grafik 5) und dem Gesamtprotein (Grafik 8) deutlich erkennbar. Beziiglich
IL-10 (Grafik 6) und IL-12 (Grafik 7) sind aufgrund der weiten Streuung der

Werte aus den Grafiken keine deutlichen Unterschiede zu erkennen.
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Eine unterschiedliche Reaktion von Mundraum und Vagina wiirde vor allem
durch einen Vergleich der Gruppe 3 (vaginal positiv, oral negativ) mit Gruppe 2
(vaginal negativ, oral positiv) auffallen.

Erschwert wird dieser Vergleich durch die geringe Patientinnenanzahl in Gruppe
2 (n=8). Allerdings kann auch ein Unterschied zwischen Gruppe 1 (vaginal posi-
tiv, oral positiv) und Gruppe 3 (vaginal positiv, oral negativ) auf eine unter-
schiedliche Immunreaktion zwischen Mundraum und Vagina schlieen lassen.
Bei IL-4 (Grafik 5) zeichnet sich ein Unterschied zwischen Gruppe 2 und Grup-
pe 3 ab. IL-10 (Grafik 6) ldsst hingegen keine Gruppenunterschiede erkennen.

In Grafik 7 ist eine Umkehr der Konzentrationsunterschiede beziiglich IL-12
zwischen Gruppe 1 und Gruppe 4 offensichtlich. Aus Grafik 8 ldsst sich ablei-
ten, dass sich beim Gesamtproteingehalt weder zwischen Gruppe 1 und Gruppe
4, noch zwischen Gruppe 1 und Gruppe 3 eine unterschiedliche Immunreaktion
zwischen Mundraum und Vagina abzeichnet. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-

Tests konnten wir diese Eindriicke quantitativ verifizieren (Tabelle 11).

Tabelle 11 Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests fiir die Konzen-
trationsunterschiede zwischen Vagina und Mund fiir IL-4D,
IL-10D, IL-12D und GesamtproteinD

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4 | p-Wert
(n=) (n=) (n=) (n=)

IL-4D 33 8 25 76 0,284
IL-10D 32 8 25 74 0,692
IL-12D 33 8 25 76 0,353
GesamtproteinD | 32 8 25 76 0,642

Der Kruskal-Wallis-Test (Tabelle 11) bestétigt, dass sich die Gruppen beziiglich

der Konzentrationsdifferenzen zwischen Vagina und Mund, beim Gesamtprotein

(p=0,642) und IL-10 (p=0,692) nicht unterscheiden. Die p-Werte von 0,284 fiir
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IL-4 und 0,353 fiir IL-12 sind zwar ebenfalls weit vom 0,050- Signifikanzniveau
entfernt, deuten aber an, dass hier die Verhiltnisse anders liegen konnten.
Um diesen Hinweisen weiter nachzugehen, verglichen wir die Gruppen 1-4

paarweise.

3.3.2.1 Vergleich von Gruppe 1 mit 3

Tabelle 12 Vergleich der Konzentrationsunterschiede zwischen
Vagina und Mund fiir die Gruppen 1 und 3

Gruppe 1 | Gruppe 3 | p-Wert
(n=) (n=)
IL-4D 33 25 0,358
IL-10D 32 25 0,815
IL-12D 33 25 0,251
GesamtproteinD | 32 25 0,359

In einem Vergleich der Gruppe 1 (vaginal positiv/ oral positiv) mit Gruppe 3
(vaginal positiv/ oral negativ) beziiglich der Konzentrationsunterschiede zwi-
schen Vagina und Mund konnen Unterschiede der Immunreaktion durchaus
sichtbar werden.

Es zeigt sich deutlich, dass IL-10 hinsichtlich Mundraum und Vagina keine
Unterschiede aufweist (p=0,815) (Tabelle 12). Fir IL-4 (p=0,358), IL-12
(p=0,251) und dem Gesamtprotein (p=0,359) lassen sich Unterschiede nicht
ginzlich ausschlieBen, allerdings sind die p-Werte weit vom 5% -Signifi-

kanzniveau entfernt.
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3.3.2.2 Vergleich von Gruppe 2 mit 3

Tabelle 13 Vergleich der Konzentrationsunterschiede zwischen
Vagina und Mund fiir die Gruppen 2 und 3

Gruppe 2 | Gruppe 3 | p-Wert
(n =) (n =)
IL-4D 8 25 0,179
IL-10D 8 25 0,766
IL-12D 8 25 0,303
GesamtproteinD | 8 25 0,674

Die Organdifferenzen zwischen Vagina und Mund zeigten im Vergleich von
Gruppe 2 (vaginal negativ/ oral positiv) mit Gruppe 3 (vaginal positiv/ oral ne-
gativ) beziiglich IL-10 (p-Wert=0,766) (Tabelle 13) und dem Gesamtprotein (p-
Wert=0,674) erwartungsgemif} keinen Unterschied.

Allerdings lassen die Vergleichswerte von IL-12 (p-Wert=0,303) und vor allem
von IL-4 (p-Wert=0,179) einen Riickschluss auf unterschiedliche Immunreak-
tionen von Vagina und Mund zu. Die p-Werte liegen allerdings weit vom Sig-

nifikanzniveau 0,050 entfernt.

3.3.2.3 Vergleich von Gruppe 1 mit 4

Tabelle 14 Vergleich der Konzentrationsunterschiede zwischen
Vagina und Mund fiir die Gruppen 1 und 4

Gruppe 1 | Gruppe 4 | p-Wert
(n =) (n =)
IL-4D 33 76 0,203
IL-10D 32 74 0,307
IL-12D 33 76 0,147
Gesamtprotein | 32 76 0,236
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Abschlieend haben wir die Gruppe 1 (vaginal positiv/ oral positiv) mit Gruppe
4 (vaginal negativ/ oral negativ) verglichen, um der Frage nachzugehen, ob eine
Hefepilzbesiedelung die Konzentrationen von IL-4, 11-10, IL-12 und dem Ge-
samtprotein verdndert. Allerdings zeigen die p-Werte (Tabelle 14) keine klaren
Ergebnisse, sondern deuten nur vage Unterschiede an. Der niedrigste p-Wert
wurde fiir IL-12 gemessen (p-Wert=0,147), gefolgt von IL-4 (p-Wert=0,203).

Beide p-Werte liegen allerdings abseits des Signifikanzniveaus von 0,050.

3.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Zytokinbestimmung

Am aussagekriftigsten ist fiir die Frage, ob sich anhand der Zytokin-
konzentrationen von IL-4, II-10 und IL-12 mégliche Unterschiede in der
Immunreaktion von Vagina und Mund beziiglich einer Candida spp. Infektion
finden lassen, ein Vergleich der Konzentrationsdifferenzen von Gruppe 2
(vaginal negativ/ oral positiv) mit Gruppe 3 (vaginal positiv/ oral negativ).

Fiir Gruppe 2 stehen allerdings lediglich 8 Patienten zur Verfiigung. Deshalb ist
hier beziiglich IL-4 mit einem p-Wert von 0,179 (Tabelle 13) durchaus ein
Hinweis fiir einen Unterschied zwischen Mundraum und Vagina gegeben, wobei
die Konzentrationsunterschiede zwischen Mund und Vagina bei Gruppe 2

kleiner sind als bei Gruppe 3.
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Tabelle 15 Vergleich der Interleukine 4, 10 und 12 und dem
Gesamtprotein tiber die Konzentrationsunterschiede

zwischen Mund und Vagina und Gruppeneinteilung

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4
Median |Median |Median |Median
pg/ml |pg/ml | pg/ml | pg/ml
(Spanne) | (Spanne) | (Spanne) | (Spanne)
=) () @) | (o)
IL-4D 3,679 0,555 2,034 2,545
(40,994- | (3,883- (22,138- | (132,635-
-22,184) | -8,677) -14,276) | -18,681)
(33) (8) (25) (76)
IL-10D -0,241 0,000 0,000 0,000
(15,027- | (0,524- (17,740- | (50,951-
-69,260) | -2,914) -70,974) | -235,060)
(32) (8) (25) (74)
IL-12D 1,720 1,620 2,058 2,229
(24,427- | (11,831- | (26,213- | (1250,523-
-196,717) |-27,094) |-36,872) |-63,429)
(33) (8) (25) (76)
Gesamtprotein | 835,202 819,162 901,600 884,714
(4372,028- | (2120,756- | (2401,912- | (2996,948-
-289,976) |373,352) |-3989,492) | -482,944)
(32) (8) (25) (76)

Eine Hefepilzinfektion in Mund und Vagina beziiglich IL-4 (Gruppe 1) sollte

also eine kleinere Differenz aufweisen als eine reine vaginale Infektion beziig-
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lich IL-4 (Gruppe 3). Dies ist allerdings nicht der Fall, da der Median bei Grup-
pe 1 bei 3,679 (Tabelle 15) und der von Gruppe 3 bei 2,034 liegt.

Der andere Konzentrationsunterschied zwischen Mund und Vagina, der sich bei
einer Hefepilzbesiedelung dndern konnte, ist der von IL-12. Beim Vergleich der
Kontrollgruppe 4 (vaginal negativ/ oral negativ) mit Gruppe 1 (vaginal positiv/
oral negativ) erzielt er einen p-Wert von 0,147 (Tabelle 14), liegt allerdings
deutlich entfernt des Signifikanzniveaus von 0,050.

Die geringen und schwankenden Fallzahlen in den einzelnen Gruppen, grof3e
Streuungen, die Vielzahl von Tests und groB3e p-Werte jenseits der Signifikanz
von 0,050 lassen keine eindeutigen Schliisse zu, dennoch dndern sich IL-4 und
IL-12 moglicherweise aufgrund einer Hefepilzinfektion unterschiedlich in Va-

gina und Mundraum.

3.4 Auswertung der Zytokinbestimmung mittels ELISA und

Normierung auf den Gesamtproteingehalt

In einem weiteren Schritt der Auswertung untersuchten wir, ob eine Normierung
auf den Gesamtproteingehalt eine deutlichere Unterscheidung der Gruppen er-
moglicht.

Fiir die Normierung wurde der Quotient Interleukin / Gesamtprotein gebildet
und die Differenz, proteinnormierte Vaginalprobe minus proteinnormierter

Mundprobe, berechnet (z. B. IL-4DP).
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Grafik 9-11 Gruppenunterschiede der proteinnormierten Konzen-

trationsdifferenzen in pg/ml fiir IL-4DP, IL-10DP und
IL-12DP

Der Differenzwert, Konzentration in der Vaginalprobe minus Konzentration in
der Mundprobe, ist meist negativ, d. h. nach Normierung konnten die oralen
Konzentrationen hohere Werte als die vaginalen Konzentrationen besitzen.
Diese Hypothese miisste durch paarweise Tests eingehender untersucht werden.
Mittel und Median der Konzentrationsdifferenzen sind wie in Tabelle 16

aufgefiihrt aber meist negativ.
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Tabelle 16 Vergleich der Interleukine 4, 10 und 12 anhand der
Konzentrationsunterschiede zwischen Vagina und

Mund und Normierung auf den Gesamtproteingehalt

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4
Median Median Median Median
Mittelwert | Mittelwert | Mittelwert | Mittelwert
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
(Spanne) | (Spanne) | (Spanne) | (Spanne)
(n=) (n=) (n=) (n=)

IL-4DP |-0,003 -0,006 -0,003 -0,004
-0,077 -0,046 -0,007 -0,019
(0,112- (0,004- (0,031- (0,105-
-0,994) -0,324) -0,074) -0,254)
(31) (8) (23) (73)

IL-10DP | -0,001 0,000 -0,002 0,000
-0,019 -0,002 -0,019 -0,071
(0,010- (0,000- (0,018- (0,034-
-0,216) -0,007) -0,161) -2,851)
(30) (8) (23) (71)

IL-12DP | 0,000 -0,000 0,001 0,001
-0,017 -0,009 -0,001 0,016
(0,028- (0,008- (0,017- (0,810-
-0,189) -0,0076) -0,124) -0,122)
(31) (8) (23) (73)

3.4.1 Vergleich von Gruppe 1 mit 3

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test auf Gruppenunterschiede der proteinnor-
mierten Konzentrationsdifferenzen zwischen Vagina und Mundraum zeigt p-
Werte (p=0,552/ p=0,608/ p=0,993) (Tabelle 17) jenseits des Signifikanzni-
veaus von 0,050 fiir den Vergleich der Gruppen, die einen Unterschied zwischen
Mund- und Vaginalbefall aufdecken konnten (Gruppe 1 mit 3). Somit sind keine
Hinweise vorhanden, dass sich proteinnormierte Interleukin-Konzentrationen in

Abhingigkeit von der Lokalisation der Candidainfektion unterscheiden.
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Tabelle 17 Vergleich der proteinnormierten Konzentrations-

unterschiede zwischen Vagina und Mund fiir die

Gruppen 1 und 3
Gruppe 1 | Gruppe 3 | p-Wert
(n=) (n=)
IL-4DP |31 23 0,993
IL-10DP | 30 23 0,608
IL-12DP | 31 23 0,552

3.4.2 Vergleich von Gruppe 2 mit 3

Ein weiterer Gruppenvergleich, der anhand der proteinnormierten Interleukine
eine unterschiedliche Reaktion zwischen Mundraum und Vagina offen legen
konnte, ist der Vergleich von Gruppe 2 mit Gruppe 3. Allerdings liegen auch
hier die p-Werte (Tabelle 18) weitab des Signifikanzniveaus von 0,050.

Tabelle 18 Vergleich der proteinnormierten Konzentrations-
unterschiede zwischen Vagina und Mund fiir die
Gruppen 2 und 3
Gruppe 2 | Gruppe 3 | p-Wert
(n=) (n=)
IL-4DP |8 23 0,416
IL-10DP | 8 23 0,552
IL-12DP | 8 23 0,456

3.4.3 Vergleich von Gruppe 1 mit 4

Vergleicht man die Konzentrationsunterschiede der Gruppe mit Candidabefall
an beiden Organen (Gruppe 1) mit der Gruppe ohne Befall in Vagina und
Mundraum (Gruppe 4) (Tabelle 19), sind sowohl fiir IL-10 (p-Wert = 0,048) als
auch fiir IL-12 (p-Wert=0,225) Unterschiede erkennbar, die relevant fiir eine

unterschiedliche Immunreaktion von Vagina und Mundraum aufgrund einer
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Candida spp.-Infektion sein konnten. Fiir IL-10 ist das Ergebnis signifikant mit
einem p-Wert von 0,048.

Die p-Werte von IL-10 und IL-12 verhalten sich allerdings kontridr zu den Wer-
ten, die aus den Boxplots in den Grafiken 10 und 11 zu erwarten wiren, da sich
in Grafik 11 (IL-12 DP) Gruppe 1 und Gruppe 4 deutlicher unterscheiden, als in
Grafik 10 (IL-10 DP).

Aus den KenngroBen fiir IL-10 und IL-12 in Tabelle 16 lésst sich ablesen, dass
IL-10 in Gruppe 1, verglichen mit Gruppe 4, allenfalls leicht erniedrigt ist. Dem-
gegeniiber scheint die Frequenz hoherer Werte der proteinnormierten IL-12 Dif-
ferenzen durch Grafik 11 und den Kenngrdfen in Tabelle 16 bestitigt zu wer-

den, allerdings weitab des 5%-Signifikanzniveaus (p-Wert= 0,225) (Tabelle 19).

Tabelle 19 Vergleich der proteinnormierten Konzentrationsunterschiede
zwischen Vagina und Mund fiir die Gruppen 1 und 4

Gruppe 1 | Gruppe 4 | p-Wert
(n=) (n=)
IL-4DP | 31 73 0,779
IL-10DP | 30 71 0,048
IL-12DP | 31 73 0,225

Somit steht fest, dass der in der Hauptauswertung (3.3.3.) fiir [L-4 gefundene
Befund unter Proteinnormierung nicht bestétigt werden kann.

Allerdings zeigte IL-10 eine signifikante proteinnormierte Konzentrationsdiffe-
renz zwischen Mundraum und Vagina.

Bestirkt wurde aber auch unter Proteinnormierung, die schon in 3.3.3. gefun-
dene Tendenz fiir IL-12, eine Differenz zwischen Mundraum und Vagina offen-
zulegen. Die Signifikanz ist allerdings mit einem p-Wert von 0,225 (Tabelle 19)

weit vom 5%- Signifikanzniveau entfernt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie untersuchten wir 33 Patientinnen mit oralem und
simultanem vaginalen Pilzbefall, 8 Patientinnen mit ausschlieBlich oralem Pilz-
befall, 25 Patientinnen, die alleinigen vaginalen Pilzbefall aufwiesen und eine
Kontrollgruppe aus 76 Patientinnen, bei denen weder oraler noch vaginaler Pilz-
befall nachzuweisen war. Die Patientinnenproben aus Speichel und Vaginal La-
vage wurden von uns mittels kultureller Anziichtung in Sabouraud Agar Fliis-
sigkulturrohrchen, Lichtmikroskopie, Ausstrich auf Chrom-Agar-Platten und
Polymerasekettenreaktion (PCR) auf eine mogliche Candida spp. Infektion un-
tersucht. In jeder dieser Proben bestimmten wir die Konzentrationen der Zyto-
kine IL-4, IL-10 und IL-12 mit dem Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
(ELISA).

Ziel dieser Studie war herauszufinden, ob sich in einem Vergleich der oben
genannten Interleukine Unterschiede in der Immunreaktion von Vagina und
Mundraum beziiglich einer Candida spp.- Infektion ableiten lassen.

Mittels der kulturellen Anziichtung auf Chrom-Agar Platten konnten wir in den
Vaginalproben C. albicans (18,2%), C. glabrata (3,6%), die Kombination C. al-
bicans & C. glabrata (1,5%), C. kefyr (0,7%) und C. krusei (0,7%) nachweisen
(Tabelle 8). In den Mundproben fanden wir auf diesem Weg C. albicans
(19,6%), C. glabrata (5,8%), die Kombination C. albicans & C. glabrata (2,9%),
C. kefyr (0,7%) und C. krusei (0,7%) (Tabelle 9).

Ein Vergleich der beiden anatomischen Bereiche Vagina und Mundraum zeigte
in unserer Untersuchung durch kulturelle Anziichtung, ein im Verhiltnis etwa
gleich hdufiges Auftreten der unterschiedlichen Candida spezies.

In einem oralen Candida-Kulturnachweis konnten Zaremba et al. [107] unser
Ergebnis nur fiir C. krusei (1%) bestitigen. Dagegen wiesen sie in 53% der
Mundproben C. albicans und in 2% C. glabrata nach. Diese unterschiedlichen

Ergebnisse stehen vermutlich mit dem hoheren Alter der Patienten (35-92) und
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der Verwendung eines anderen Nachweismediums (API 20C AUX, bioMerieux)
in Zusammenhang.

Dass unterschiedliche Kultur-Nachweismedien eine unterschiedliche Empfind-
lichkeit gegeniiber den einzelnen Candida spezies besitzen, wiesen Guzel et al.
[35] in ihrer Untersuchung nach. So zeigte ChromID Candida agar bei mono-
fungalen Infektionen und polyfungalen Infektionen mit 96,6% eine hohere
Sensitivitit, als der von uns verwendete CHROMagar Candida (monofungale
Infektionen: 95,1%, polyfungale Infektionen: 86,2%). Da sich nach 24-stiindiger
Inkubation auch die C. albicans Identifikation deutlich einfacher gestaltete
(ChromID Candida agar: 64,4%, CHROMagar Candida:25,4%), wire, der
Studie zufolge, fiir zukiinftige Untersuchungen zu iiberlegen, das Kulturmedium
ChromID Candida agar zu verwenden.

Allerdings, weitgehend iibereinstimmend mit unseren Ergebnissen, fanden die
Autoren in einem vaginalen Candida-Kulturnachweis C. albicans (24,9%), C.
albicans & C. glabrata (5,3%), C. kefyr (2,3%) und C. krusei (1,9%). Interes-
santerweise konnten sie aber C. glabrata in 17,3% der Proben nachweisen.

Eine Erklirung hierfiir lieBe sich in dem erhohten Anteil an Patientinnen mit
akuter VVC (25,7%) vermuten, die in unserer Studie anamnestisch aus-
schlieBlich 10% der Patientinnen aufwiesen.

Gegen diese Erklirung spricht allerdings die Untersuchung von Linhares et al.
[50], die bei an Vulvovaginitis leidenden Patientinnen den Anteil von C.
albicans mit 62,8% und die von C. glabrata lediglich mit 3,3% angaben.

Laut diesen Autoren gibt es allerdings eine Vielzahl von Faktoren, die einen
positiven Kulturnachweis beeinflussen, wie beispielsweise die Einnahme oraler
Kontrazeptiva und Antibiotika, vaginales Erythem und Schwangerschaft.

Das Vorhandensein unterschiedlicher Einfliisse, lasst auch die Studie von
Ahmad et al. [2] vermuten, die im Gegensatz zu Linhares et al. bei Patientinnen
mit vulvovaginalen Symptomen den Anteil von C. albicans mit 46,9% und von

C. glabrata mit 36,7% angaben.
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So fand die Studiengruppe von Babic et al. [4] in den Vaginalproben von
Schwangeren 40,9% C. albicans und 4,2% C. glabrata, bei nicht Schwangeren
hingegen 23% C. albicans und 3,2% C. glabrata. Ein Ergebnis, das in Einklang
mit unserer Studie steht, beachtet man, dass lediglich 8% unserer Patientinnen
schwanger waren (Tabelle 6).

Dass eine Schwangerschaft das Auftreten eines positiven Candida-Kulturnach-
weises signifikant beeinflusst, konnten Ahmad et al. [2] nachweisen. Fiir die
Auswirkung einer Antibiotika- und Kontrazeptivaeinnahme auf einen positiven
Kultur-Befund konnten die Autoren ebenfalls einen signifikanten Zusammen-
hang belegen.

Ebenso konnten Pirotta et al. [71] nachweisen, dass eine Antibiotikaeinnahme zu
einer erhOhten vaginalen Candida spp.-Belastung fiihrt. So stieg bei ihren Pa-
tientinnen nach Antibiotikagebrauch der Candida spp.-Nachweis von 21% auf
37%. Der von den Autoren ermittelte C. albicans- (15,33%) und C. glabrata-
(4,2%) Anteil vor der Antibiotikaeinnahme kann dabei die Erkenntnisse unserer
Studie bestdtigen (Tabelle 8).

Zusammenfassend lédsst sich aus den obengenannten Studien ableiten, dass nicht
nur unterschiedliche Candida-Kulturmedien, sondern auch mehrere Patientin-
nen-bezogene Faktoren den Kulturnachweis entscheidend beeinflussen. Dies
konnte die Varianz der Untersuchungsergebnisse erkliren.

In einem weiteren Schritt untersuchten wir die Mund- und Vaginalproben auf
die Zytokin-Konzentrationen von IL-4, IL-10, IL-12 und den Gesamtprote-
ingehalt.

Bisher wurden, unserem Wissen nach, nur wenige Versuche an Hand von Inter-
leukinen unternommen, die beiden unterschiedlichen anatomischen Bereiche
Vagina und Mund aufgrund einer Candidabesiedelung einem immunologischen
Vergleich zu unterziehen. Ein groBer Teil der bisherigen Studien bezieht ihre

Erkenntnisse lediglich aus Tierversuchsstudien und in vitro Gewebsmodellen.
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So entwickelte die Studiengruppe um Schaller et al. [89,90] an Hand orga-
notypischer oraler und vaginaler Gewebe ein in vitro Modell oraler und va-
ginaler Candidiasis. Laut ihrer Aussage lassen sich aus der Versuchsanordnung
mittels histologischer und biochemischer Analysen Erkenntnisse iiber die Im-
munantwort, Protein- und Genexpression und die Epithelzellinteraktionen
gewinnen. Einen Vorteil sehen die Autoren in der Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse und dem Ausschluss aller nichtepithelialen Faktoren. Dies ldsst allerdings
die Frage aufkommen, inwieweit sich solche Aussagen mit der realen Im-
munreaktion in Mund und Vagina in vivo decken und welchen Wert die
Aussagen letztlich besitzen.

Naglik et al. [61,62] unternahmen den Versuch, eine orale und vaginale Candi-
dainfektion an Hand bestimmter immunologischer Parameter zu vergleichen. Im
Gegensatz zu unserer Studie untersuchten sie allerdings keine Interleukine,
sondern die Genexpression sekretorischer Aspartat Proteinasen (SAP) und der
Phospholipase B (PLB). Sie fanden heraus, dass eine orale Candidainfektion mit
einer SAP1-, SAP3-, SAP4-, SAP7-, SAP8- und PLBI-Expression verge-
sellschaftet war, wohingegen eine SAP1-, SAP3-, SAP6-, SAP7- und SAPS-
Expression vor allem mit einer vaginalen Candidainfektion in Zusammenhang
stand. SAP1, SAP3 und SAPS8 sollen dabei vor allem bei der vaginalen Candi-
diasis aufgetreten sein. Dies stellt hinsichtlich unserer Studie ein interessantes
Ergebnis dar, da auch wir Hinweise fiir ein unterschiedliches Expressions-
verhalten von oralen und vaginalen Immunparametern (Interleukinen) beziiglich
einer Candidiasis fanden.

Inwieweit Mund und Vagina unterschiedlich auf eine Candidainfektion rea-
gieren, untersuchten auch Rahman et al. [74]. In ihrem Tierversuch an Miusen
konnten die Autoren nachweisen, dass lediglich drei Candida Stridnge zu einer
oralen und vaginalen Kolonisation fithrten, wohingegen aber nur jeweils ein
bestimmter Strang zu einer Kolonisation der gesamten Miusepopulation und ein

Strang zu einer andauernden vaginalen Kolonisation fiithrte. Somit weist auch
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dieses Ergebnis auf ein unterschiedliches immunologisches Verhalten der beiden
anatomischen Bereiche Vagina und Mundraum beziiglich einer Candidiasis hin.
Kritisch angemerkt sei allerdings, dass sich die Autoren hauptsédchlich auf das
Kolonisationsverhalten der Candida spp. und nicht auf das Auftreten von
Immunparametern bezogen.

Ein weiterer Autor, der in seinen Untersuchungen die immunologische Reaktion
der oralen und vaginalen Candidiasis verglich, ist Fidel [25,26]. Er versucht in
einer Zusammenschau verschiedener Studien die unterschiedlichen Mechanis-
men der Immunabwehr einer oralen und vaginalen Candidainfektion aufzu-
zeigen. Seine Studien basieren auf Tierversuchsmodellen, auf Patientinnen mit
recurrenter vulvovaginal Candidose (RVVC) und auf HIV- infizierten Patienten.
Der Autor kommt zu dem Schluss, dass fiir die Abwehr einer oropharyngealen
Candidiasis (OPC) vor allem die lokale und systemische zellvermittelte Im-
munitdt eine wichtige Rolle spielen, wohingegen er beziiglich der vulvovaginal
Candidose (VVC) fiir beide Formen der Immunreaktion nur wenige Hinweise
findet. Auch der angeborenen Immunitit misst er nur einen geringen Einfluss
auf die vaginale Candidaabwehr bei, wihrend er die Rolle der humoralen
Immunitét als ginzlich ungeklirt bewertet. Allerdings fand der Autor einen
deutlichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der OPC und der im Blut
reduzierten CD4+-Zellen. Er erklirt dies mit der Notwendigkeit einer gewissen
Anzahl an systemischen CD4+-Zellen und einer vorhandenen lokalen
Immunitat, um die orale Mukosa vor einer Infektion schiitzen zu konnen.
Ebenso sieht er es als erwiesen an, dass Epithelzellen in Speichel und Vaginal
Lavage das Candida Wachstum in vitro hemmen kénnen.

In unserer Studie stellten wir uns die Frage, ob sich iiber die Konzentrationen
der Interleukine IL-4, IL-10 und IL-12 bei einer Candida spp.- Infektion Unter-
schiede in der oralen und vaginalen Immunreaktion finden lassen.

Unsere Auswertung der Mund- und Vaginalproben mittels ELISA ergab fiir das

Patientinnenkollektiv einen signifikant erh6hten Gesamtproteingehalt (p<0,001)
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in der Vagina. Diese Tatsache ldsst sich folgendermalen erkldren: Thomas et al.
[99] bestimmten den Gesamtproteingehalt im Speichel und gaben eine Spanne
von 1,1-6,4 g/l an. Fiir die Proteingehaltbestimmung der Vaginalfliissigkeit sind
keine vergleichbaren Untersuchungen bekannt. Allerdings bestimmten Tang et
al. [98] 147 verschiedene Proteine in der zervikalen Vaginalfliissigkeit. Da fast
die Hilfte dieser Proteine (69/147) Plasmaproteine waren, unabhingig von einer
vorliegenden Candidiasis, bezeichneten die Autoren die Vaginalfliissigkeit als
Plasma-Transudat. Der Gesamtproteingehalt im Serum von 66-87 g/l bestitigt so
gesehen den von uns bestimmten hoheren Proteingehalt der Vaginalproben ge-
geniiber den Mundproben.

Der Vergleich der intraindividuellen Unterschiede aller Patientinnen ohne Grup-
penaufteilung beziiglich einer oralen und vaginalen Candidainfektion ergab in
unserer Untersuchung signifikant erhohte Konzentrationen von 1L-4 (p<0,001)
und IL-12 (p<0,001) in den Vaginalproben. Dagegen lie sich fiir IL-10
(p<0,510) kein signifikanter Unterschied feststellen (Tabelle 10). Ein im
Vergleich zum Mundraum erhohter Candida spp.-Kulturnachweis in der Vagina
konnte eine Erkldrung fiir den vermehrten Nachweis von IL-4 und IL-12 in den
Vaginalproben sein.

Um diese Tatsache statistisch genauer zu untersuchen, verglichen wir die
einzelnen Gruppen untereinander. Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen,
dass sowohl Mundhohle als auch Vagina von einem mehrschichtigen unver-
hornten Plattenepithel ausgekleidet werden [30,31,60]. Auf Grund dieser mi-
kroskopisch anatomischen Vergleichbarkeit, sollten makroskopisch anatomi-
sche und physiologische Unterschiede nicht auler Acht gelassen werden. So
produzieren in der Mundhohle Speicheldriisen tdglich 1-1,5 1 Speichel, der u. a.
Enzyme wie Amylase und Lysozym, Lymphozyten und Immunglobuline
enthdlt. In der Vagina entsteht ein natiirlicher Infektionsschutz durch einen ph-
Wert von 4-5, hervorgerufen durch den Glykogenabbau der Ddéderlein schen

Bakterien zu Milchsdure [30,31,60]. Inwieweit diese Faktoren die Immun-
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antwort von Mundhohle und Vagina beziiglich Interleukinen beeinflussen,
konnte unserer Meinung nach Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

In einem Vergleich von Patientinnengruppe 2 (vaginal Candida negativ/ oral
Candida positiv) mit Gruppe 3 (vaginal Candida positiv/ oral Candida negativ)
fanden wir fiir IL-4 (p-Wert=0,179) durchaus einen Hinweis fiir eine unter-
schiedliche Immunreaktion von Mundraum und Vagina, wenn auch abseits des
Signifikanzniveaus von 0,050. Auch IL-12 (p-Wert=0,147) ldsst in einem Ver-
gleich von Kontrollgruppe 4 (vaginal Candida negativ/ oral Candida negativ)
mit Gruppe 1 (vaginal Candida positiv/ oral Candida negativ) ein unterschied-
liches immunologisches Verhalten von Mundraum und Vagina vermuten. Aller-
dings liegt auch hier der p — Wert vom Signifikanzniveau 0,050 entfernt.

Unter Normierung auf den Gesamtproteingehalt fanden wir durch den Vergleich
von Gruppe 1 (vaginal Candida positiv/ oral Candida negativ) mit Gruppe 4 (va-
ginal Candida negativ/ oral Candida negativ) sowohl fiir IL-10 (p-Wert= 0,048)
als auch fiir IL-12 (p-Wert=0,225) Ergebnisse, die auf eine unterschiedliche Im-
munreaktion aufgrund einer Candidainfektion schlieen lassen. Lediglich fiir IL-
10 ist dieses Ergebnis allerdings auch signifikant (p-Wert=0,048).
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich fiir IL.-12 als einzigem Inter-
leukin, mit und ohne Normierung auf den Gesamtproteingehalt, ein Anhalt fiir
eine unterschiedliche Immunreaktion von Mund und Vagina ergibt. Das einzig
signifikante Ergebnis findet sich allerdings fiir IL-10 unter Proteinnormierung
Welche Aussagen die von uns untersuchten Interleukine 4, 10 und 12 beziiglich
der Candidiasis zulassen, soll im Folgenden erortert werden.

Die Auswirkung einer oralen Candidiasis auf die Ausschiittung der Interleukine
IL-4, IL-10 und IL-12 ist bislang Gegenstand einiger Studien gewesen.

So fanden Sosroseno et al. [96] in einer Studie heraus, dass hohe Konzen-
trationen von IL-12, nicht aber von IL-4 und IL-10, die Auspriagung einer oralen
Candidiasis reduzieren konnen. Demgegeniiber stehen die Erkenntnisse von

Elahi et al. [17], die in einem Tierversuch mit Miausen nachwiesen, dass ein
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friilher Konzentrationsanstieg von IL-4, IL-12 und IFN-gamma mit einer
schnellen oralen Candida albicans-Eliminierung einherging. Eine Neutralisation
von IL-4 fiihrte zu einer erhohten oralen Candidabesiedelung und einer ge-
ringeren Candida-Eliminierung. Aus einer weiteren Studie leiteten Elahi et al.
[15] ab, dass IL-4 mit einer Widerstandsfdhigkeit gegen orale Candidiasis in
Zusammenhang steht. 2003 kamen Elahi et al. [16] zu dem SchluB3, dass IL-4
und IFN-gamma zu einer oralen Eliminierung von Candida albicans beitragen,
wobei IL-4 iiber eine Erhohung der NO-Produktion wirkt. Kritisch sollte beziig-
lich der Studien von Elahi et al. angemerkt werden, dass diese im Widerspruch
zu den Erkenntnissen aller iibrigen Studien stehen.

Denn auch Leigh et al. [47] fanden, im Gegensatz zu Elahi et al., heraus, dass an
oropharyngealer Candidiasis (OPC) erkrankte Patienten eine hohere Ausschiit-
tung von Th2-Zytokinen (IL-4 und IL-10), aufwiesen als eine Kontrollgruppe.
2004 kam eine Studiengruppe von Schaller et al. [88] zu dem Ergebnis, dass
durch die Anwesenheit polymorphkerniger Leukozyten die Thl-Immunantwort
wihrend einer oralen Candidiasis verstiarkt wird und gleichzeitig die Expression
von IL-10 verringert wird. Dies fithrte nach Meinung der Autoren zu einer
erhohten oralen Immunabwehr gegen Candida albicans. In einer weiteren Studie
konnten Farah et al. [21] an spezifischen Zytokin-Knockout-Mdusen nach-
weisen, dass IL-12p40 fiir die Ausheilung der oralen Candidiasis unverzichtbar
ist.

Aus den Erkenntnissen der genannten Studien, mit Ausnahme der Studien von
Elahi et al. , ldsst sich ableiten, dass das Vorhandensein von Th1-Zytokinen wie
IL-12 mit der Bekdmpfung der oralen Candidiasis zusammenhéngt. Die Expres-
sion von Th2-Zytokinen wie IL-4 und IL-10 hingegen ist fiir die Anfélligkeit fiir
eine Candidiasis von Bedeutung. Betrachtet man im Folgenden Studien zur Im-
munreaktion der vaginalen Candidiasis beziiglich der Interleukine IL-4, IL-10

und IL-12, so ergibt sich ein dhnliches Bild.
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1993 kamen Fidel et al. [27] in einer Versuchsstudie mit Miusen zu dem
Ergebnis, dass Miuse mit vaginaler Candidiasis erhohte Konzentrationen von
IL-2 und IFN-gamma produzierten, keine IL-10 Produktion und lediglich ge-
ringe Anstiege von IL-4 aufwiesen. Ihrer Meinung nach entwickelten die Miuse
hauptsichlich eine Th1-Typ Candida — spezifische periphere CMI Reaktivitit,
die unabhingig von der Infektionsdauer und dem Ostrogenstatus ist.

Bestitigen konnten dies, in einer Patientinnenstudie, Fidel et al. [28] die einen
Anstieg von Thl-Typ Zytokinen (IL-2, IL-12, INF-gamma) und Histamin, nach
Einbringung von Candida-Test-Antigenen in die Vagina, beobachten lief3.
Weissenbacher et al. [104] konnten ein verstidrktes Auftreten von IL-10 und IL-
12 bei Patientinnen mit RVVC nachweisen. Die Ausschiittung von IL-12 brach-
ten sie dabei mit einer Anregung, die Ausschiittung von IL-10 hingegen mit
einer Unterdriickung der Vaginal-Zellvermittelten Immunitit und einer mog-
lichen allergischen Ursache in Zusammenhang. 2004 veroffentlichten Weissen-
bacher et al. [103] eine Studie, die sich mit Patientinnen mit chronischer RVVC
befasste. Sie untersuchten die Patientinnen auf IL-4, IL-5, IL-13, Prostaglandin
E2, IgE und Candida-spezifisches IgE und konnten bei IL-4, Prostaglandin E2
und Candida IgE einen signifikanten Anstieg nachweisen. Weissenbacher et al.
sehen in dem Ergebnis einen Hinweis auf eine allergische Komponente der
chronischen RVVC.

In einer Tierversuchsstudie an Méusen kamen Ouyang W et al. [68] zu dem
Schluss, dass zu einem frithen Zeitpunkt der Candidainfektion hohe Konzen-
trationen des Thl-Zytokins IL-2 zu einer Ausheilung der Candidiasis fithren und
dass es zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Infektion durch das Th2-
Zytokin IL-10 zu einer Anfilligkeit fiir eine Candidiasis kommt.
Zusammengenommen weisen daher diese Studien daraufhin, dass beziiglich
einer vaginalen Candidiasis die Th2-Zytokine IL-4 und IL-10 zu einer Anfallig-
keit beziehungsweise Immununterdriickung fiihren, IL.-12 hingegen eine erhohte

Abwehrbereitschaft gegen eine Candidainfektion gewdhrleistet. Diese Ergeb-
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nisse konnen somit in Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen zur oralen
Immunantwort durch IL-4, IL-10 und IL-12 gesehen werden. Einige weitere
Erkenntnisse zur Expression der genannten Interleukine beziehen sich nicht auf
Mundraum oder Vagina, sondern leiten sich aus Untersuchungen zu der sys-
temischen und disseminierten Candidiasis ab.

Romani et al. [81] untersuchten mit systemischer Candidiasis infizierte Mdause,
bei denen sie eine Neutralisation von IL-4 vornahmen. Sie kamen zu dem Er-
gebnis, dass die Produktion von IL-4 durch Th2-Zellen die Th-1 vermittelte
schiitzende Immunitdt der Miuse einschrinkt. Bestitigen konnten diese Er-
kenntnisse Puccetti et al. [72]. Threr Aussage nach fiihrte die Entfernung von zir-
kulierendem IL-4 zu einer Ausheilung der Candidiasis bei tiber 90% der Mduse-
individuen und zu einer Verstirkung der Th1-vermittelten Candidaabwehr.

1994 kamen Romani et al. [83], ebenfalls durch Tierversuche mit Miusen, zu
folgenden Ergebnissen: IL-12p40 wurde hauptsichlich in Makrophagen solcher
Maiuse nachgewiesen, die erfolgreich eine systemische Candidiasis bekdmpften.
IL-4 und IL-10 produzierende CD4+-Zellen traten vermehrt, unter Einfluss von
IFN-gamma, in Mdusen auf, die der Candidiasis erlagen. Die Autoren schitzten
die Mitwirkung von IL-12 an der Th1-Immunantwort hoher ein, als die des IFN-
gamma. Romani et al. [82] wollten in einer weiteren Studie die Rolle von IL-12
bei der systemischen Candidiasis von Mdusen genauer bestimmen. IL-12 wird
vor allem in solchen Miusen nachgewiesen, die die Candidiasis erfolgreich be-
kdampfen und wird in vitro fiir die Entwicklung der Thl-Immunitét benotigt, so
die Autoren. Sie kommen zu dem Schluss, dass exogenes IL.-12 bei einer starken
IL-4/ IL-10 Immunantwort nicht fiir eine Umwandlung in eine Thl-Antwort
ausreicht, endogenes IL-12 hingegen fiir eine Ausbildung der Thl-Antwort in
vivo notwendig ist.

Tonetti et al. [100] untersuchten die Auswirkung von exogenem IL-4 und IL-10
bei Miusen mit systemischer oder gastrointestinaler Candidiasis. Die Autoren

fanden heraus, dass die Wirkung von IL-4 und IL-10 die Candidiasis deutlich
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verschlechterte, die IL-12-Produktion unterdriickte und zu einer Dominanz der
Th2-Zellen fiihrte, hingegen keinen Einfluss auf eine starke Thl-Immunitit
hatte.

1997 initierten Roilides et al. [77] eine Studie, um die Auswirkung von IL-4 auf
humane mononukleare Phagozyten gegen Candida albicans zu analysieren. Thre
Ergebnisse deuten daraufhin, dass IL-4 bei einer invasiven Candidiasis die Auf-
nahme und Abtotung von Candida-Blastoconidien durch morphonukleare Leu-
kozyten unterdriickt.

Mencacci et al. [58] fassten zusammen, dass endogenes IL-4 moglicherweise
aufgrund seiner Einwirkung auf Zellen der angeborenen und erworbenen Im-
munitdt fiir den Aufbau der schiitzenden Th1-Zell- Immunantwort ben6tigt wird.
In einer weiteren Zusammenfassung von Studienergebnissen kamen Mencacci et
al. [57] zu dem Schluss, dass IL-12 obligatorisch fiir die Entwicklung einer
Anti-Candida Thl-Immunantwort ist. Des weiteren fanden die Autoren heraus,
dass eine positive Verstirkung zwischen IL-12 und IL-10 besteht, welche die
angeborene Immunabwehr gegen Candida beeintrichtigt, andererseits aber fiir
eine Aktivierung von IL-12-abhéngigen Thl- Zellen benétigt wird.

Lavigne et al. [45] fiihrten eine Studie an Méusen mit Candidiasis durch. Nach-
dem die Autoren den Tieren IL-12 zugefiihrt hatten, zeigten die Miuse eine
charakteristische Th1- Zytokin-Immunantwort, wobei nur wenig bis kein 1L-4,
hingegen erhohte IFN-gamma Konzentrationen nachgewiesen werden konnten.
Del Sero et al. [13] untersuchten an Miusen die Auswirkung von IL-10 auf eine
dissiminierte und gastrointestinale Candidiasis. Hierbei kamen sie zu folgenden
Ergebnissen: Die gesteigerte Widerstandsfahigkeit gegen eine Candidainfektion
hingt mit einer verstdrkten angeborenen und erworbenen Thl-Immunantwort
und mit einer deutlich erh6hten Produktion von IL-12, NO, TNF-alpha und IFN-
gamma zusammen. In Abwesenheit von IL-10 zeigt sich eine gesteigerte an-
geborene und erworbene Immunitit durch die Erh6hung von Th1-Zytokin- Kon-

zentrationen und somit eine schnelle Reduzierung des Pilzwachstums.
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Der Vollstiandigkeit halber sei noch auf die Studie eines in unseren Augen
interessanten Einzelfalles hingewiesen. Lighter et al. [49] dokumentierten den
Fall eines HIV-positiven Kindes mit einer Candidasepsis, metabolischer Azi-
dose und T-Zell-Lymphom. Im Serum konnten signifikant erhohte Konzentra-
tionen von IL-10 nachgewiesen werden. Diese Tatsache bringen die Autoren mit
dem akuten Krankheitsverlauf in Zusammenhang.

Insgesamt weisen also unabhédngig von der anatomischen Lokalitit die Th2-
Interleukine IL-4 und IL-10 auf eine Candidiasisanfilligkeit und Verschlech-
terung des Krankheitsverlaufes, das Thl-Interleukin IL-12 hingegen auf eine
Bekdmpfung der Candidiasis hin. Diese Erkenntnisse konnen aus unserer Sicht
eine therapeutische Bedeutung besitzen.

Die Behandlung der oralen Candidiasis besteht immer noch in einer adiquaten
Mundhygiene, der Verwendung lokaler Antimykotika wie den Polyenen Nys-
tatin und Amphotericin B, der Imidazole wie Miconazol, Clotrimazol und
Ketoconazol und in komplizierten Fillen in der systemischen Gabe von Tri-
azolen wie Fluconazol oder Itraconazol bzw. einem DNA-Analogon wie 5-
Fluorocytosin [3,39]. Zur Behandlung der RVVC oder VVC gilt weiterhin bei
C. albicans-Nachweis die orale Gabe von Azolen wie Ketoconazol, Itraconazol
oder Fluconazol, sowie die vaginale Gabe von Clotrimazol, bei C. tropicalis
oder C. glabrata kommt vaginal vor allem Terconazol zur Anwendung [91].
Aufgrund unserer Ergebnisse wire, aus therapeutischer Sicht, ebenfalls ein neu-
es Vorgehen bei der Behandlung oraler und vaginaler Candidiasis sinnvoll. Fiir
eine Candidiasistherapie wire theoretisch sowohl oral als auch vaginal die Gabe
von Interleukinantagonisten oder die exogene Zufuhr von Interleukinen denkbar.
Da unseres Wissens nach die Datenbasis hierfiir noch sehr gering ist, sollte die
Funktion der Interleukine beziiglich oraler und vaginaler Candidiasis zukiinftig
noch intensiver Gegenstand weiterer Studien sein. Damit konnte ein neuer Weg

in der Therapie oraler und vaginaler Candidainfektionen beschritten werden.
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5. Zusammenfassung

Die zwei hidufigsten Formen opportunistischer Pilzinfektionen am Menschen,
stellen die oropharyngeale (OPC) und die vulvovaginale (VVC) Candidiasis dar.
Ziel der vorliegenden Studie war es, in einem Vergleich der Zytokin-
konzentrationen von ILL-4, IL-10 und IL-12, eventuelle Unterschiede in der
Immunreaktion von Vagina und Mundraum aufgrund einer Candida spp. Infek-
tion zu finden. Dafiir untersuchten wir im Rahmen der mikrobiologischen Spe-
zialsprechstunde des Klinikums GroBhadern der LMU Miinchen, 33 Patien-
tinnen mit oralem und simultanem vaginalen Candida spp.-Befall, 8 Patien-
tinnen mit oralem Candida-Befall, 25 Patientinnen mit nur vaginalem Candida-
Befall und eine asymptomatische Kontrollgruppe aus 76 Candidanegativen
Patientinnen. Zusitzlich haben wir mit einem Fragebogen eine Anamnese erho-
ben.

Die vaginalen und oralen Proben wurden von uns mittels kultureller Anziichtung
in Sabouraud Agar Fliissigkulturrohrchen, Lichtmikroskopie, Ausstrich auf
Chrom-Agar Platten und PCR, auf moglichen Pilzbefall untersucht. An-
schlieBend bestimmten wir in allen Proben die Konzentrationen der Zytokine IL-
4, IL-10, IL-12 und des Gesamtproteins.

Fiir die statistische Auswertung verwendeten wir den gepaarten Wilcoxon-Test
und den Kruskal-Wallis-Test.

Im Ergebnis fanden wir signifikant erhohte Konzentrationen (p<0,001) von IL-
4, IL-12 und dem Gesamtprotein in den Vaginalproben. Fiir IL-10 ergab sich ein
p-Wert von p<0,510.

Im Vergleich der Patientinnengruppe 2 (vaginal Candida negativ/ oral Candida
positiv) mit Gruppe 3 (vaginal Candida positiv/ oral Candida negativ), fanden
wir fiir IL-4 (p-Wert = 0,179) durchaus einen Hinweis auf eine unterschiedliche
Reaktion von Mundraum und Vagina, allerdings abseits des Signifikanzniveaus

von 0,050. Auch IL-12 (p-Wert = 0,147) lédsst in einem Vergleich der Kontroll-
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gruppe 4 (vaginal Candida negativ/ oral Candida negativ) mit Gruppe 1 (vaginal
Candida positiv/ oral Candida negativ) ein unterschiedliches Verhalten von
Mundraum und Vagina vermuten. Der p-Wert liegt aber entfernt des Signi-
fikanzniveaus von 0,050.

Durch Normierung auf den Gesamtproteingehalt fanden wir im Vergleich der
Gruppe 1 (vaginal Candida positiv/ oral Candida negativ) mit Gruppe 4 (vaginal
Candida negativ/ oral Candida negativ), sowohl fiir IL-10 (p-Wert = 0,048), als
auch fiir IL-12 (p-Wert = 0,225) Ergebnisse, die auf eine unterschiedliche
Immunreaktion beziiglich einer Candidainfektion schlieBen lassen. In unserer
Studie lieferte also nur IL-10, unter Normierung auf den Gesamtproteingehalt,
ein statistisch signifikantes Ergebnis (p-Wert = 0,048) fiir eine unterschiedliche
lokale Immunantwort zwischen Mundraum und Vagina. Fiir IL-12 ldsst sich
diese Aussage, mit und ohne Normierung auf den Gesamtproteingehalt,
auBerhalb des Signifikanzbereiches zumindest vermuten.

Wie in einer Vielzahl von Untersuchungen bestitigt, weisen die antiinflam-
matorischen Th2-Typ Interleukine IL-4 und IL-10 auf eine Hemmung der loka-
len Immunantwort und Anfilligkeit beziiglich einer Candidiasis hin. Pro-
inflammatorische Th1-Typ Interleukine wie IL-12, stehen fiir eine erhohte
lokale Widerstandsfihigkeit und Bekdmpfung der Candidiasis.

Uber die Gabe von Interleukin-Antagonisten und exogene Zufuhr von Inter-
leukinen konnte, durch Beeinflussung der lokalen Immunitét, ein neuer Weg in
der Behandlung der oralen und vaginalen Candidiasis beschritten werden.
Hierzu sind zukiinftig noch weitere Studien notwendig, die Unterschiede in der
oralen und vaginalen Immunreaktion, durch unterschiedliche Interleukin-

expression, untersuchen und offen legen.
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7 Anhang

7.1 Geriite

3 ml — Einmalspritzen

Brutschrank, Typ 2770

Pipetten, Pipetman 20 ul
Pipetman 1000 ul
Research 20 —-200 pl

Filterspitzen, FX 20/200/ 1000

Tischzentrifuge, Typ Z 230 MR

Vortexgerit, Typ Genie 2

Wasserbad, Typ B3

Mastercycler, Typ Gradient

Magnetriihrer, Typ MR 2002

Mikrowelle, Typ MC 653
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B. Braun, Melsungen
AG, Melsungen,
Deutschland

Fa. Kottermann

Fa. Gilson

Fa. Gilson

Fa. Eppendorf

Fa. SLG

Fa. Hermle,

Deutschland

Fa. Bender& Hobein
AG, Ziirich, Schweiz

Fa. Haake

Fa. Eppendorf

Fa. Heidolph

Fa. Europa Style



Spannungsquelle, Typ EPS 500 / 400

Minni the Gel cicle — Submarine Agarose Gel Unit,

UV — Lampe, Typ N 90 / KW 254 nm

Polaroidkamera, Typ Polaroid Gel Cam

Tischwaage, Typ P 1200

Spektralphotometer, Typ Anthos
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Fa. Pharmacia LKB

Fa. Hoefer, USA
Typ HE 33

Fa. Uni Equip,
Deutschland

Fa. Uni Equip,
Deutschland

Fa. Mettler,
Deutschland

Fa. Anthos Labtec

Instruments, Osterreich



7.2 Patientinnenliste

laufende | Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis

1 1559 25.11.04. F.F. 21.7.70 Scheide neg. I/1

2 L2 25.11.04. F.F. 21.7.70 Mund neg. 12

5 1576 2.12.04 L.J. 22.11.82 Scheide C.albicans 1/3

6 L6 2.12.04 L.J. 22.11.82 Mund C.albicans 1/4

8 1582 6.12.04 E.M. 5.9.36 Scheide C.kefyr 1/5 pos.
9 L9 6.12.04 E.M. 5.9.36 Mund C.kefyr (wenig) 1/6

12 1581 6.12.04 R.M. 29.5.64 Scheide neg. 1/7

13 L13 6.12.04 R.M. 29.5.64 Mund neg. 1/8

14 1578 6.12.04 K.E. 5.10.52 Scheide n.a. 1/9

15 L15 6.12.04 K.E. 5.10.52 Mund n.a. /10

16 1589 09.12.04 G.S. 25.05.80 Scheide n.a. /11

17 L17 09.12.04 G.S. 25.05.80 Mund n.a. /12

18 1591 09.12.04 H.B. 04.07.85 Scheide C.albicans 1/13

19 L19 09.12.04 H.B. 04.07.85 Mund neg. 1/14
21 1602 16.12.04 M.A. 23.02.52 Scheide neg. I/15
22 122 16.12.04 M.A. 23.02.52 Mund C.albicans /16
23 1603 20.12.04 B.S. 05.07.81 Scheide neg. 1/17
24 1.24 20.12.04 B.S. 05.07.81 Mund neg. 1/18
25 1604 20.12.04 AL 26.08.87 Scheide n.a. 1/19
26 L26 20.12.04 AL 26.08.87 Mund n.a. 1/20
27 1605 20.12.04 P.B. 15.02.42 Scheide n.a. 1/21
28 L28 20.12.04 P.B. 15.02.42 Mund n.a. 1/22
29 1606 20.12.04 S.L. 23.02.57 Scheide n.a. 1/23
30 L30 20.12.04 S.L. 23.02.57 Mund n.a. 1/24
31 1607 20.12.04 H.A. 01.02.71 Scheide n.a. 1/25

32 L32 20.12.04 H.A. 01.02.71 Mund n.a. 1/26

35 1625 13.1.05 R.S. 16.06.80 Scheide neg. 1727

36 L41 13.1.05 R.S. 16.06.80 Mund neg. 1/28

38 1626 17.1.05 K.S. 09.08.64 Scheide C.albicans 1/29

39 143 17.1.05 K.S. 09.08.64 Mund C.albicans 1/30

40 1627 17.1.05 S.G. 25.06.60 Scheide n.a. 1/31

41 L45 17.1.05 S.G. 25.06.60 Mund n.a. 1/32

42 1628 17.1.05 H.S. 30.05.75 Scheide n.a. 1/33 schw.pos
43 L47 17.1.05 H.S. 30.05.75 Mund n.a. 11/1

44 1629 17.1.05 H.P. 29.03.53 Scheide n.a. 11/2 pos.
45 L49 17.1.05 H.P. 29.03.53 Mund n.a. 11/3

46 1630 17.1.05 F.J. 05.05.67 Scheide n.a. 11/4

47 L52 17.1.05 F.J. 05.05.67 Mund n.a. 11/5

48 1646 27.01.05. D.O. 09.02.77 Scheide C.albicans 11/6 pos.
49 L54 27.01.05. D.O. 09.02.77 Mund C.albicans 11/7 pos.
51 1648 27.01.05. M.P. 27.01.64 Scheide C.krusei 1/8 pos.
52 L56 27.01.05. M.P. 27.01.64 Mund C.krusei 11/9

53 1649 27.01.05. E.M. 22.10.71 Scheide n.a. 11/10 pos.??
54 L58 27.01.05. E.M. 22.10.71 Mund n.a. /11

55 1650 27.01.05. G.C. 10.02.74 Scheide C.glabrata /12 pos.
56 L60 27.01.05. G.C. 10.02.74 Mund C.glabrata 11/13

57 1651 27.01.05. H.E. 13.03.73 Scheide C.glabrata 11/14 pos.??
58 L62 27.01.05. H.E. 13.03.73 Mund C.glab, C.alb. /15

59 1658 1.2.05 K.M. 19.01.60 Scheide n.a. 11/16

60 L64 1.2.05 K.M. 19.01.60 Mund n.a. 11/17 pos.
61 1659 3.2.05 B.B. 20.08.79 Scheide n.a. 11/18

62 L66 3.2.05 B.B. 20.08.79 Mund n.a. 11/19
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laufende Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis
63 1660 3.2.05 E.A. 04.04.81 Scheide n.a. 1120
64 L68 3.2.05 E.A. 04.04.81 Mund n.a. 11/21
65 1661 3.2.05 M.V. 14.03.60 Scheide C.albicans 11/22 pos.
66 L70 3.2.05 M.V. 14.03.60 Mund C.albicans 11/23
67 1663 7.2.05 S.G. 07.06.28 Scheide C.glab, C.alb. 11/24 pos.
68 L36 7.2.05 S.G. 07.06.28 Mund C.glab, C.alb. 11/25
69 1664 7.2.05 B.U. 28.04.63 Scheide n.a. 11/26
70 L39 7.2.05 B.U. 28.04.63 Mund n.a. 11/27
71 1665 7.2.05 P.E. 23.09.69 Scheide n.a. 11/28
72 L72 7.2.05 P.E. 23.09.69 Mund n.a. 11/29 pos.
73 1666 7.2.05 G.C. 14.03.63 Scheide n.a. 11/30
74 L74 7.2.05 G.C. 14.03.63 Mund n.a. 11/31
75 1667 7.2.05 N.P. 25.05.72 Scheide n.a. 11/32
76 L76 7.2.05 N.P. 25.05.72 Mund n.a. 11/33
77 1668 7.2.05 H.C. 11.05.51 Scheide C.glabrata 111/1 pos.
78 L78 7.2.05 H.C. 11.05.51 Mund C.glabrata 111/2 pos.
79 1670 10.2.05 V.D. 26.02.66 Scheide n.a. 111/3 pos.
80 L80 10.2.05 V.D. 26.02.66 Mund n.a. 111/4
81 1669 10.2.05 T.A. 16.02.72 Scheide neg. 111/5 pos.
82 L82 10.2.05 T.A. 16.02.72 Mund neg. 111/6
83 1674 14.2.05 W.G. 04.03.59 Scheide C.albicans 111/7 neg.
84 L84 14.2.05 W.G. 04.03.59 Mund C.albicans 111/8
85 1680 14.2.05 S.R. 06.09.44 Scheide n.a. 111/9
86 L86 14.2.05 S.R. 06.09.44 Mund n.a. 111/10
87 1682 14.2.05 S.R. 17.11.65 Scheide C.albicans /11 pos.
88 L.88 14.2.05 S.R. 17.11.65 Mund neg. 111/12
89 1686 17.2.05 E.R. 26.10.71 Scheide C.albicans 111/13 pos.
90 L90 17.2.05 E.R. 26.10.71 Mund neg. 111/14
91 1687 17.2.05 W.D. 13.09.73 Scheide C.albicans I11/15
92 L92 17.2.05 W.D. 13.09.73 Mund C.albicans 111/16
93 1685 17.2.05 R.E. 27.06.84 Scheide C.albicans 111/17
94 L94 17.2.05 R.E. 27.06.84 Mund C.albicans 111/18
95 1688 17.2.05 H.M. 10.04.81 Scheide n.a. 111/19
96 L96 17.2.05 H.M. 10.04.81 Mund n.a. 111/20
97 1689 21.2.05 N.H. 18.08.41 Scheide n.a. 111/21
98 198 21.2.05 N.H. 18.08.41 Mund n.a. 111/22
929 1690 21.2.05 G.D. 08.06.84 Scheide n.a. 111/23
100 L100 21.2.05 G.D. 08.06.84 Mund n.a. 111/24
101 1694 24.2.05 F.C. 28.04.70 Scheide n.a. 111/25
102 L102 24.2.05 F.C. 28.04.70 Mund n.a. 111/26
103 1699 3.3.05 S.T. 18.08.76 Scheide C.albicans 111/27
104 L104 3.3.05 S.T. 18.08.76 Mund neg. 111/28
105 1698 3.3.05 V.M. 21.11.78 Scheide neg. 111/29
106 L106 3.3.05 V.M. 21.11.78 Mund C.albicans 111/30
107 1700 3.3.05 D.G. 08.10.64 Scheide n.a. 111/31
108 L108 3.3.05 D.G. 08.10.64 Mund n.a. 111/32
109 1704 3.3.05 G.D. 05.07.79 Scheide n.a. 111/33
110 L110 3.3.05 G.D. 05.07.79 Mund n.a. Iv/1
113 1712 7.3.05 R.W. 04.05.59 Scheide n.a. Iv/2
114 L114 7.3.05 R.W. 04.05.59 Mund n.a. 1V/3 pos.
115 1713 10.3.05 M.Y. 09.09.76 Scheide neg. IV/4
116 L116 10.3.05 M.Y. 09.09.76 Mund C.albicans IV/5
117 1714 10.3.05 Z.G. 24.01.68 Scheide n.a. IV/6
118 L118 10.3.05 Z.G. 24.01.68 Mund n.a. 1v/7
119 1739 31.3.05 L.N. 22.04.74 Scheide n.a. IV/8
120 L120 31.3.05 L.N. 22.04.74 Mund n.a. IV/9
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laufende Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis
121 1740 31.3.05 B.E. 25.10.83 Scheide neg. IV/10
122 L122 31.3.05 B.E. 25.10.83 Mund neg. IV/11
123 1741 31.3.05 B.S. 01.05.85 Scheide C.albicans IV/12
124 L124 31.3.05 B.S. 01.05.85 Mund neg. IV/13
125 1742 31.3.05 H.M. 01.02.43 Scheide C.glabrata 1v/14
126 L126 31.3.05 H.M. 01.02.43 Mund C.glabrata IV/15
127 1743 31.3.05 F.L. 18.04.47 Scheide n.a. IV/16
128 L128 31.3.05 F.L. 18.04.47 Mund n.a. IV/17
129 1744 31.3.05 D.C. 31.05.40 Scheide n.a. IV/18
130 L130 31.3.05 D.C. 31.05.40 Mund n.a. IV/19
131 1745 31.3.05 K.R. 20.08.50 Scheide n.a. 1V/20
132 L132 31.3.05 K.R. 20.08.50 Mund n.a. IV/21
133 1746 31.3.05 H.E. 18.02.44 Scheide neg. 1v/22 pos.
134 L134 31.3.05 H.E. 18.02.44 Mund C.albicans 1V/23
135 1748 4.4.05 T.L. 14.12.67 Scheide n.a. IV/24
136 L136 4.4.05 T.L. 14.12.67 Mund n.a. IV/25
137 1750 4.4.05 S.R. 17.11.65 Scheide n.a. IV/26
138 L138 4.4.05 S.R. 17.11.65 Mund n.a. 1v/27
139 1756 4.4.05 G.M. 29.06.71 Scheide C.albicans 1V/28
140 L140 4.4.05 G.M. 29.06.71 Mund C.albicans 1V/29
141 1757 7.4.05 B.L. 16.08.81 Scheide neg. 1V/30
142 L1142 7.4.05 B.L. 16.08.81 Mund C.albicans 1V/31
143 1758 7.4.05 H.C. 12.09.75 Scheide n.a. 1V/32
144 L144 7.4.05 H.C. 12.09.75 Mund n.a. 1V/33
145 1760 7.4.05 B.D. 30.04.78 Scheide neg. V/1
146 L146 7.4.05 B.D. 30.04.78 Mund C.albicans V/2
147 1762 11.4.05 M.V. 12.10.49 Scheide n.a. V/3
148 1148 11.4.05 M.V. 12.10.49 Mund n.a. V/4
149 1763 11.4.05 S.E. 05.08.65 Scheide n.a. V/5
150 L150 11.4.05 S.E. 05.08.65 Mund n.a. V/6 pos.
151 1764 11.4.05 W.K. 25.09.73 Scheide n.a. v/
152 L152 11.4.05 W.K. 25.09.73 Mund n.a. V/8
153 1766 11.4.05 K.J. 28.04.52 Scheide n.a. V/9 pos.
154 L154 11.4.05 K.J. 28.04.52 Mund n.a. V/10
155 1767 11.4.05 G.S. 21.08.46 Scheide n.a. V/11
156 L156 11.4.05 G.S. 21.08.46 Mund n.a. V/12
158 1787 21.4.05 G.Z 25.02.72 Scheide n.a. V/13
159 L159 21.4.05 G.Z 25.02.72 Mund n.a. V/14
160 1801 28.4.05 S.S. 01.03.77 Scheide ned V/15 pos.
161 L16l 28.4.05 S.S. 01.03.77 Mund C.albicans V/16
162 1802 28.4.05 V.A. 30.12.77 Scheide C.albicans V/17 pos.
163 L163 28.4.05 V.A. 30.12.77 Mund C.albicans V/18
164 1822 12.5.05 A.E. 23.12.34 Scheide V/19
165 L165 12.5.05 A.E. 23.12.34 Mund V/20
166 1820 12.5.05 S.M. 21.05.82 Scheide V/21
167 L167 12.5.05 S.M. 21.05.82 Mund V/22
168 1819 12.5.05 R.R. 03.06.39 Scheide V/23
169 L169 12.5.05 R.R. 03.06.39 Mund V/24
170 1850 2.6.05 J.A. 30.09.57 Scheide n.a. V/25
171 L171 2.6.05 J.A. 30.09.57 Mund n.a. V/26
172 1851 6.6.05 S.J. 19.04.56 Scheide n.a. V727
173 L173 6.6.05 S.J. 19.04.56 Mund n.a. V/28
174 1852 6.6.05 F.S. 30.10.58 Scheide n.a. V/29
175 L175 6.6.05 F.S. 30.10.58 Mund n.a. V/30
176 1853 6.6.05 R.W. 04.05.59 Scheide n.a. V/31
177 L177 6.6.05 R.W. 04.05.59 Mund n.a. V/32
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laufende | Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis

178 1858 8.6.05 O.J. 04.04.86 Scheide n.a. V/33

179 L179 8.6.05 0.J. 04.04.86 Mund n.a. VI/1

180 1873 16.6.05 D.K. 17.03.62 Scheide C.albicans V12 pos.
181 L181 16.6.05 D.K. 17.03.62 Mund C.albicans V1/3

182 1884 23.6.05 W.S. 14.05.87 Scheide n.a. V1/4

183 L183 23.6.05 W.S. 14.05.87 Mund n.a. VI/5

184 1885 23.6.05 G.M. 13.10.82 Scheide C.albicans VI/6

185 L185 23.6.05 G.M. 13.10.82 Mund C.albicans VI/7 pos.
186 1886 23.6.05 Z.B. 01.12.64 Scheide n.a. VI/8

187 L187 23.6.05 Z.B. 01.12.64 Mund n.a. VI1/9

188 1887 23.6.05 T.P. 27.09.68 Scheide C.albicans VI/10 pos.
189 L189 23.6.05 T.P. 27.09.68 Mund neg. VI/11

190 1910 4.7.05 H.R. 29.11.54 Scheide C.albicans VI/12

191 L191 4.7.05 H.R. 29.11.54 Mund C.albicans VI/13

192 1909 4.7.05 U.l. 16.08.61 Scheide n.a. V1/14

193 L193 4.7.05 U.l. 16.08.61 Mund n.a. VI/15

194 1911 4.7.05 A.G. 31.03.34 Scheide C.glab, C.alb. VI/16

195 L195 4.7.05 A.G. 31.03.34 Mund C.glab, C.alb. VI/17

196 1912 4.7.05 G.C. 10.02.74 Scheide C.glabrata VI/18

197 L197 4.7.05 G.C. 10.02.74 Mund C.albicans VI1/19

198 1913 4.7.05 S.M. 13.12.74 Scheide C.albicans V120

199 L199 4.7.05 S.M. 13.12.74 Mund C.albicans V121

200 1914 4.7.05 K.D. 19.02.56 Scheide n.a. V1/22

201 L1201 4.7.05 K.D. 19.02.56 Mund n.a. V1/23

202 1917 4.7.05 B.l. 22.08.64 Scheide neg. V1/24 pos.
203 1203 4.7.05 B.I. 22.08.64 Mund C.albicans V1/25

204 1907 30.6.05 J.R. 27.01.45 Scheide n.a. V1/26

205 L205 30.6.05 J.R. 27.01.45 Mund n.a. V1/27

206 1906 30.6.05 E.J. 20.06.81 Scheide C.albicans VI1/28

207 L1207 30.6.05 E.J. 20.06.81 Mund neg. V1/29

208 1908 30.6.05 W.S. 27.02.82 Scheide n.a. V1/30

209 L209 30.6.05 W.S. 27.02.82 Mund n.a. V1/31

210 1923 11.7.05 F.A. 09.08.67 Scheide neg. V1/32

211 L211 11.7.05 F.A. 09.08.67 Mund C.albicans V1/33

212 1928 11.7.05 E.M. 05.09.36 Scheide n.a. VII/1

213 L213 11.7.05 E.M. 05.09.36 Mund n.a. VII/2 pos.
214 1926 11.7.05 B.E. 24.07.61 Scheide n.a. VII/3

215 L215 11.7.05 B.E. 24.07.61 Mund n.a. VII/4

216 1922 11.7.05 S.C. 22.05.67 Scheide C.albicans VII/5

217 L217 11.7.05 S.C. 22.05.67 Mund C.glab, C.alb. VII/6

218 1921 11.7.05 K.R. 07.06.48 Scheide neg. VII/7

219 L219 11.7.05 K.R. 07.06.48 Mund C.glabrata VII/8

220 1924 11.7.05 Y.M. 24.02.64 Scheide n.a. VII/9

221 L1221 11.7.05 Y.M. 24.02.64 Mund n.a. VII/10

222 1925 11.7.05 E.G. 16.02.54 Scheide n.a. VII/11

223 1223 11.7.05 E.G. 16.02.54 Mund n.a. VII/12

224 1929 11.7.05 D.P. 23.03.70 Scheide Sacharomyces VII/13 pos.
225 L1225 11.7.05 D.P. 23.03.70 Mund C.albicans VII/14

226 1927 11.7.05 W.K. 09.10.58 Scheide n.a. VII/15

227 1227 11.7.05 W.K. 09.10.58 Mund n.a. VII/16

228 1941 18.7.05 P.D. 11.12.62 Scheide n.a. VII/17

229 1229 18.7.05 P.D. 11.12.62 Mund n.a. VII/18

230 1946 18.7.05 W.G. 04.03.59 Scheide neg. VII/19

231 L1231 18.7.05 W.G. 04.03.59 Mund C.albicans VII/20

232 1947 18.7.05 M.A. 27.12.68 Scheide n.a. VII/21

233 1233 18.7.05 M.A. 27.12.68 Mund n.a. VII/22
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laufende Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis
234 1943 18.7.05 W.S. 11.11.63 Scheide neg. VII/23 neg.
235 1235 18.7.05 W.S. 11.11.63 Mund neg. VII/24
236 1945 18.7.05 T.M. 30.04.48 Scheide n.a. VII/25
237 1.237 18.7.05 T.M. 30.04.48 Mund n.a. VII/26
238 1960 25.7.05 K.K. 28.12.61 Scheide C.albicans VII/27 pos.
239 1.239 25.7.05 K.K. 28.12.61 Mund C.albicans VII/28
240 1961 25.7.05 G.S. 21.08.46 Scheide n.a. VII/29
241 1241 25.7.05 G.S. 21.08.46 Mund n.a. VII/30
242 1955 25.7.05 H.U. 15.03.68 Scheide n.a. VII/31
243 1.243 25.7.05 H.U. 15.03.68 Mund n.a. VII/32
244 1962 25.7.05 AL 31.10.46 Scheide n.a. VII/33
245 1.245 25.7.05 AL 31.10.46 Mund n.a. VIII/1
246 1959 25.7.05 L.A. 12.10.64 Scheide C.albicans VIII/2
247 1.247 25.7.05 L.A. 12.10.64 Mund C.albicans VIII/3
248 1958 25.7.05 K.A. 07.11.69 Scheide C.albicans VIII/4
249 1.249 25.7.05 K.A. 07.11.69 Mund neg. VIII/S
250 1956 25.7.05 S.M. 30.09.37 Scheide neg. VIII/6
251 1251 25.7.05 S.M. 30.09.37 Mund C.glabrata VIII/7
252 1957 M.G. 07.09.63 Scheide n.a. VIII/8
253 1.253 M.G. 07.09.63 Mund n.a. VIII/9
256 1976 4.8.05 S.K. 04.01.45 Scheide n.a. VIII/10
257 1257 4.8.05 S.K. 04.01.45 Mund n.a. VIII/11
258 1977 4.8.05 W.B. 26.08.76 Scheide n.a. VIII/12
259 1.259 4.8.05 W.B. 26.08.76 Mund n.a. VIII/13
260 1981 4.8.05 M.A. 17.11.80 Scheide n.a. VIII/14
261 1261 4.8.05 M.A. 17.11.80 Mund n.a. VIII/15
262 1982 4.8.05 F.A. 31.10.50 Scheide n.a. VIII/16
263 1.263 4.8.05 F.A. 31.10.50 Mund n.a. VIII/17
264 1983 4.8.05 H.D. 24.12.65 Scheide n.a. VIII/18
265 L.265 4.8.05 H.D. 24.12.65 Mund C.glabrata VIII/19
266 1997 8.8.05 E.K. 27.02.65 Scheide n.a. VIII/20
267 1267 8.8.05 E.K. 27.02.65 Mund n.a. VIII/21
268 1996 8.8.05 R.K. 13.12.73 Scheide n.a. VIII/22
269 1.269 8.8.05 R.K. 13.12.73 Mund n.a. VIII/23
270 1994 8.8.05 K.G. 19.02.49 Scheide C.albicans VIII/24 pos.
271 L1271 8.8.05 K.G. 19.02.49 Mund n.a. VIII/25
272 1993 8.8.05 B.l 22.08.64 Scheide n.a. VIII/26
273 1273 8.8.05 B.l 22.08.64 Mund n.a. VIII/27
276 1995 8.8.05 K.H. 10.06.40 Scheide neg. VIII/28
277 L277 8.8.05 K.H. 10.06.40 Mund C.glabrata VIII/29 pos.
278 1984 8.8.05 S.K. 30.03.73 Scheide C.glabrata VIII/30 pos.
279 1279 8.8.05 S.K. 30.03.73 Mund C.albicans VIII/31
280 1992 8.8.05 S.G. 06.08.49 Scheide n.a. VIII/32
281 1.281 8.8.05 S.G. 06.08.49 Mund n.a. VIII/33
282 1987 8.8.05 G.l. 05.03.29 Scheide n.a. IX/1
283 1.283 8.8.05 G.l. 05.03.29 Mund n.a. 1X/2
284 1986 8.8.05 H.A. 18.05.72 Scheide n.a. 1X/3 pos.??
285 1.285 8.8.05 H.A. 18.05.72 Mund C.albicans 1X/4
286 1985 8.8.05 S.C. 22.05.67 Scheide n.a. IX/5
287 1.287 8.8.05 S.C. 22.05.67 Mund C.glabrata 1X/6
288 2000 11.8.05 F.B. 06.12.66 Scheide n.a. 1X/7
289 1.289 11.8.05 F.B. 06.12.66 Mund n.a. 1X/8
290 2001 11.8.05 W.M. 25.02.48 Scheide n.a. 1X/9
291 1291 11.8.05 W.M. 25.02.48 Mund n.a. IX/10
292 2002 11.8.05 L.T. 22.01.62 Scheide IX/11 pos.??
293 1.293 11.8.05 L.T. 22.01.62 Mund 1X/12
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laufende Labor Datum Name Geb. Herkunft Kultur PCR PCR
Nummer Nr. Datum Probe (Chromagar) Nr. Ergebnis

294 2010 18.8.05 S.G. 08.04.54 Scheide n.a. IX/13 pos.??

295 L295 18.8.05 S.G. 08.04.54 Mund n.a. IX/14

296 2011 18.8.05 G.E. 04.09.57 Scheide n.a. IX/15

297 L297 18.8.05 G.E. 04.09.57 Mund n.a. IX/16

298 2012 18.8.05 W.S. 30.06.82 Scheide n.a. IX/17

299 L299 18.8.05 W.S. 30.06.82 Mund n.a. IX/18

300 2024 25.8.05 H.F. 07.02.78 Scheide n.a. IX/19

301 L301 25.8.05 H.F. 07.02.78 Mund n.a. 1X/20

302 2056 15.9.05 L.M. 11.05.62 Scheide n.a. IX/21

303 L303 15.9.05 L.M. 11.05.62 Mund n.a. 1X/22

304 2079 26.9.05 H.D. 04.08.67 Scheide n.a. 1X/23

305 L305 26.9.05 H.D. 04.08.67 Mund n.a. 1X/24

306 2078 26.9.05 N.H. 18.08.41 Scheide n.a. I1X/25

307 L307 26.9.05 N.H. 18.08.41 Mund n.a. 1X/26

308 2077 26.9.05 W.S. 29.08.53 Scheide n.a. I1X/27

309 L309 26.9.05 W.S. 29.08.53 Mund n.a. I1X/28
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Symptome

Laufende Purgene PCR | IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jucken, el sesad
Nummer .. (Zahl)
2=Fluor, 3=Rotung
1 kein 2. Pellet! 4,9 2,7 4,1 4,0 1
2 2,2 0,4 3,0 4,0
5 kein 2. Pellet! 1,2 2,0 0,0 1,0 1,2,3 1
6 234 0,9 -0,7 1,0
8 kein 2.Pellet! 244 0,0 26,0 1,0
9 7,2 0,6 2,4 1,0
12 kein 2.Pellet! 0,9 2,2 26,9 4,0
13 4,5 2,0 3,0 4,0
14 kein 2.Pellet! 7,2 -0,3 0,0 4,0
15 3,7 1,3 -0,1 4,0
16 kein 2.Pellet! 5,2 2,2 2,6 4,0 1,2,3 1
17 4,2 0,4 0,7 4,0
18 kein 2.Pellet! 12,6 1,8 2,0 3,0 1,2 1
19 4,5 0,6 0,6 3,0
21 kein 2. Pellet! 7,2 2,5 0,0 2,0 1
22 15,8 5,5 3,0 2,0
23 kein 2.Pellet! 7,3 2,2 0,0 4,0
24 2,0 0,2 -4,2 4,0
. KEIN FRAGEBOGEN
25 kein 2.Pellet! 42,7 0.4 0,0 4,0 VORHANDEN
26 7,2 -1,8 63,4 4,0
27 kein 2.Pellet! 1,5 -0,3 1252 4
28 3,0 0,7 1,1 4,0
29 kein 2. Pellet! 4.4 1,8 2,8 4,0
30 1,8 0,2 1,1 4,0
31 kein 2.Pellet! 7,7 2,5 2,0 4,0 1,2
32 0,1 0,9 -1,1 4,0
35 kein 2.Pellet 3,6 1,1 89,1 4,0 1,2,3 2
36 3,5 0,0 3,7 4,0
38 neg. 2,2 -0,3 0,0 1,0
39 2,3 0,4 183,2 1,0
40 neg. 3,7 1,3 4,9 4,0
41 5,5 -0,5 3,8 4,0
42 2,3 2,5 0,0 3,0
43 -0,4 1,1 -0,7 3,0
44 pos. 16,6 2,5 16,6 3,0
45 2,8 0,2 1,7 3,0
46 neg. 2,4 -0,5 226 4 2 2
47 9,6 -0,5 -2,3 4,0
48 14,9 0,7 0,0 1,0 1,2,3 1
49 6,2 0,0 -0,4 1,0
51 17,3 -1,3 0,0 1,0
52 1,0 -1,7 -1,9 1,0
53 neg. 61,9 77? 0,0 4,0
54 12,3 22,2 -1,0 4,0
55 11,8 777 0,0 1,0
56 8,1 0,1 0,5 1,0
57 neg. 44,0 1,0 7,5 1,0
58 3,0 -1,3 1,8 1,0
59 neg. 139,3 41,2 161,5 4,0
60 6,7 0,3 -0,8 4,0
61 neg. 16,3 -1,3 0,0 4,0 1,2,3 1
62 20,4 13,4 -1,1 4,0
63 neg. 2,6 -1,2 5,7 4,0 1,2,3 1
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Laufende

Symptome

Reinheitsgrad

Nummer Purgene PCR | IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jl}'cken, (Zahl)
2=Fluor, 3=Rétung
64 21,3 235,1 -0,8 4,0
65 12,2 2,1 0,0 1,0 1 2
66 2,3 -4,1 2,3 1,0
67 11,3 -0,4 0,0 1,0
68 -0,2 0,5 -5,5 1,0
69 pos. 8,0 -0,2 0,1 4,0
70 1,2 -1,5 -0,7 4,0
71 pos. 9,6 -2,5 0,0 4,0
72 12,1 41,2 -1,0 4,0
73 neg. 23,4 1,4 4.9 4,0
74 0,5 -1,5 -0,5 4,0
75 pos. 19,7 8,1 9,3 4,0
76 4,0 -0,1 -1,4 4,0
77 19,5 0,7 0,0 1,0
78 4.5 -1,9 196,7 1,0
79 7,5 2,7 2,5 4,0 1 2
80 19,6 26,3 -1,3 4,0
81 6,9 -1,5 7,9 4,0 1,2,3 2
82 14,4 8,6 -1,2 4,0
83 neg. 28,1 0,7 0,9 1,0
84 0,3 -0,1 -1,0 1,0
85 neg. 4,2 -0,1 0,4 4,0
86 1,2 -0,6 1,8 4,0
87 7,8 2,1 2,3 3,0
88 1,8 -1,7 1,5 3,0
89 30,5 -1,9 20,1 3,0
90 8,3 -2,5 -1,8 3,0
91 pos. 22,9 0,5 1,7 1,0
92 0,4 1,4 -3,7 1,0
93 pos. 10,2 -0,8 5,5 1,0
94 13,3 -5,2 0,0 1,0
95 neg. 1,4 -0,8 1,4 4,0
96 9,6 -1,7 -1,2 4,0
97 neg. 11,1 -0,8 6,3 4,0
98 5,6 2,1 -0,8 4,0
99 neg. 4,8 -0,1 2,0 4,0
100 10,2 0,1 -1,3 4,0
101 neg. 49,3 23,9 12,7 4,0 1,2,3 1
102 4.4 -0,6 0,6 4,0
103 pos. 11,8 -0,2 8,0 3,0
104 4,2 -4.8 -4,3 3,0
KEIN FRAGEBOGEN
105 neg. 3,5 -1,9 0,0 2,0 VORHANDEN
106 5,2 -0,1 2,7 2,0
107 pos. 14,7 0,3 2,5 4,0 1
108 -0,4 0,1 -3,5 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
109 neg. 3,8 0,1 2,9 4,0 VORHANDEN
110 -0,4 12,1 4,0 4,0
113 pos. 0,4 0,7 79,8 4,0
114 5,0 -1,3 3,5 4,0
115 pos. 56,7 -0,2 12,9 1,0
116 194 69,3 7,6 1,0
KEIN FRAGEBOGEN
117 neg. 8,4 2,0 1,2 4,0 VORHANDEN
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Laufende

Symptome

Reinheitsgrad

Nummer Purgene PCR IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jllcken, (Zahl)
2=Fluor, 3=Rétung
118 5,2 2,0 2,2 4,0
119 neg. 0,9 -0,6 1,4 4,0 1 1
120 16,9 -0,6 -0,4 4,0
121 neg. 10,1 2,7 1,6 4,0 1,2 1
122 8,5 -0,2 -0,2 4,0
123 kein 2.Pellet! 28,0 19,0 15,4 3,0 1 1
124 17,5 9,0 0,9 3,0
125 pos. 1,8 18,8 4,0 1,0
126 0,0 3,8 -1,8 1,0
127 neg. 17,3 0,1 33 4,0
128 1,2 -0,8 -0,3 4,0
129 neg. 6,1 2,7 9,7 4,0
130 9.4 -1,5 -1,2 4,0
131 pos. 25,7 -0,6 1,0 4,0
132 1,0 -0,6 -0,4 4,0
133 6,4 -0,2 6,6 1,0
134 0,8 0,9 0,3 1,0
135 pos. 5,8 77?7 4.8 4,0
136 10,6 -1,2 0,2 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
137 neg. 224.5 22,7 13,4 4,0 VORHANDEN
138 3,6 5,3 0,5 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
139 pos. 16,2 3,9 4,6 1,0 VORHANDEN
140 2,8 0,7 -0,8 1,0
141 kein 2.Pellet! 8,1 3,0 0,0 2,0 1,2,3 1
142 6,7 3,2 -1,6 2,0
KEIN FRAGEBOGEN
143 neg. 12,1 4.8 1,9 4,0 VORHANDEN
144 2,6 0,2 0,5 4,0
145 pos. 7,9 3,2 2,2 1,0 1,2
146 3.4 3,7 1,6 1,0
147 neg. 8.8 2,5 0,0 4,0
148 2,2 -1,2 3,1 4,0
149 neg. 2,6 1,2 0,0 4,0
150 104 38,0 -4.7 4,0
151 neg. 12,7 4,2 5,2 4,0
152 14,1 14,5 0,6 4,0
153 7,0 9,0 6,8 3,0
154 4,0 5,3 -1,2 3,0
155 neg. 43,8 3.4 5,4 4,0 2,3
156 2,6 -2,1 2,1 4,0
158 neg. 6,1 1,6 3,6 4,0 1,2,3 2
159 0,6 3,5 0,2 4,0
160 9,4 3,9 3,9 1,0 1,2,3 1
161 9,8 2,5 0,1 1,0
162 3,2 7.4 24,4 1,0 1,2 1
163 3,2 1,8 -2,0 1,0
KEIN FRAGEBOGEN
164 neg. 8,4 1,1 0,0 4,0 VORHANDEN
165 5,9 -1,1 -0,5 4,0
166 neg. 16,9 2,3 0,0 4,0 1,2 1
167 2,2 2,8 -2,3 4,0
168 neg. 6,6 6,2 7,0 4,0 1,2 1
169 3,0 0,5 2,1 4,0
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Symptome

I&aufende Purgene PCR IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jucken, R e fad
ummer e (Zahl)
2=Fluor, 3=Rétung
170 neg. 2,7 1,8 2,9 4,0 1,2,3 1
171 5,6 1,2 1,3 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
172 neg. 12,2 34 1,7 4,0 VORHANDEN
173 6,1 -0,4 -0,1 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
174 neg. 10,5 7,2 8,8 4,0 VORHANDEN
175 8,4 8,0 4,1 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
176 neg. 0,0 10,8 6,8 4,0 VORHANDEN
177 1,5 1,2 -1,9 4,0
. KEIN FRAGEBOGEN
178 kein 2.Pellet! 34 2,8 0,0 4,0 VORHANDEN
179 0,8 3,9 -2,3 4,0
180 5,1 3,2 0,0 1,0 2 1
181 1,5 2,3 -1,9 1,0
182 kein 2.Pellet! 2,6 0,0 0,0 4,0 1,2 1
183 4,0 3,9 -3,1 4,0
184 kein 2.Pellet! 6,1 1,8 0,0 1,0 1,2 1
185 6,9 3,5 0,9 1,0
186 kein 2.Pellet! 5,7 0,7 0,0 4,0 1 1
187 2,3 1,6 1,3 4,0
188 3,0 0,4 0,5 3,0 3
189 1,5 1,8 6,9 3,0
190 neg. 14,4 2,3 4,5 1,0
191 -0,4 2,5 -0,7 1,0
192 neg. 8,2 0,5 0,0 4,0
193 6,3 2,5 0,5 4,0
194 neg. 3,8 0,2 9,3 1,0
195 2,7 0,5 1,3 1,0
. KEIN FRAGEBOGEN
196 kein 2.Pellet! 15,5 0,0 0,0 1,0 VORHANDEN
197 6,1 3,9 0,5 1,0
198 neg. 10,9 0,0 1,4 1,0 1,2,3
199 1,3 2,5 -3,5 1,0
200 kein 2.Pellet! 2,6 15,7 72,7 4,0
201 2,6 3,7 -1,1 4,0
202 0,1 0,0 3,9 1,0 1,2,3
203 7,6 2,5 0,5 1,0
204 neg. 1,9 23,7 37,7 4,0 1,2 1
205 1,9 2,5 5,7 4,0
206 pos. 7,0 1,7 0,0 3,0 1 3
207 7,3 6,4 1,3 3,0
208 neg. 7,2 1,0 1,8 4,0 1 1
209 1,3 3,0 -1,1 4,0
210 neg. 6,5 0,0 12,7 2,0 2
211 4,7 -0,4 0,9 2,0
212 neg. 11,2 0,0 11,2 4,0 1
213 0,2 0,5 0,5 4,0
214 neg. 13,3 3,6 7,6 4,0 1,2,3
215 8,1 3,2 -3,5 4,0
216 pos. 7,8 0,0 3.4 1,0
217 1,9 4.4 2,7 1,0
218 neg. 3,8 0,0 5,2 2,0 2
219 4,1 1,8 0,9 2,0
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Symptome

I&aufende Purgene PCR IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jucken, R e fad
ummer e (Zahl)
2=Fluor, 3=Rétung
220 neg. 7,0 0,0 12,8 4,0 1,2,3
221 2,7 -0,5 -0,3 4,0
222 neg. 9,3 0,3 9,3 4,0
223 -0,1 0,0 -5,0 4,0
224 2.4 0,0 42 1,0 1
225 4,3 0,5 8,5 1,0
226 pos. 2,7 17,7 2,6 3,0 2
227 3,1 -1,1 2,5 3,0
KEIN FRAGEBOGEN
228 pos. 1,4 0,0 2,0 3,0 VORHANDEN
229 0,9 3,2 -1,5 3,0
230 neg. 1,3 2,5 1,4 2,0
231 -1,1 2,8 -5,4 2,0
232 pos. 2,9 0,0 10,8 3,0
233 4,8 3,7 -8,7 3,0
234 1,6 0,0 36,0 4,0 1
235 18,5 55,1 6,1 4,0
236 pos. 8,1 0,0 5,2 3,0
237 0,6 3,0 42,0 3,0
KEIN FRAGEBOGEN
238 4,4 0,0 34 1,0 VORHANDEN
239 6,3 16,6 -2,3 1,0
240 neg. 9,1 0,0 2,5 4,0 2,3
241 -0,2 1,9 -3,1 4,0
242 pos. 2,1 0,0 1,8 3,0
243 0,0 0,0 -1,9 3,0
KEIN FRAGEBOGEN
244 pos. 13,4 0,0 5,7 3,0 VORHANDEN
245 -1,1 4,8 5,7 3,0
246 neg. 3,8 0,0 2.4 1,0 1,2,3
247 1,5 2,6 -5,0 1,0
248 pos. 5,6 0,0 2,1 3,0
249 0,5 2,6 2,7 3,0
250 neg. 4.8 0,0 18,0 2,0 1
251 0,9 -8,0 45,1 2,0
252 neg. 5,9 0,0 0,5 4,0
253 1,0 -9,2 0,5 4,0
256 neg. 4,5 0,0 2,2 4,0 1
257 0,6 -9,5 0,9 4,0
KEIN FRAGEBOGEN
258 neg. 0,0 0,0 0,0 4,0 VORHANDEN
259 5,9 -8,3 13,8 4,0
260 neg. 4,1 0,0 2,5 4,0 1,2,3
261 3,8 -9.,5 -1,6 4,0
262 pos. 4,1 0,0 5,6 3,0 1,2,3
263 2,6 -6,8 1,9 3,0
264 neg. 3,2 0,0 4,2 2,0 1,2,3
265 0,6 -10,8 1,0 2,0
266 pos. 10,1 5,1 6,1 3,0
267 11,9 394 11,5 3,0
268 neg. 5,4 6,7 3,0 4,0
269 17,5 201,1 19,5 4,0
270 0,4 16,3 5,6 3,0 1,2
271 4,5 -11,4 -3,9 3,0
272 neg. 1,0 0,0 0,3 4,0 siehe 202
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Symptome

I&aufende Purgene PCR IL-4 | IL-10 | IL-12 | Gruppe 1=Brennen, Jucken, R e fad
ummer e (Zahl)
2=Fluor, 3=Rétung

273 10,7 61,0 6,1 4,0
276 pos. 5,4 4,6 7,5 1,0
277 8,2 -9,5 36,3 1,0
278 6,1 0,0 4.8 1,0
279 16,5 41,7 11,9 1,0

KEIN FRAGEBOGEN
280 neg. 45,8 0,0 2,8 4,0 VORHANDEN
281 2,8 -10,5 -1,8 4,0
282 neg. 1,9 17,9 5,2 4,0 2
283 5,0 -2,4 -1,3 4,0
284 neg. 3,8 0,5 3.4 2,0 1,2
285 8,9 -13,9 -0,2 2,0
286 pos. 3,5 0,0 2,8 1,0 2
287 3,7 -14,8 -0,6 1,0

KEIN FRAGEBOGEN
288 pos. 0,0 42 13,0 3,0 VORHANDEN
289 5,5 -12,6 -4,2 3,0
290 kein 2.Pellet! 4,8 6,4 6,1 4,0 2
291 0,4 -1,7 2,6 4,0
292 neg. 0,0 11,0 26,3 4,0 1,2 2
293 12,3 36,7 5,0 4,0
294 pos. 0,0 24,6 39,1 3,0 1,2
295 14,3 46,8 12,8 3,0
296 pos. 10,8 2,6 8,5 3,0 1
297 1,6 -7,1 3,6 3,0
298 pos. 2.4 5,5 0,8 3,0 1,2
299 10,7 76,5 7,1 3,0

KEIN FRAGEBOGEN
300 neg. 67,0 54,5 198,2 4,0 VORHANDEN
301 7,0 3,6 6,2 4,0
302 neg. 0,0 0,0 4,3 4,0
303 2,0 -6,2 0,0 4,0

KEIN FRAGEBOGEN
304 pos. 3,8 0,0 43 3,0 VORHANDEN
305 2,3 -5,0 -2,0 3,0

KEIN FRAGEBOGEN
306 neg. 4,1 0,0 3,0 4,0 VORHANDEN
307 1,6 -4,7 0,1 4,0

KEIN FRAGEBOGEN
308 neg. 3,0 0,0 5,0 4,0 VORHANDEN
309 114 80,9 15,7 4,0
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Vermutliche Diagnose

laufende Leuquyten 1=akute Pl.l 2 Schwangerschaft | PA_Behandlung | Regelmiiige PZR
Nummer 1=ja, LG VORI, 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein
2=nein 3=CRVVC, i i i
4=Bakt. Dysbiose
1 2 1 2 1 2
2
5 2 1 2 2 2
6
8 2 1 2 2 2
9
12 2 3 2 1 1
13
14 2 1 2 2
15
16 1 3 2 2 2
17
18 2 3 2 2 2
19
21 2 2 2 2
22
23 2 3 2 2 2
24
25
26
27 2 2 1 1
28
29 2 2 2 2
30
31 2 2 2 2
32
35 2 3 2 2 2
36
38 2 2 1 1
39
40 2 2 2 2 1
41
42 2 2 2 2 2
43
44 2 1 2 1 1
45
46 2 1 2 2 1
47
48 2 3 2 2 2
49
51 2 2 2 1
52
53 2 1 1 2
54
55 2 1 1 2 1
56
57 2 3 2 1 1
58
59 2 2 1 1
60
61 2 3 2 2 2
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Vermutliche Diagnose
laufende Leuquyten 1=akute Pl.l 2 Schwangerschaft | PA_Behandlung | RegelméiBige PZR
Nummer 1=ja, LG VORI, 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein
2=nein 3=CRVVC, i i i
4=Bakt. Dysbiose

62

63 2 3 2 1 1
64

65 2 3 2 2 2
66

67 2 2 2 2
68

69 2 2 1 1
70

71 2 2 1 1
72

73 2 2 1 1
74

75 2 2 1 2
76

77 2 2,3 2 1 2
78

79 1 4 2 2 2
80

81 1 3 2 2 2
82

83 2 2 2 2 1
84

85 2 2 2 2
86

87 2 3 2 1 1
88

89 2 3 2 1 1
90

91 2 3 2 1 1
92

93 2 2 2 2
94

95 2 4 2 1 1
96

97 2 2 1 1
98

99 2 2 1 1
100

101 1 3 2 1 2
102

103 2 2 2 1 1
104

105

106

107 2 3 2 1 1
108

109

110

113 2 2 1 1
114

115 2 2 2 2
116
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laufende
Nummer

Leukozyten
1=ja,
2=nein

Vermutliche Diagnose
1=akute Pilzi.,
2=bakt. Vaginose,
3=CRVVC,
4=Bakt. Dysbiose

Schwangerschaft
1=ja, 2=nein

PA_Behandlung
1=ja, 2=nein

Regelmifiige PZR
1=ja, 2=nein

117

118

119

120

121

122

123

34

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

158

2,3

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170
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laufende
Nummer

Leukozyten
1=ja,
2=nein

Vermutliche Diagnose
1=akute Pilzi.,
2=bakt. Vaginose,
3=CRVVC,
4=Bakt. Dysbiose

Schwa gerschaft
1=ja, 2=nein

PA_Behandlung
1=ja, 2=nein

Regelmifiige PZR
1=ja, 2=nein

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

34

181

182

183

184

185

186

187

188

2

189

190

Harnwegsinfekt

191

192

regelm. CR VVC

193

194

frither 3

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

34

207

208

209

210

211

212

frither 3

213

214

1,3

215

216

217

218

219

220

221

222

223
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laufende
Nummer

Leukozyten
1=ja,
2=nein

Vermutliche Diagnose
1=akute Pilzi.,
2=bakt. Vaginose,
3=CRVVC,
4=Bakt. Dysbiose

Schwangerschaft
1=ja, 2=nein

PA_Behandlung
1=ja, 2=nein

Regelmifiige PZR
1=ja, 2=nein

224

HPV

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

256

2,3

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

276

277

278

279

280
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laufende
Nummer

Leukozyten
1=ja,
2=nein

Vermutliche Diagnose
1=akute Pilzi.,
2=bakt. Vaginose,
3=CRVVC,
4=Bakt. Dysbiose

Schwangerschaft
1=ja, 2=nein

PA_Behandlung
1=ja, 2=nein

Regelmifiige PZR
1=ja, 2=nein

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

2,4

291

292

293

294

295

296

2,3

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffithren Probleme Pllzler.krankngen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein

1 ? 1 1 1 1 1858.4
2 31,2
5 2 2 1 2 1845,0
6 43,1
8 2 2 2 1 838,0
9 846,8
12 2 2 2 2 1279,1
13 468,6
14 2 1 2 2 588,5
15 10714
16 HS, Pollen 1 1 2 2 1880,7
17 -23,9
18 2 1 2 2 2067,8
19 -31,8
21 2 2 2 2 1519,8
22 630,1
23 2 2 2 2 1430,6
24 519,8
25 1002,9
26 519,8
27 2 1 2 2 1537,6
28 275,5
29 2 2 2 2 15732
30 472,5
31 2 2 2 2 2032,2
32 346,4
35 Lebensmittel 2 1 2 2 637,5
36 -31,8
38 2 2 2 2 869,2
39 1063,5
40 2 2 2 2 1127,6
41 263,7
42 2 2 2 2 2491,2
43 429,2
44 2 2 2 2 14084
45 169,1
46 2 2 2 2 1310,3
47 177,0
48 2 2 2 2 820,2
49 11,5
51 2 2 2 2 1239,0
52 212,5
53 2 2 2 2 1898,5
54 346,4
55 Nickel 2 2 2 2 13014
56 216,4
57 2 2 2 2 249,8
58 90,3
59 2 2 2 2 1181,1
60 527,7
61 2 2 2 2 971,7
62 106,1
63 Sulframe 2 1 1 2 610,7
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffiihren Probleme Pllzler.krankuflgen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein
64 82,5
65 2 1 2 1 811,3
66 15,5
67 2 2 2 2 757.,8
68 1047,8
69 2 2 2 2 249,8
70 259,8
71 2 2 2 2 1684,6
72 787,7
73 2 2 2 2 1172,2
74 366,1
75 VSU rantine 2 2 2 2 1555,4
76 263,7
77 2 2 2 2 1613,3
78 1039,9
79 Pollen 2 1 2 2 2108,0
80 157,3
81 2 1 2 2 1029,6
82 169,1
83 Ja 2 2 2 2 249,8
84 523,7
85 2 2 2 2 1346,0
86 287,3
87 2 2 2 2 1452,9
88 551,3
89 2 2 2 2 1149,9
90 405,5
91 2 2 2 2 22194
92 405,5
93 2 2 2 2 249,8
94 -114,5
95 2 2 2 2 249.8
96 141,6
97 2 2 2 2 1778,2
98 397,7
99 2 2 2 2 249.8
100 74,6
101 Pollen 2 1 2 2 1314,8
102 141,6
103 2 2 2 2 2067,8
104 468,6
105 1359,3
106 437,1
107 2 2 2 2 1346,0
108 708.,9
109 2353,0
110 401,6
113 2 2 2 2 1011,8
114 338,6
115 2 2 2 2 1270,2
116 712,9
117 1047,4
118 275,5
119 2 2 2 2 1025,1
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffiihren Probleme Pllzler.krankuflgen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein

120 -4,2

121 Diclo. 2 1 2 2 953.,8
122 82,5

123 Penicillin 1 2 2 1 1194,5
124 -31,8

125 2 2 2 2 1190,0
126 665,6
127 2 2 2 2 3181,8
128 184,9
129 2 2 2 2 1038,5
130 125,8
131 2 2 2 2 1475,2
132 204,6
133 2 2 2 2 1822,8
134 712,9
135 2 2 2 2 980,6
136 318,9
137 1559,9
138 389,8
139 50534
140 681,3
141 Asthma 2 2 2 2 1359,3
142 535,6
143 2419,9
144 409,5
145 2 1 2 2 1969,8
146 1197,5
147 2 2 2 2 2718,4
148 823,2
149 2 2 2 2 1368,3
150 1043,8
151 2 2 2 2 1283,6
152 358,3
153 2 2 2 2 1452,9
154 519,8
155 2 1 2 2 1675,7
156 748,3
158 2 2 2 2 13994
159 539,5
160 2 1 1 2 1724,7
161 275,5
162 1 1 2 2 2116,9
163 381,9
164 2063,4
165 496,2
166 Lebensmittel 1 1 2 2 1234,6
167 196,7
168 1 1 2 2 1167,7
169 295,2
170 2 1 1 2 895,9
171 405,5
172 1493,0
173 334,6
174 249,8
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffiihren Probleme Pllzler.krankuflgen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein

175 527,7
176 1016,2
177 342.5

178 13994
179 681,3

180 Ja 2 1 2 2 1698,0
181 192,8
182 2 1 2 2 1528,7
183 125,8
184 2 1 2 2 1221,2
185 31,2

186 2 1 2 2 2201,5
187 78,5

188 2 1 2 2 249.8
189 129,7
190 2 2 2 2 1127,6
191 255,8
192 2 1 2 2 2994,7
193 2322
194 2 1 2 2 1181,1
195 693,2
196 1689,1
197 2440
198 2 1 2 2 1279,1
199 417,4
200 2 2 2 2 971,7
201 283,4
202 1 1 1 1 13727
203 200,7
204 Ja 1 1 2 2 1051,9
205 4922
206 Penicillin 2 1 2 2 22104
207 338,6
208 2 1 2 2 1506,4
209 267,6
210 Heuschnupfen 2 1 2 2 1350,4
211 6144
212 Ja 2 2 2 2 1190,0
213 760,1

214 Pollen, LM 1 1 2 2 249.8
215 393,7
216 Ja 2 1 2 2 1038,5
217 149.,4
218 Jod 1 2 2 2 1016,2
219 480,4
220 Ja 2 1 2 2 855,8
221 244.0
222 Ja 1 1 2 2 10474
223 200,7
224 2 1 1 1 1359,3
225 437,1

226 2 2 2 2 985,0
227 279,5
228 1323,7
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffiihren Probleme Pllzler.krankuflgen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein

229 228,2
230 2 2 2 2 1051,9
231 74,6

232 2 1 2 1 953.,8
233 62,8

234 Ja 2 2 2 2 780,1

235 110,0
236 Penicillin 1 1 2 2 249,8
237 291,3
238 249,8
239 299,2
240 Ja 2 1 2 2 11544
241 858,6
242 2 2 1 2 1952,0
243 303,1

244 1181,1
245 22534
246 Penicillin u.a. 1 1 2 2 1319,2
247 181,0
248 2 1 2 2 1680,2
249 240,1

250 viele 2 2 2 2 838,0
251 464,6
252 2 1 2 2 1484,1
253 307,0
256 1 1 2 2 1239,0
257 326,7
258 1631,2
259 307,0
260 2 1 2 2 878,1

261 433,1

262 Jod u.a. 2 1 2 2 1056,3
263 236,1

264 Nickel u.a. 2 1 2 2 1007,3
265 192,8
266 Ja 2 2 2 2 1123,2
267 472,5
268 Ja 2 1 1 2 15554
269 389,8
270 Ja 2 2 2 2 2553,6
271 437,1

272 2018,8
273 693,2
276 1 1 1 2 1889,6
277 1339,3
278 Ja 1 1 1 2 249,8
279 192,8
280 775,6
281 133,7
282 Ja 2 2 2 2 1149,9
283 488,3
284 Ja 1 1 2 2 2148,1
285 27,3

286 Ja 2 1 2 2 606,3
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Magen-

laufende Allergien Darm- . frithere Mundtrockenheit | Mundgeruch | Gesamt-
Nummer auffithren Probleme Pllzler.krankuflgen 1=ja, 2=nein 1=ja, 2=nein | Protein
. . =ja, 2=nein
1=ja, 2=nein
287 3,7
288 2976,9
289 575,0
290 1 1 2 2 740,0
291 70,6
292 2 1 2 2 2085,7
293 74,6
294 2 2 2 2 673,1
295 236,1
296 2 1 2 2 1065,2
297 5054,7
298 2 1 2 2 11544
299 799,5
300 1141,0
301 2322
302 2 2 2 2 1038,5
303 358,3
304 1136,5
305 606,5
306 2500,1
307 708.,9
308 249.8
309 5159
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