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Abkilrzungen
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Aqua a. i.
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ClgA

ClgG
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Elisa

IgA

1gG

Antigenrepasentierende Zellen

Aqua ad injectabilia
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cyclisches Adenosinmonophosphat

candidaspezifisches Immunglobulin A

candidaspezifisches Immunglobulin G
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IgM Immunglobulin M

KDa kilo Dalton

mM milli Mol

NacCl Natrium-Chlorid, Kochsalz
NID-Puffer Nonionic Detergent Puffer
NK Naturliche Killerzellen

NTP (ATP, CTP, GTP, TTP) Nukeotidtriphosphate (Adenosin-, Cytidin-, Guanosin-,

Thymidintriphosphat)
PBS-Puffer Phosphat-Borat-Saline-Puffer
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-R.)
rpm rounds per minute
S.D. Standard Deviation
VVvC Vulvovaginale Candidose



1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Einleitung

Patientinnen mit rezidivierenden Beschwerden einer vulvovaginalen Candidose und
damit verbundenem hohen Leidensdruck stellen nach wie vor eine grof3e Anforderung

an den Arzt.

Etwa drei Viertel aller Frauen haben mindestens einmal in ihrem Leben eine Episode
einer Candidainfektion [88,83,116], wobei bis zur Mitte des zwanzigsten Lebensjahres
etwa die Halfte aller Frauen einmal an einer vulvovaginalen Candidose erkrankt waren
[89]. Bei insgesamt 5-10% kommt es =zu einer rezidivierenden Erkrankung
[5,11,83,89,116]. Die Diagnose einer chronisch rezidivierenden vulvovaginalen
Candidose (CRVVC) wird bei Patientinnen gestellt, wenn mindestens 4 Episoden einer
Candidainfektion auftreten [83,89]. Von Krankheitsbild der vulvovaginalen Candidose
spricht man, wenn es durch die Sprosspilzbesiedlung zu Symptomen wie Juckreiz,

Ausfluss, Brennen und schmerzhaften Geschlechtsverkehr kommt [96,99,112,153].

Fur die Entstehung einer Candidose kodnnen verschiedene préadisponierende Faktoren
als Ursache des Pilzwachstums festgestellt werden. Es gibt sowohl endogene, hier sind
hohe Ostrogen-Spiegel bei hormonellen Schwankungen oder unter oraler
Antikonzeption zu nennen — wobei dies fraglich ist, da dies eher vom Hormongehalt
abhéngig ist, wie andere Studien berichten- [5,29,45,112], als auch exogene Faktoren

welche den Krankheitsverlauf als auch die Symptomatik triggern kénnen.

Als wichtigste exogene Faktoren sind Antibiotika-Therapie [45,112,153,159] und
immunsuppressive Substanzen zu nennen, wobei die Antibiotika-Einnahme als
Risikofaktor bezeichnet werden kann. Fur das Auftreten einer Candidose kénnen auch
Diabetes mellitus und/oder Schwangerschaft ursachlich sein [5,23,34,35,36,40,
77,80,116,150]. Bei Patientinnen mit CRVVC sind aber im Gegensatz zur akuten
vulvovaginalen Candidiasis diese pradisponierenden Faktoren nur selten vorhanden

oder fehlen ganzlich [5].



Eine vulvovaginale Candidose wird in mehr als 85% der Falle durch eine Infektion mit
Candida albicans, gefolgt von Candida glabrata in 4-5%, verursacht. Seltener sind

Infektionen mit C. krusei, C. parapsilosis und C. tropicalis [45,77,80,116,130].

Der Abwehrmechanismus gegen eine vaginale Candidainfektion ist bis heute nur
ungenugend geklart. Candida albicans ist ein dimorpher Mikroorganismus. Neben der
Hefenform, welche in erster Linie bei oberflachlichen Infektionen auftritt, sind die
Mycelform (echte oder sog. Pseudomyzelien) eine weitere Erscheinungsform der
Sprosspilze. Die Ausbildung vom Keimschldauchen tritt Uberwiegend bei invasiven
Mykosen auf. Candida-Sprosspilze produzieren und sezernieren eine Vielzahl von
Enzymen, die dem fakultativ pathogenen Mikroorganismus die Penetration von
Blutgefallen und Schleimhautbarrieren ermoglichen. Bei Stérungen der fungistatischen
Eigenschaften der Hautoberflache, z. b. den leicht sauren pH, kdnnen oberflachliche
Candidosen entstehen. Invasiven Mykosen geht meist eine Besiedlung der Haut voraus
[146].

Beide Formen kdnnen mit einer klinischen Infektion assoziiert sein, wobei die Mycelform
besonders pathogen ist, denn bei der Umwandlung der Sprosszelle zur Mycelform
erlangt Candida albicans die Fahigkeit zur Invasion, d.h. sie penetrieren das Gewebe,
so dass die Vorraussetzungen fir die Entstehung einer Endomykose gegeben sind
[19,113,146].

Die CRVVC ist eine Erkrankung, die nach wie vor schwierig zu behandeln ist, vor allem
da die Diagnose von vielen Frauen, die an einer chronisch-rezidivierenden Pilzinfektion
leiden, als Selbstdiagnose gestellt wird und ohne Erregernachweis aufgrund der ihnen
bekannten Symptome, wie Juckreiz, Brennen und Fluor, in der Apotheke rezeptfreie
Antimykotika erworben werden [41,84,130]. Auch Gynakologen stellen oft zu schnell
ohne mikroskopische Untersuchung oder kulturellen Nachweis, teilweise sogar
telefonisch, aufgrund des genannten Symptomkomplexes die Diagnose der chronisch
rezidivierenden vulvovaginalen Candidose. Folge ist eine oft unvollstandige und nicht
indizierte Einnahme. Dadurch wird eine Zunahme der Imidazol-resistenten Stamme
beflurchtet [2,22,79,106,111,120,126,130]. Es kann dadurch zur Elimination der
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sensitiven Candida albicans Stamme kommen, so dass sich eine Selektion der

azolresistenten Stamme bildet. Haufig ist hierbei Candida glabrata zu finden.

Die nicht indizierte, Ubertriebene Anwendung von Antimykotika kann auf3erdem zur
Entwicklung einer Kontaktdermatitis fuhren. Hier zeigen sich, ahnlich wie bei der
Candida-Infektion, Symptome wie Pruritus, Erythem und/oder Fluor, wodurch eine
erneute  Anwendung von Antimykotika zu einem Circulus vitiosus fihren kann
[96,123,129,134].

Da aber bei nur ca. einem Drittel aller Frauen mit Verdacht auf chronisch rezidivierende
vulvovaginale Candidose wirklich eine Pilzinfektion mittels Kultur oder PCR bestéatigt
werden konnte, was das schlechte Ansprechen der Therapie bei vielen Patientinnen

erklart, missen andere Mechanismen fir die Symptome verantwortlich sein.

Deshalb untersuchte Professor Weissenbacher bei Patientinnen, die an jahrelang
rezidivierenden Beschwerden ohne wesentlichen therapeutischen Erfolg leiden, ob ein
allergisches Geschehen Ursache der Beschwerden sein kénnte. Bereits in friiheren
Studien konnte das Vorkommen allergischer Reaktionen auf Candida im Sinne einer

lokalen vaginalen hypersensitiven Immunantwort gezeigt werden [56,67,112,115,138].

Bei der Bekampfung von vulvovaginalen Candidose ist die zellulare Immunitat der
Vagina entscheidend [1,20,25,44,47,54,58,63,68,86,87,105,117,135,136,152,154,157].
Aber auch die humorale Immunantwort kommt Uber eine Antikdrperproduktion zum
tragen. Hier wird dem candidaspezifischen Immunglobulin A (CIgA) eine protektive Rolle
zugesprochen. Da die Sekretion der Antikérper Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin
M (IgM) und auch Immunglobulin A (IgA) im vaginalen Sekret nicht ausreicht, um einen
natlrlichen Schutz gegen eine Candidainfektion zu gewahrleisten [13], spielt die
humorale Antwort bisher nur eine untergeordnete Rolle; vor allem da sie nur wéhrend

einer kurzen Phase der Kolonisation wirksam ist [89].

Der Isotyp Immunglobulin G kommt vor allem im Blut, der Lymphe und der

Peritonealflissigkeit vor und hat eine lange Halbwertszeit von 3 Wochen im Serum.
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Eine wichtige Komponente der ,first-line” - Verteidigung beim Schutz vor Organismen ist

Immunglobulin A, der Isotyp, der vor allem in den Schleimhautsekreten vorkommt.

Prinzipiell kann man den Mechanismus der humoralen Immunantwort erklaren: Die
humorale Immunitat wird von Proteinen vermittelt, diese sogenannten Antikdrper
machen Toxine und Mikroorganismen unschadlich, und entfernen somit Antigene
(fremde Substanzen) aus den Korperflissigkeiten, indem sie Phagozytose oder Lyse
verstarken [64]. Die spezifische Immunabwehr mit T-Killerzellen und Immunglobulinen
(zuerst IgM, dann IgG) tritt nur langsam in Aktion, schafft es aber doch den Erreger
unschadlich zu machen. Bei einer Zweitinfektion setzt die Antikdrperproduktion
schlagartig ein, und eliminiert die Antigene gleich anfangs. Phagozytose und lysosomale
Verdauung werden verstarkt, wenn die Antigenoberflache mit IgM, 1gG oder der

Komplementkomponente C3b ,gespickt” ist, der sogenannten Opsonisierung.

Die Phagozyten besitzen Rezeptoren flr den antigenunabhéngigen Fc-Teil der
Immunglobuline und fir C3b, Uber die sie an das opsonisierte Antigen andocken
konnen. Damit wird die an sich unspezifische Phagozytose in die spezifische
Immunabwehr einbezogen. Dariber hinaus scheint ein Protein, das an Mannan-
Gruppen auf der Oberflache von Bakterien, Pilzen und manchen Viren bindet,
opsonisierend zu wirken [4,21,76,162,163].

Die spezifische humorale Immunantwort nimmt ihren Ausgang von B-Lymphozyten. Auf
deren Oberflache sind IgD und Monomere des IgM verankert, von denen mehrere an
das zugehorige Antigen binden. Die dadurch ausgeldste Antikdrpervernetzung l6st in
der B-Zelle die Initialisierung und Aufarbeitung des Antigen-Antikdrper-Komplexes aus.
Zur anschlieBenden Aktivierung der B-Zelle ist aber noch ein zweites Signal notwendig.
Das kann bei sogenannten thymusunabhangigen oder TI-Antigenen vom Antigen selbst
herrihren, bei der thymusabhéngigen oder TD-Antigenen stammt es von TH2-Zellen,
denen die B-Zellen das MHC-Il-assoziierte TD-Antigen prasentieren. Erkennt der T-Zell-
Rezeptor der TH2-Zelle das Antigen, so exprimiert diese auf der Oberflache den CD40-

Liganden (der an das CD40-Protein der B-Zelle bindet) und sezerniert auRerdem IL-4.
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CD40-Ligand und IL-4 (spater auch IL-5 und IL-6) lI6sen die klonale Selektion der B-
Zelle aus, die Sekretion von monospezifischen IgM sowie die Differenzierung zu
Plasmazellen. Diese produzieren, je nach Umcodierung fur die Fc-Region nun IgA, IgG
oder IgE, wobei alle Ig, die von einem B-Zell-Klon stammen, fur das gleiche Antigen
spezifisch sind [64,70,73,76,119,155,161].

Im unserem Fall also candidaspezifische Immunglobuline der Gruppe IgA und IgG, im
folgenden als CIgA und CIgG bezeichnet [117,119].

Es kann trotz der protektiven Rolle durch TH1-Typ zellvermittelten Immunitéat zu einer
Infektion kommen, da eine mangelhafte Umwandlung in lokale T-Zellen wéahrend einer
Candidainfektion vorkommen kann und diese auch beginstigen, wie Studien ergaben
[44,45,101,136]. Fur die Entstehung einer rezidivierenden Vulvovaginalcandidose ist
eine vorubergehende und lokale Hemmung der zellvermittelten Immunitat

verantwortlich.

13



Eine Ubersicht tiber die humorale und zellvermittelte Immunitét, sowie die Entstehung
der B-Zelle zeigen Abbildung 1 und 2 im folgendem:
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Abb. 1: Humorale und zellvermittelte Immunitat [aus Johnson]
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{ Entwicklung der B-Zellen
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Abb. 2: Entwicklung der B-Zellen [aus Johnson]
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1.2. Problemstellung

Untersucht wurden Patientinnen mit Verdacht auf eine chronisch rezidivierende
vulvovaginale Candidose (CRVVC) sowie asymptomatische Frauen (Kontrollgruppe) auf
candidaspezifisches IgA (ClgA), CIgG und Candida im Vaginalsekret. Hierzu erfolgte
der Nachweis von Candida im Scheidensekret durch Kultur und PCR, sowie die
Bestimmung der candidaspezifischen Immunglobuline CIgA und ClgG im Vaginalsekret
durch ELISA.

Das Ziel der Untersuchung war mehr uber die lokale Immunreaktion in der Scheide
herauszufinden, um somit eine effektive und gezielte Behandlung der Patientinnen zu

erlangen.

Behandlungsmoglichkeiten sowie neue Therapieansatze werden in Kapitel 5 diskutiert.
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2. Material und Methode
2.1. Material

Die fur die PCR verwendeten Chemikalien wie Enzyme und Puffer wurden vorwiegend
von den Firmen Sigma, St. Louis, Missouri / USA, Perkin Elmer, Branchburg, New
Jersey / USA und Biolabs, Beverly, MA / USA bezogen. Die Losungen, Enzyme und
Puffer werden dann dblicherweise mit Aqua ad injectabilia (Aqua a.i.), geliefert von
Boehringer, Mannheim / Deutschland, angesetzt.

Die Primer fur die PCR stammten von GibcoBRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD /
USA.

Den ELISA-Testansatz zur Bestimmung des candidaspezifischen CIgA und CIgG von
der Firma Virion/ Serion GmbH Wirzburg/ Deutschland.

Die Materialien einschlie3lich Chemikalien, Enzyme, Losungen und Puffer werden im
Rahmen der methodischen Kapitel besprochen und deren Zusammensetzung dort

erlautert.

2.2 Patientinnen
2.2.1 Studiengruppe

In der mikrobiologischen Sprechstunde, eine Spezialsprechstunde fur Infektionen, des
Klinikums GroBhadern wurden 184 Patientinnen mit mindestens vier pro Jahr
auftretenden Episoden einer Candidasymptomatik und somit chronisch rezidivierender
Candidosen untersucht. Charakteristisch waren Angaben wie Brennen, Juckreiz,
Ausfluss und Erytheme. Sowohl klinisch als auch anamnestisch wurden andere
Erkrankungen infektiologischer Genese wie z.b. Herpesvirus- und humane
Papillomavirus-Infektionen oder bakterielle Vaginose, aber auch Schwangerschaft,

Menopause und Postmenopause ausgeschlossen.

Als Kontrollgruppe dienten 46 asymptomatische Patientinnen ohne Vulvovaginitis, oder

anderen gynékologischen Infektionen, die meist zur jahrlichen Routineuntersuchung in

17



die allgemeine Sprechstunde kamen. Das Durchschnittsalter der Candidosepatientinnen

lag bei 37,3 Jahren, das der Patientinnen der Kontrollgruppe bei 35,5 Jahren.

60 [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
*
50 - i
D: 40 [~ Q -
L
l_
-
20 7 GRUPPE
o ko
X pa

10 | | | | | |
40 30 20 10 O 10 20 30 40
Count Count

Abb. 3: Altersverteilung in Kontrollgruppe (ko) und Patientengruppe (pa)

Anamnestisch wurden neben der Symptomatik auch pradisponierende Erkrankungen,
wie Diabetes mellitus, und pradisponierende Faktoren, wie die Einnahme von
Immunsuppressiva oder Antibiotika erhoben. Auch Allergien, Nikotinabusus,
Kontrazeption, bisher verwendete Antimykotika und deren therapeutischer Erfolg sowie
gynékologische Operationen wurden erfasst. Ein wichtiges Kriterium in bezug auf eine
antimykotische Therapie war die Feststellung der letzten Antimykotikaeinnahme bzw.
Anwendung, die wenigsten vier Wochen zurlickliegen sollte. Dadurch wurde
gewahrleistet, dass bei keiner der Patientinnen ein noch  wirksamer
Antimykotikumspiegel im Blut vorhanden war, der den Pilznachweis sowohl kulturell als

auch mittels PCR in den meisten Fallen erschwert oder verhindert hatte.
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2.2.2. Vaginalabstriche

Bei jeder Patientin wurden insgesamt drei Vaginalabstriche vom hinteren
Scheidengewdlbe mit gepriften Wattetragern abgenommen. Der erste wurde vor der
Inokulation auf Sabouraud-Agar in ein Rohrchen mit Sabouraud-Flissigmedium
(bioMerieux, Marcy [I'Etoile / Frankreich) gegeben. Einen weiteren, in ein
Spezialtransportmedium (Medical Wire & Equipment co.Ltd., Corsham, Wilts. / England)
getauchten Abstrich schickten wir zur Bestimmung der vaginalen Begleitflora in das

Labor des Institutes fur Mikrobiologie.

Den dritten Wattetrager strichen wir auf einem Objekttrager aus und fixierten mit Alkohol
(Merckofix Fixationsspray fir die Diagnostik, Merck, Darmstadt), damit das zytologische
Zellbild im entsprechenden Routinelabor der Klinik bestimmt werden konnte, und somit

dysplastische Veranderungen ausgeschlossen werden konnten.

Im weiteren wurden 2ml 0,9 prozentige physiologische Kochsalzlésung (NaCl) mittels
einer 3ml Spritze in die Vagina eingebracht. Mit einem vierten Wattetrdger wurde die
eingebrachte Kochsalzlésung mit dem Vaginalsekret im hinteren Scheidengewdlbe kurz
durchmengt, mit derselben Spritze wieder aufgenommen und noch am gleichen Tag wie
folgt verarbeitet: Die Spritzen wurden kurz gevortext und das Material anschlie3end zu
je 1ml auf zwei Eppendorfreaktionsgefal3e verteilt, im folgenden nochmals kurz
gevortext, anschlie@end bei 5000 rounds per minute (rpm) zwei Minuten lang
zentrifugiert und schlielich der Uberstand abpipettiert und in sterilen EppendorfgefaRen
aliquotiert. Der so gewonnene Uberstand wurde zum Nachweis von

candidaspezifischem CIgA und CIlgG verwendet.

Das Sediment, welches dem Nachweis von Candida albicans und Candida glabrata
mittels PCR diente, wurden mit 0,5ml PBS resuspensiert und im Falle einer

Verzogerung bei -75°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.
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2.3. Kulturen
2.3.1. Material

a) Sabouraud-Agarplatten

Firma bioMeriuex, Marcy I'Etoile / Frankreich, versetzt mit Gentamycin (0,1 g/l) und
Chloramphenicol (0,05 g/l).

b) Chromagarplatten

Becton Dickinson, Sparks / USA , BBL Chromagar ™ candida.

2.3.2. Anlegen von Pilzkulturen

Der erste, in den Sabouraud-Flissig-Nahrboden getauchte Wattetrager wurde 24
Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert, am folgenden Tag aus den flissigen
Nahrboden die getriibten Roéhrchen auf Sabouraud-Agarplatten Gberimpft, um diese fur
weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C zu inkubieren. Um eine mdogliche
Verunreinigung oder Austrocknung zu vermeiden, verschlossen wir die Platten mit
Klebestreifen luftdicht. Im Falle eines positiven Kulturergebnisses erfolgte anschlie3end
zur weiteren Candidaspezifizierung eine Uberimpfung der Pilzkolonien mit einer sterilen
Ose von der Sabouraud-Agarplatte auf eine Chromagarplatte, die immer im Dunklen
aufbewahrt werden musste. Nach einer Inkubationszeit des Chromagars von wenigstens
24 Stunden konnte durch unterschiedliche und fur die jeweilige Candida-Spezies

typische Farbreaktion eine ldentifizierung der verschiedenen Candida-Stamme erfolgen.

Die jeweiligen Farbreaktionen kommen durch Hydrolyse von chromogenen Substraten

des CHROMagars zustande.
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Die Candidaspezies wurde durch folgendes Farbschema identifiziert:

Candida albicans grun
Candida glabrata rosa
Candida tropicalis blau
Candida krusei hellrosa

Tab. 2: Chromagar Zuordnung Species/Farbe

Abb. 4: Candidaspeziesdifferenzierung durch Farbreaktionen auf einer Chromagarplatte

(aus: Weissenbacher, Spitzbart: Fluorpraktikum 1l, S.30)
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2.4. DNA-Freisetzung
2.4.1. Material
Aqua ad inijectabilia

Zusammensetzung der Lytikaseldsung

0,5 M EDTA Sigma, St.Louis,

Missouri / USA

PBS 1,6ml Life Technologies,

Paisley / Scotland

2 %-iges 2-Mercaptoethanol Sigma, St.Louis,
Missouri / USA

Lytikase 1mg Sigma, St.Louis,

Missouri / USA

Zusammensetzung des Nonionic Detergent Puffer (NID Puffer):

KCL 50 mM Sigma, St. Louis, Missouri / USA

Tris-HCL pH 8,3 10 mM Sigma, St. Louis, Missouri / USA
MgCL2 2,5 mM Sigma, St. Louis, Missouri / USA

Polyoxyethyl- 0,49 Carl Roth GmbH + Co,

enlaurylether Karlsruhe, Deutschland

Lysis Puffer Roche Dioagnostics, Branchburg, New Jersey / USA
Mineral6l Applied Biosystems

PBS Life Technologies, Paisley / Scotland

Proteinase K 5,0 mg/ml Sigma, St. Louis, Missouri / USA

Aqua a.i.
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2.4.2. DNA-Extraktion

Die Spritzen mit dem Probenmaterial wurden gevortext, anschlieRend wurden jeweils 1
ml auf zwei EppendorfgefalRe verteilt, abzentrifugiert (2 Minuten bei 5000 rpm) und der

Uberstand zur Immunglobulinbestimmung abpipettiert.

Zu dem Sediment des ersten EppendorfgefaRes wurde PBS hinzugegeben, damit es zu
einem spateren Zeitpunkt bearbeitet werden konnte, dem zweiten Gefal3 steriles Wasser
hinzugefigt und die Probe einmal gewaschen, indem sie gevortext, anschlie3end
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert wurde. Um die Zellwande der Pilzzellen
aufzubrechen, erfolgte nach dem letzten Dekantieren eine Resuspension mit 100 pl

Lytikase und eine Inkubation fir 1 Stunde bei 37°C im Wasserbad.

Analog zu dem bereits im obigen Absatz beschriebenem Waschvorgang, folgten zwei
weitere Waschvorgénge mit PBS. Zu dem Sediment wurden 200 pl CT/NG Lysis in die
Eppendorfgefal3e hinzugegeben und fir zehn Minuten stehengelassen, um die in der
Probe vorhandenen Zellen und deren Zellwande zu spalten. Im Gegensatz zur Lytikase,
die spezifisch Candidazellwande spaltet, verursacht Lysis-Puffer eine unspezifische
Spaltung von anderen, sich in der Probe befindlichen Zellen. Nach der Zentrifugation der
Proben fir 10 Minuten bei 11000 rpm und abpipettieren des Uberstandes wurde
nochmals PBS hinzugegeben und fir 5 Minuten bei 11000 rpm abermals zentrifugiert
und anschlieRend abpipettiert. Der Abbau der zellularen Proteine und die Inaktivierung
dadurch freigesetzter zellularer Nukleasen erfolgte durch Behandlung mit 10 pl
Proteinase K in 240 pl Nonionic Detergent (NID) Puffer. Dies ist notwendig um im
Vaginalsekret vorkommende Proteine zu zerstoren, durch welche die PCR erheblich
gestort werden kann. Die Proben wurden im Anschluss 10 Sekunden bei 8000 rpm
zentrifugiert und nach Zugabe von 1 Tropfen Mineraldl im Thermocycler 1 Stunde bei
56°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inaktivierung der Proteinase K durch Erhitzung

der Proben im Thermocycler bei 95°C fur 10 Minuten.

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

0,5ml PBS gefillites Eppendorfgefald gegeben wurde.
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2.5. Candida PCR

Die Methode der PCR ermdglicht durch die Amplifikation von nur geringen Mengen an
pilzspezifischer DNA einen raschen und sensitiven Nachweis von Candida und, im

Vergleich zu einem kulturellen Nachweis, einen schnelleren und sensitiveren Weg zur

Diagnose.

2.5.1. Material

DNA-Polymerisationsmix: Perkin Elmer, Branchburg,
New Jersey / USA

MgCI2 25mM

Desoxynukleosid- 10mM

triphosphate (dNTP),
(dATP, aTTP, dGTP und dCTP)
PCR-Primer: Life Technologies,

Paisley, Scotland

10X PCR-Puffer (pH 8,3) : Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey/USA

KCI 500mM

Tris-HCI 100mM

MgCl 15mM

Gelatine 0,01% (w/v)

Tag-Polymerase: 5 U/l Perkin Elmer, Branchburg,
New Jersey/USA

Zusammensetzung des dNTP-Mixes: _Perkin Elmer, Branchburg,

dATP, dCTP, dGTP und dTTP New Jersey/USA
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2.5.2. Candida-Primer

Die fur die PCR verwendeten synthetischen Oligonukleotide waren die Primer P450,

und P450, und wiesen folgende Sequenzen auf:
P450; : Basenpaare 1021 — 1043: 5 -ATGACTGATCAAGAAATYGCTA-3"
P450; : Basenpaare 1370 — 1351: 5°-TAACCTGGAGAAACYAAAAC-3’

Beide, in Pulverform gelieferte Primer, wurden vor Durchfiihrung der PCR in sterilem
Wasser aufgeldst und anschliel3end mit ebenfalls sterilem Wasser in einem Verhaltnis
von 1:10 verdiunnt. Die Nukloetid-Sequenzen des Genes ist im Anhang dargestellt.

2.5.3. Durchfiihrung der PCR

Jede PCR wurde mit zwei positiven und einer negativen Kontrolle durchgefthrt. Die
beiden positiven Kontrollen wurden wie bereits beschrieben hergestellt. Diese
bestanden aus Pilzkulturen von Candida albicans und Candida glabrata. Als negative
Kontrolle benutzten wir steriles Wasser. Der bei der Durchfiihrung der PCR verwendete
DNA-Polymerisationsmix diente zur Sicherstellung, dass die Mischung von Wasser,
Primern, Puffer, NTP-Mix, Polymerase und MgCI2 bei allen Reaktionspartnern konstant
war, besonders in Hinblick auf die sehr kleinen zu pipettierenden Volumina von weniger

als 10 pl.

Der verwendete Polymerisationsmix wurde nach folgendem Protokoll erstellt:

Reagenzien: Voluminain pl
H,O 6,75
NTP 8,0
10X-Puffer 50
MgCl, 3,0
Primer 1 1:10 Verdinnung 1,0
Primer 2 1:10 Verdinnung 1,0
Tag-Polymerase 0,25
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Die Summe der Volumina ergab damit 25 pl; diese wurde mit der Zahl der zu
bearbeitenden Proben multipliziert, wobei die zwei Positiv-Kontrollen und eine Negativ-
Kontrolle mit einberechnet werden mussten, so dass — als Fallbeispiel — bei sieben zu
bearbeitenden Proben inklusive der Kontrollen die jeweiligen zu pipettierenden

Volumina mit dem Faktor zehn multipliziert werden konnten.

Zur Durchfuhrung der PCR wurden nun jeweils 5ul der zuvor extrahierten Patienten-
DNA mit 20 ul Wasser in ein Eppendorfgefald gegeben; die negative Kontrolle bestand
aus 25 pl sterilem Wasser. Somit befand sich in jedem Eppendorfgefald ein Volumen
von insgesamt 25ul, das nun mit 25ul des Polymerisationsmixes vermengt wurde,
wodurch sich ein Reaktionsansatz von 50ul ergab. Dieser durchlief insgesamt 40
ablaufende Zyklen:

Zeit Temperatur PCR-Schritt

10 min 94°C Denaturierung

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

Tab. 3: PCR-Zyklus

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

2.5.4. Enzymatisches Schneiden der DNA
2.5.4.1 Material
Nsi I-Restriktionsendonuklease New England Biolabs

Schwalbach/Taunus, Deutschland
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2.5.4.2. Durchfihrung

Um durch enzymatisches Schneiden der Candida DNA candidaspezifische Banden zu

verifizieren, wurden die Proben mit dem Enzym Nsi I-Restriktionsendonuklease fur 12

Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die verschiedenen Spezies konnten so

aufgrund der Lange der Basenpaare bestimmt werden.

2.6. Gelelektrophorese
2.6.1. Material

Agarose

10XTBE (Tris Boric EDTA)

Tris-Borat (pH 8,3)
EDTA
Deionisiertes Wasser

IXTE

Tris-HCI
EDTA
Aqua a.i.

DNA-Auftragspuffer

Féarbel6sung

25ml

1M

20mM

5mi
Iml

494 ml

Ethidiumbromid
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Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,



(1%) Karlsruhe, Deutschland

DNA-Lé&ngenstandard Hae Il Digest New England Biolabs,

Schwalbach/Taunus, D

2.6.2. Durchfihrung

Der Beurteilung des PCR-Produkts diente die Agarose-Gelelektrophorese. Zur
Herstellung eines 1,5%-igen Agarosegels wurden 25ml 1XTBE mit 37,59 Agarose in
einem Erlenmeyerkolben vermengt und anschlieBend in einer Mikrowelle fur ca. 1
Minute erhitzt, so dass sich das Agarosepulver vollstdndig auflosen konnte und die
L6sung klar wurde. Nach kurzer Abkihlphase erfolgte zur Farbung der Probenbanden
die Zugabe von 3pl Ethidiumbromid (1%) zum Gel, um es anschlie3end in flissigem
Zustand in die Gelkammer zur Aushartung zu gief3en. Als nachster Schritt folgte das
Einbringen des Gelkamms, um die Vertiefungen fur Standard und Proben zu erzeugen.
Nach 10 Minuten war das Gel soweit erhartet, dass die Schablone wieder vorsichtig
entfernt und das fertige Gel aus der Gelkammer in das Elektrophoresegerat eingelegt
werden konnte und anschlielBend gerade soviel 1XTE-Puffer hinzugegeben wurde bis

das Gel bedeckt war.

Zur Herstellung der Standardlésung wurden 9ul 1XTE-Puffer, 2ul DNA-Auftragspuffer
und 0,2ul DNA-Langenstandard vermengt, wovon 9ul in die Vertiefungen des Gels
pipettiert wurden. 2ul Bromphenolblaulésung wurden mit jeweils 9ul der Proben

versehen und hiervon ebenfalls 9ul in die dafir vorgesehenen Vertiefungen gegeben.

Bei einer Stromstarke von 120 mA und einer Spannung von 300V liefen die Banden

zwischen 15-20 Minuten, bis die Halfte der Laufstrecke zurtickgelegt war.

Der entstandene Ethidiumbromid-DNA-Komplex wurde unter UV-Licht bei 302nm
visualisiert und mittels Polaroidkamera dokumentiert (siehe Abbildung 7, Kapitel 4.1.2
PCR).
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3. Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Da sich die Testansatze zur Bestimmung der candidaspezifischen CIgA und ClgG nicht
unterscheiden, werden Sie im Folgenden gemeinsam abgehandelt.

3.1. Material

- Serion Elisa classic Candida albicans IgA Kit (quantitativ): Institut Virion/Serion GmbH,
Wirzburg, Deutschland

- Serion Elisa classic Candida albicans IgG Kit (quantitativ)

- Spektralphotometer fir Mikrotiterplatten mit Filter, Wellenlange 405nm

- Inkubator/ feuchte Kammer, 37°C

- Eppendorfpipette fur 100ul mit sterilen Spitzen

- Aqua dest. Zum Herstellen der Waschlosung

3.2. Bestimmung des candidaspezifischen CIgA und ClgG

3.2.1. Reagenzien zur Bestimmung der Konzentration von candidaspezifischem
ClgA/ ClgG im Vaginalabstrich

- Mikrotiterplatten, Ligand-beschichtet, bestehend aus je 8 Streifen zu 12 Bestimmungen
- Anti-human-IgA bzw. —lIgG- Konjugat

- Substratlésung (Para-Nitrophenylphosphat)

- Standardserum

- Kontrollserum negativ

- Stopplésung (1,2N Natronlauge)

- Waschpufferlésungskonzentrat

29



3.2.2. Gepufferte Waschlosung

Der Waschpuffer war bei Lieferung konzentriert und musste daher vor Gebrauch mit
destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:30 verdunnt werden (d.h. 33,3ml

Waschlésungskonzentrat auf ein Endvolumen von 1000ml verdiinnen).
3.2.3. Durchfuhrung

Vor Durchfiihrung des Elisa mussten die Mikroktvetten viermal mit destilliertem Wasser
gewaschen und nach dem Waschvorgang mit der Offnung nach unten auf FlieRBpapier
ausgeklopft werden, um mdogliche Wasserreste vollstandig zu entfernen. Da bei diesem
Testansatz zur Bestimmung von candidaspezifischem CIgA bzw. CIgG nach der von der
Firma Serion vorliegenden Standardkurve gearbeitet wurde, konnten im Anschluss ohne
vorherige Erstellung einer Standardreihe 100 pl Patientenproben in die Mikrokivetten
pipettiert und im weiteren fir 60 Minuten bei 37°C in der feuchten Kammer inkubiert
werden. Nach funfmaligem, wie bereits beschriebenem Waschvorgang, wurden 100 pl
von Konjugat hinzugegeben und fir weitere 30 Minuten, ebenfalls bei 37°C in der
feuchten Kammer, inkubiert. Nach einem weiteren finfmaligen Waschgang konnten zum
Erzielen einer Farbreaktion 100 ul von TMB/Peroxid-Substrat hinzugegeben werden.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten in der feuchten Kammer wurden 100 pl einer
Stoplésung (1,2N Natronlauge) hinzupipettiert, zum Mischen leicht geschittelt und
schlie3lich die optische Dichte bei einer Wellenlange von 405nm photometrisch

gemessen.
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Ubersicht Testablauf Elisa Candida albicans IgA/IgG guantitativ:

Zugabe der Patientenproben und der
Gebrauchsfertigen Kontroll-/Standartseren (100ul)
\

Inkubation 60 Min/37°C, feuchte Kammer

\A

Waschen
\
Zugabe der Konjugatlésung (100ul)
\
Inkubation 30 Min/37°C, feuchte Kammer

0

Waschen
\
Zugabe der Substratlésung (100pl)
A
Inkubation 30 Min/37°C, feuchte Kammer

A

Zugabe der Stoppldsung (100ul)
\’

Extinktionsmessung bei 405 nm

Tab. 4: Ubersicht Testablauf Elisa Candida albicans CIgA/CIgG quantitativ

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt anhand der Standardkurven von Serion (je

nach Kit —Nummer bzw. Art).
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3.2.4. Auswertung

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte nach der stufenlosen Bestimmung der

Antikorperaktivitaten mittels Standardkurven von Serion (je nach Kit-Nummer bzw. Art).

Hierzu wurden die Testschwankungen, die von Tag zu Tag sowie von Labor zu Labor
auftreten (sog. Interassay-Varianz) durch Multiplikation des aktuellen Messwerts der
Patientenprobe mit dem Korrekturfaktor F ausgeglichen. Dieses Verfahren ist
notwendig, um das aktuelle Messniveau des Anwenders an die chargenspezifische

Standardkurve anzugleichen bzw. zu normalisieren.

F = OD-Sollwert (des Standardserums) / OD-Tageswert (des Standardserums)

Tab. 5: Berechnung des Korrekturfaktors F

Im Vorfeld wurden in unserem Labor sowohl Serumproben als auch Vaginalsekret von
Patientinnen bestimmt und verglichen. Dies war nétig, um eine Vergleichbarkeit der
Daten bzw. die Verwendung der Standardkurve, welche fur Serum/Plasma zugelassen
sind, zu erlangen. In unseren OD-Werten von Serum vs. Vaginalsekret zeigten sich
keine groflen Abweichungen, so dass die Einteilung der Ergebnisse anhand der

Standardkurve erfolgte und die Cut-off-Werte verwendet wurden.

Die weitere Auswertung umfasst noch folgende Schritte:

Aus den 2 Extinktionswerten des Standards wird ein Mittelwert gebildet und geprift, ob
der Wert im von der Firma Serion angegebenen Toleranzbereich (chargenspezifisch)
liegt, dies war bei unseren Messungen immer der Fall. Danach werden alle Messwerte
der Patientenproben mit dem Korrekturfaktor F multipliziert. Uber die korrigierten
Messwerte der optischen Dichte kénnen nun anhand der Standardkurven die

Antikorperaktivitaten in U/ml abgelesen werden.
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Abb. 5: Bild Standardkurve fiir Candida albicans CIgA

““ 80, 100G, 150 200 500 Uimi

Abb. 6: Bild Standardkurve fiir Candida albicans ClgG
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Die Ergebnisse wurden auf ein von der Firma Serion vorgegebenes Schema bezogen,

welches je nach Antikorperaktivitat wie folgt eingeteilt wurde:

Positive Testergebnisse >80 U/ml
Grenzwertige Testergebnisse 60 — 80 U/ml
Negative Testergebnisse <60 U/ml

Tab. 6: Auswertung fir Candida albicans CIgA

Positive Testergebnisse >100 U/ml
Grenzwertige Testergebnisse 40 -100 U/ml
Negative Testergebnisse <40 U/ml

Tab. 7: Auswertung fiir Candida albicans ClgG

Der Standardkurve und diesem Schema entsprechend konnten die Proben anhand ihrer
OD und ihrer dadurch zugeordneten Antikorperaktivitat in positive, grenzwertige und

negative Endergebnisse zugeordnet werden.

Der Grenzwert der Serion Elisa classic candidaspezifischen ClgG wurde so festgelegt,
das ca. 90% der getesteten Seren eine negative bzw. grenzwertige Befundung erhalten.
Positive ClgG-Befunde kdnnen somit als Hinweis auf eine aktive Infektion bewertet
werden. Somit wurden unsere grenzwertigen ClgG-Testergebnisse zu den negativen

Ergebnissen gezahlt.
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4. Ergebnisse
4.1. Candidanachweis
4.1.1. Kultur

Um eine vaginale Infektion mit Candida nachzuweisen, wurde aus dem Vaginalabstrich
sowohl von den symptomatischen Patientinnen mit CRVVC als auch von der
Kontrollgruppe eine Pilzkultur auf Sabouraud-Agar angelegt. Im Falle einer positiven
Kultur wurde zur weiteren Spezifizierung der Candidaart Pilzmaterial von der

Sabouraud-Agarplatte auf eine Chromagarplatte tberimpft.

Durch die entsprechende Farbreaktion konnte zwischen einer Infektion mit Candida
albicans, der am héaufigsten nachgewiesenen Candidaspezies bei Patientinnen mit
CRVVC, und Candida glabrata, Candida krusei und Candida tropicalis unterschieden

werden.

Kultur Kontrollgruppe Patientengruppe
negativ 46 (100%) 153 (83%)
positiv 0 (0%) 31 (17%)

total 46 (100%) 184 (100%)

Tab. 8: Ergebnisse der Candidakultur Kontrollgruppe vs. Patientinnengruppe

In Tabelle 8 wird gezeigt, dass nur bei 31 (17%) der insgesamt 184 Patientinnen mit
Symptomen eine CRVVC Candida letztendlich kulturell nachzuweisen war, wobei- wie
Tabelle 9 zeigt- Candida albicans bei 21 und Candida glabrata bei 6, und C. krusei bei
4 Patientinnen gefunden wurde. Dies zeigt, dass die klinische Diagnose einer CRVVC

bei der Mehrheit der Patientinnen retrospektiv als unzutreffend zu bezeichnen ist.
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Zumindest war eine Infektion mit Candida zum Beschwerde- und
Untersuchungszeitpunkt nicht alleinige Ursache fir die Symptomatik der Patientinnen.
Eine alleinige Behandlung dieser Patientinnen mit einer antimykotischen Medikation
wurde daher nicht den gewlinschten Erfolg erzielen.

In der asymptomatischen Kontrollgruppe waren keine der Patientinnen Kultur-positiv.

Kultur Candida positive (%) Candida negative (%)
CRVVC-Patientinnen 31 (16,8%) 153 (83,2%)

n=184

C. albicans 21 (11,4%)

C. glabrata 6 (3,3%)

C. krusei 4 (2,2%)

Kontrollgruppe 0 (0%) 46 (100%)

n =46

Candida albicans 0 (0%)

Tab. 9: Kultureller Nachweis von Candida und Candida-Spezifizierung bei Patientinnen mit CRVVC und
Kontrollgruppe

Tabelle 9 zeigt ebenfalls, dass in der Kontrollgruppe bei keiner der Patientinnen eine
Pilzbesiedelung nachzuweisen war. Hatten wir hier einen Pilznachweis, welcher jedoch
keine Beschwerden verursachte, lage in diesem Fall eine asymptomatische vaginale
Candida-Kolonisation vor. Eine vaginale Pilzbesiedelung ohne Auftreten eines
Beschwerdebildes wurde bereits in friiheren Studien beobachtet und ist von daher als
nicht ungewdhnlich zu betrachten.
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4.1.2. PCR

Bei allen Patientinnen, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der symptomatischen
Patientengruppe, wurde neben dem Anlegen einer Kultur zuséatzlich eine PCR (siehe
Abschnitt 2.5.) durchgefuhrt. Hierbei war es wichtig, eine PCR-Methode auszuwahlen,
mit Hilfe derer eine gezielte Candidaspezifizierung durch Verwendung der
Restriktionsendonuklease vorgenommen werden konnte. Dies ist dahingehend von
Bedeutung, dass sich sowohl Krankheitshild als auch Therapiemdglichkeiten je nach

Candida Spezies unterscheiden.

Bei jeder PCR waren in einer Spur der DNA-Langenstandard, in zwei Spuren zwei
positive Kontrollen und in einer weiteren Spur schlief3lich noch eine negative Kontrolle

zu sehen.

Die negative Kontrolle diente vorwiegend zum Nachweis einer moglichen Kontamination

der Patientenproben durch eine der positiven Kontrollen.
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Spuren: |

Abb. 7: Beispiel fur ein PCR-Ergebnis mit einer Candida albicans und einer Candida glabrata positiven
Patientenprobe. Die amplifizierten CandidaDNA-Produkte sind 300- 350 bp.

Spurl:
Spur 2:
Spur 3:

Spur 4.

Spuren 5-10:

Spur 11:

Spur 12:

DNA-Langenstandard

Positive Kontrolle fur Candida albicans
Positive Kontrolle fir Candida glabrata
Candida albicans-positive Patientenprobe
negative Patientenproben

Candida glabrata-positive Patientenprobe

negative Kontrollprobe

In Tabelle 10 wird gezeigt, dass nur bei 51 (28%) der insgesamt 184 Patientinnen mit

Symptomen eine CRVVC Candida letztendlich mittels PCR nachzuweisen war. Dies

zeigt, dass die klinische Diagnose einer CRVVC bei der Mehrheit der Patientinnen

retrospektiv als unzutreffend zu bezeichnen ist. Zumindest war eine Infektion mit

Candida zum Beschwerde- und Untersuchungszeitpunkt nicht alleinige Ursache fiir die
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Symptomatik der Patientinnen. Eine alleinige Behandlung dieser Patientinnen mit einer

antimykotischen Medikation wirde daher nicht den gewtinschten Erfolg erzielen.

In der asymptomatischen Kontrollgruppe waren keine der Patientinnen PCR-positiv.

PCR Kontrollgruppe Patientengruppe
negativ 46 (100%) 133 (72%)
positiv 0 (0%) 51 (28%)

total 46 (100%) 184 (100%)

Tab. 10: Ergebnisse der PCR Kontrollgruppe vs. Patientinnengruppe

200-

150+

100+

50+

Kontrollgruppe  Patientengruppe

OPCR negativ BPCR positiv

Abb. 8: Ergebnisse PCR Kontrollgruppe vs. Patientengruppe
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4.1.3. Ergebnis Vergleich Kultur/PCR (Patientengruppe)

Kultur/PCR PCR negativ PCR positiv total

Kultur negativ 124 (67,4%) 28 (15,2%) 152 (82,6%)
Kultur positiv 9 (4,9%) 23 (12,5%) 32 (17,4%)
total 133 (72,3%) 51 (27,7%) 184 (100%)

Tab. 11: Ergebnisse der Kultur vs. PCR in der Patientengruppe

140+

1204

Kultur negativ

NN

Kultur positiv

PCR neg PCR pos

B Kultur positiv OKultur negativ

Abb. 9: Ergebnisse Vergleich PCR (positiv/negativ) zu Kultur (positiv/negativ)
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Im Vergleich Kultur zu PCR ergibt sich bei der Patientengruppe in 67,4% eine
Ubereinstimmung von negativer PCR zu negativer Kultur. In 12,5% eine

Ubereinstimmung von positiver PCR zu positiver Kultur.

Kontrollgruppe Patientengruppe
n=46 n=184

PCR positiv 0 (0%) 51 (28%)

Kultur positiv 0 (0%) 31 (17%)

PCR oder Kultur 0 (0%) 60 (33%)

(Candida) positiv

Tab. 12: Ergebnisse fur Candida-Kultur und PCR in Kontrollgruppe und Patientengruppe

Man erhélt insgesamt 60 PCR und/oder Kultur positive Ergebnisse, wenn man die Zahl
der Kultur positiven (und PCR negativen) mit 9, der PCR positiven (und Kultur
negativen) mit 28, sowie die Zahl der Kultur- und PCR- positiven mit 23 zusammen

nimmt.

Wie Tabelle 12 zeigt, haben somit 60 von 184 (33%) der CRVVC-Patientinnen einen
Nachweis einer Pilzbesiedelung. Nur 33%, also nur einen Drittel der Patientinnen mit
Symptomen einer CRVVC hilft die antimykotische Therapie. Anders gesagt ist auch nur

bei einem Drittel der Patientinnen die Verordnung von Antimykotika wirklich indiziert.
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4.2. Auswertung ELISA

Die Proben konnten - anhand der von der Firma Serion erstellten chargenabhéngigen
Standardkurven und dem jeweiligen Schema der Antikorperaktivitat entsprechend -
anhand ihrer optischen Dichte und ihrer dadurch zugeordneten Antikorperaktivitat in

positive, grenzwertige und negative Endergebnisse zugeordnet werden.

Der Grenzwert der Serion Elisa classic candidaspezifischen ClgG wurde so festgelegt,
das ca. 90% der getesteten Seren eine negative bzw. grenzwertige Befundung erhalten.
Positive ClgG-Befunde kdnnen somit als Hinweis auf eine abgelaufene Infektion
bewertet werden. Somit wurden unsere grenzwertigen ClgG-Testergebnisse zu den

negativen Ergebnissen gezahlt.

4.2.1. Ergebnisse der Bestimmung von Candidaspezifischen CIgA und ClgG

Wir konnten candidaspezifisches CIgA bei 4% der Kontrollgruppe und bei 24% der

CRVVC- Patientinnen-Gruppe nachweisen.

Insgesamt konnten bei der Kontrollgruppe in 44 (96%) der Féalle eine negative CIgA und
in 2 (4%) eine positive CIgA nachgewiesen werden.

In der Patientengruppe erhielten wir bei 139 (76%) Frauen negative bzw. 45 (24%)
positive Ergebnisse fur CIgA.

ClgA negativ positiv
Kontrollgruppe 44 (96%) 2 (4%)
Patientengruppe 139 (76%) 45 (24%)

Tab. 13: Ergebnisse Elisa candidaspezifisches CIgA
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Wir konnten candidaspezifisches ClgG bei 15% der Kontrollgruppe und bei 50% der
CRVVC- Patientinnen-Gruppe nachweisen. Insgesamt konnten bei der Kontrollgruppe in
39 (85%) der Félle eine negative CIgG und in 7 (15%) eine positive ClgG nachgewiesen

werden.

In der Patientengruppe erhielten wir jeweils bei 92 (50%) Frauen negative bzw. positive

Ergebnisse flr ClgG.

Die Titer bzw. Antikorperaktivitat der CIgG sind bei den Patientinnen mit CRVVC
deutlich héher, so dass ClgG als moglicher zusatzlicher Marker bei der Diagnose einer

lokalen Candidainfektion eingesetzt werden kénnte.

ClgG negativ positiv
Kontrollgruppe 39 (85%) 7 (15%)
Patientengruppe 92 (50%) 92 (50%)

Tab. 14: Ergebnisse Elisa candidaspezifisches ClgG

4.2.2. PCR und ELISA- Ergebnisse im Vergleich

Wie in Tabelle 15 und 16 ersichtlich, erhielten wir in der CRVVC-Patienten-Gruppe
positive CIgG Ergebnisse bei 70% der PCR-positiven und bei 40% der PCR-negativen

Patientinnen.

Fur ClgA erhielten wir einen Nachweis bei 43 % der PCR-positiven und bei 15 % der
PCR-negativen Patientinnen.
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ClgA negativ positiv ELISA
Kontrollgruppe 44 (96%) 2 (4%)
n=46
Candida negative 105 (85%) 19 (15%)
n=124 PCR
Patientengruppe Candida positive 34 (57%) 26 (43%)
n=184 n=60
Total 139 (76%) 45 (24%)
n=184
Tab. 15: Ergebnisse Elisa/PCR CIgA; alle p<0,001, statistisch signifikant
ClgG negativ positiv
Kontrollgruppe 39 (85%) 7 (15%)
n=46
Candida negative 74 (60%) 50 (40%)
n=124
Patientengruppe Candida positive 18 (30%) 42 (70%)
n=184 n=60
Total 92 (50%) 92 (50%)
n=184

Tab. 16: Ergebnisse Elisa/PCR CIgG; alle p<0,001,

statistisch signifikant
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ClgG UND nur ClgG nur CIgA ClgG UND
CIgA negativ positiv positiv CIgA positiv
Kontrollgruppe 38 (82,6%) 6 (13,0%) 1(2,2%) 1(2,2%)
n=46
Patientengruppe
Candida negative 104 (83,9%) 7 (5,6%) 11 (8,9%) 2 (1,6%)
n=124
Candida positive 15 (25,0%) 19 (31,7%) 3 (5,0%) 23 (38,3%)
n=60
Total 119 (64,7%) 26 (14,1%) 14 (7,6%) 25 (13,6%)
n=184

Tab. 17: Ergebnisse Pat. Candida positive (PCR +/-Kultur) zu ELISA CIgG und CIgA

ClgG UND nur CIgG nur CIgA ClgG UND
CIgA negativ positiv positiv CIgA positiv
Kontrollgruppe 38 (82,6%) 6 (13,0%) 1(2,2%) 1(2,2%)
n=46
Patientengruppe
nur Candida PCR 114 (85,1%) 7 (5,2%) 11 (8,2%) 2 (1,5%)
negative n=134
nur Candida PCR 6 (12,0%) 19 (38,0%) 3 (6,0%) 22 (44,0%)

positive n=50

Tab. 18: Ergebnisse Pat. nur Candida PCR-positive zu Ergebnissen ELISA ClgG und CIgA
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Vergleicht man die Ergebnisse der 60 Candida positiven Patientinnen (PCR+/- Kultur
positiv) mit den Ergebnissen des ELISA CIgG und CIgA, sieht man in 38,3% der Falle
ClIgG und CIgA positiv, aber auch in 31,7% nur CIgG positiv, wie Tabelle 17 zeigt.

Wie Tabelle 18 zeigt, ist der Vergleich mit nur per PCR als Candida positiv
nachgewiesen und den ELISA Ergebnissen fir ClgG und CIgA positiv zumindest in

44,0% der Falle Gbereinstimmend, wobei aber auch in 38,0% allein nur CIgG positiv ist.

Bei den 134 PCR Candida negativen Patientinnen sind 114 (85,1 %) auch CIigG und
CIgA negativ, so dass ein negativer ELISA eher gegen eine Infektion spricht, und somit

ebenfalls als ein diagnostisches Zusatzkriterium dienen kénnte.

Die mangelnde Sensitivitat der PCR in unseren Tests kann kontrovers diskutiert werden.
Hierbei kdnnen verschiedene Faktoren eine Rolle spielen:

Einerseits wird angenommen, dass es Hemmestoffe in den Proben gibt (z. Bsp. Blut oder
Proteine) welche die PCR hemmen, da die amplifizierten Candida DNA-Produkte von
solchen Hemmstoffen verdaut werden. Des weiteren kann es sich auch um einen
Fehler bei der Abnahme handeln. Da unterschiedliche Techniken in der
Probenentnahme fir Kultur und PCR bestehen, kann dies somit auch einen Einfluss auf
die Probenqualitat haben. Madoglicherweise spricht eine Kombination aus diesen

Einflussgréf3en fur die mangelnde Sensitivitat der PCR in unserem Testansatz.

Bei den gesunden Frauen sind CIgA und CIgG weitgehend negativ.

Wie bereits oben erwéhnt, sind die Titer bzw. Antikorperaktivitdt der ClgG bei den
Patientinnen mit CRVVC deutlich hdher, und 70% der Patientinnen mit positiven
Candidanachweis sind ClgG positiv - im Vergleich von nur 43% positiven CIgA- so dass
ClgG als mdaglicher zuséatzlicher Marker bei der Diagnose einer lokalen Candidainfektion

eingesetzt werden konnte.
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In der Gruppe der CRVVC- Patientinnen mit einer nachgewiesenen Candidainfektion
(PCR positiv) und negativen candidaspezifischen CIgA liegt gegebenenfalls ein
Immundefekt bzw. eine Abwehrschwache vor, so dass diese Patientinnen von einer

Immuntherapie /-stimulation profitieren wirden.

Es sollten aber noch weitere Studien folgen, da in unserem Fall der Zeitpunkt der
Probenentnahme im Bezug auf die Infektion nicht definiert und rickblickend nicht

festzulegen war.

Deshalb kann bei den Frauen mit positivem Candidanachweis (Kultur +/- PCR positiv)
und weder Nachweis von ClgG noch von CIgA einfach ,nur” eine zu spate Durchfiihrung

des Testes zu diesem Ergebnis gefuhrt haben.

Es wurden in unserer Studie nur Patientinnen mit chronisch rezidivierender Candidose
untersucht, Immunglobulin A, somit auch candidaspezifisches IgA, ist aber eher in der
akuten Phase einer Infektion nachweisbar. Auch CIgG ist ebenfalls nur Uber einen
gewissen Zeitraum nachweisbar. Somit ist hier von einem zu spaten Zeitpunkt der

Bestimmung der spezifischen Immunglobuline auszugehen.

Ferner muss man bedenken, dass der Nachweis von CIgG nur eine Aussage daruber

gibt, dass eine Infektion abgelaufen ist, und nicht wielange diese Infektion zurickliegt.
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5. Diskussion

In unserer Studie untersuchten wir insgesamt 184 Patientinnen mit dem klinischen Bild
einer chronisch rezidivierenden vulvovaginalen Candidose. Die Patientinnen klagten
tber ,typische® Symptome, wie Juckreiz, Brennen, Fluor und Kohabitations-

beschwerden.

Da Stamme wie Candida glabrata und Candida krusei oft eine andere klinische
Symptomatik verursachen, als dies durch Infektionen mit Candida albicans der Fall ist,
ist eine Spezifizierung des Pilzes durch die unterschiedliche Farbreaktion der jeweiligen
Candidagattung mittels Chromagar sinnvoll [59,97,98,133]. Infektionen mit Candida
glabrata verlaufen nicht selten ausgesprochen symptomarm mit nur leichtem Jucken
und Brennen, wobei es selten zu einer Candidose kommt. Therapeutisch gesehen
erweisen sich jedoch Candida glabrata und Candida krusei oft als auf3erst hartnéckig,
da diese Stamme nicht selten Fluconazolresistenzen aufweisen und somit auf eine
ubliche antimykotische Therapie wenig ansprechen [2,22,79,106,111,116,120,126,130].

Zum Nachweis einer Candida-Infektion wurde die Methode der Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR) zusatzlich zu der kulturellen Anziichtung angewandt.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass bei lediglich 17% der symptomatischen Patientinnen
eine Candidainfektion kulturell nachzuweisen war. Mit Hilfe der PCR gelang jedoch in
28% der Falle der Nachweis einer Candidainfektion. Ohne die Nachweismethode der
PCR, welche sich als das deutlich sensitivere Verfahren zeigte, ware damit bei
insgesamt 28 Patientinnen eine Candidainfektion unentdeckt geblieben.

Giraldo et al [55] kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die PCR als sensitiveres
Nachweisverfahren im Vergleich zur kulturellen Anziichtung angesehen werden kann.
Diesbezlglich gibt es jedoch kontroverse Meinungen und Studien. Mardh et al [82]
veroffentlichten 2003 Ergebnisse, die der PCR, im Vergleich zum kulturellen Nachweis,
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keinen Vorteil in bezug auf die Sensitivitdt zusprachen: Demnach waren 43,8% von 73
Frauen sowohl Kultur- als auch PCR-positiv, 17.8% waren nur PCR-positiv, 20,5% nur

Kultur-positiv, in der PCR jedoch negativ.

Diese Ergebnisse konnen durch unsere Untersuchungen jedoch nicht bestatigt werden,
zumal bei den untersuchten Proben, bei 28 Kultur negativen die PCR positiv war, d.h.
ein Candidawachstum zeigten. Dies lasst sich auf eine ,inaktive* oder nicht mehr
lebensfahige Formen der Candidapilze zuriickfuhren, die in der Kultur nicht angeztchtet

werden kdnnen, aber per PCR die DNA der Hefen nachgewiesen wird.

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits erwahnt, zeigten unsere Ergebnisse bei
lediglich 17% (Kultur) bzw. 28% (PCR) der symptomatischen Patientinnen eine
Candida-Besiedelung; somit war in Hinblick auf die Diagnosestellung mittels PCR bei
72%, in bezug auf den kulturellen Nachweis sogar bei 83% der Patientinnen keine

Infektion mit Candida nachzuweisen.

An dieser Stelle muss auch auf die mdglichen Differentialdiagnosen, die neben einer
Candidainfektion ebenfalls in Frage kommen, hingewiesen werden. Der bei der
Candidose im Vordergrund stehende Juckreiz ist vor allem auch bei Erkrankungen wie
Lichen simplex oder Lichen planus, Psoriasis, Ekzemen sowie einfach trockener Haut zu
finden. Sogar parasitirer Befall wie bei Skabies oder Wirmern kann &hnliche
Beschwerden mit Juckreiz verursachen. Ein weil3licher Ausfluss, wie er auch bei der
Candidose vorkommt, kdonnte aufRerdem fur eine Aminvaginose, Trichomoniasis, A-
Streptokokkenkolpitis oder einer Zervizitis bei Chlamydieninfektion sprechen. Eher
brennende Schmerzen wie durch Herpes genitalis, Trichomonadeninfektion, Lichen
planus erosivus oder irritativer Dermatitis koénnen ahnliche Beschwerden verursachen
[37,85,100,118,128,132,151] und muissen daher in Betracht gezogen oder selbst

ausgeschlossen werden.
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Bei diesen Patientinnen steht die Frage nach der Ursache fir die Beschwerden und die
daraus resultierende Wahl einer geeigneten Therapie im Vordergrund. Noch
bedeutender als das Therapieren der Beschwerden scheint das Erkennen lhrer
Ursache. So dass mit einer am Ursprung der Erkrankung ansetzenden Therapie den

Patienten geholfen werden kann, und nicht nur symptombezogen therapiert wird.

,Psychosomatische Vulvovaginitis* lautete die Uberschrift eines Artikels von Dodson et
al [33] im Jahr 1978. Patientinnen, bei denen die vaginalen Beschwerden nicht mit den
physisch zu erhebenden Befunden Ubereinstimmten, wurden demnach mit der Diagnose
~Psychosomatische Vulvovaginitis® abgetan. Diese Patientinnen suchten zahlreiche
Arzte auf, sprachen auf die meisten Medikamente nicht an und zeigten — so Dodson-
eine emotionale Labilitat. In vielen dieser Falle wurde im Folgenden eine psychiatrische

Therapie angesetzt.

Auch heutzutage, 2007, werden nicht selten Patientinnen, bei denen aufgrund fehlenden
Keimnachweises die Diagnose der CRVVC nicht gestellt wird, an psychosomatische

Abteilungen Uberwiesen.

Ziel unserer Studie war die weitere Erforschung maoglicher atiologischer Ursachen der
Beschwerden. Dies ist unbedingt notwendig, um die angegebene Symptomatik
verifizieren zu konnen. Vor allem da ein Pilznachweis, abhangig von der
Nachweismethode, nur in etwa 1/3 der Félle bei Patientinnen mit den Beschwerden
einer chronisch-rezidivierenden vulvovaginalen Candidose gelingt. Diese Aussage wird
durch vorangegangene Studien ebenfalls bestatigt [9,77,97,116,144,147].

Die CRVVC ist eine atiologisch multifaktorielle Erkrankung. Die Beschwerden und der
Krankheitsverlauf der Patienten konnen durch zahlreiche Faktoren, vor allem auf
immunologische Veranderungen und Allergien beeinflusst werden [27,42,48,92,
93,141,153].
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Es ist davon auszugehen, dass die Ursache der Beschwerden und im Speziellen des
rezidivierenden Auftretens dieser Beschwerden unter anderem in einem erworbenen
Defekt der lokalen Immunabwehr der Scheide zu finden ist. Wir untersuchten die
Patientinnen der Kontrollgruppe, als auch die symptomatischen Frauen auf
candidaspezifisches CIgA und candidaspezifisches ClgG im Vaginalsekret. Sowohl in
bezug auf CIgA und auch CIgG konnten wir im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante
Unterschiede feststellen. Bei gesunden Frauen waren sowohl CIgA als auch ClgG
negativ. Bei dem Teil der Patientengruppe, welche einen positiven Candidanachweis
hatten, wiesen wir in 70% positives CIgG nach. Somit kann ClgG als zusatzlicher

Marker bei der Diagnosefindung dienen.

In verschieden friheren Studien wurde gezeigt, dass ein Anstieg von IgM-Antikorpern
meist von einem Anstieg von IgG und IgA gefolgt wird [140,148]. Toubas et al [140] gibt
bei systemischen Kandidosen eine Sensitivitat und Spezifitat von ELISA IgM und IgA mit
85,7% bzw. 81 % an. Es wurde auch meist das gleichzeitige Vorkommen der Isotypen

festgestellt. Der IgG-Anstieg wurde auch hier spater bzw. langsamer gemessen.

Diese Titer wurden im Serum festgestellt, in unserer Untersuchung wurden
candidaspezifische Immunglobuline im Vaginalsekret bestimmt, somit sind die

Untersuchungsergebnisse nicht vergleichbar.

Sistig et al [121] titulierte 2002 die Hypothese, dass die Hohe der Speichel-IgA und IgG
(und deren Untergruppen) bei oralen Mykosen verantwortlich fir die Pathogenese der
Kandidose sei. Er konnte eine Variation der Untergruppen in Abhangigkeit von den
verschiedenen Erkrankungstypen und -stadien nachweisen, so dass die
Immunglobuline sicherlich eine Rolle bei oralen Mykosen /entziindlichen Erkrankungen

oder Veranderung der Erkrankung zeigen.
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Schon im Jahr 1987 verdffentlichten Quindos et al [108] seine Studie, in der IgG-
Antikorper bei allen Patienten mit systemischen Kandidose und bei 81,2% der Patienten
mit Haut- /Schleimhaut-Mykosen nachgewiesen werden konnten. Klingspor et al [71]
wies vor allem erhdhte IgA- und IgM-Titer bei Kindern mit akuter Candida-Infektion nach.
Ein statistisch signifikanter Zusammenhang von candidaspezifischen Immunglobulinen
der Klassen IgM, IgG, und IgA im Serum und Candida-Nachweis im Urin wurde von
Knoke et al [72] erbracht.

In einer vergleichenden Studie 2004 deuteten Knoke und Bernhardt [73] sowohl den
Nachweis candidaspezifische Antikdrper der Untergruppen c-IlgM und c-IgG als auch
Titererh6hungen beim Anti-Candida-Hamagglutionationstest als Eignung fur einen

Screeningtest.

Im Jahr 2006 wurden von Kavishwar et al [69] monoklonale Antikorper des IgA-Isotypen
(MADb-G5) identifiziert, welche von Lymphozyten produziert werden und unter
experimentelle Bedingungen eine Aktivitat gegen Candida albicans zeigte. Somit
konnte dies ein nutzlicher Ansatz in der Behandlung als auch Prophylaxe von
Candidainfektionen sein.

Enzyme-linked-immunosorbent-assy (ELISA) hatten schon Kostiala et al [74], Gough et
al [57], Witkin et al [153], Torres-Rodriguez et al [139], und auch Werle et al [148] zum
Nachweis spezifischer Immunglobuline etabliert. Die qualitative und quantitative
Analyse von Antikorper-lsotypen mittels Mikrotiterplatten und deren automatische
Auswertung wurde von Aubert et al [3] hervorgehoben. Vor allem die Standardisierung

der Werte ist von einer verbesserten Diagnosemdglichkeit gefolgt.

Ebenfalls mittels ELISA wurde ein neuer Test zum Nachweis von Antikérpern fur
Candida albicans rekombinierter Enolase im Serum bei invasiver Candidose von Lain et
al [75] evaluiert. Hier zeigte sich eine hohe Sensitivitat, Spezifitdt, sowie hohe Werte fur
den positiven und den negativen Vorhersagewert.
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Wie auch bei unserer Studie weist de Carvalho et al [26] candidaspezifisches CIgA und
ClgG im Vaginalsekret nach. Im Unterschied zu unseren Tests werden auch die Serum-
Immunglobuline  verglichen, insgesamt aber mit einer deutlich kleineren
Patientengruppe: Von 30 Frauen mit Symptomen ist in 15 Fallen die Kultur auf Candida

albicans positiv, in 4 Féallen auf andere Candidaspezies, bei 11 ist die Kultur negativ.
Die Kontrollgruppe bestand aus 12 asymptomatischen Frauen.

Bei den Patientinnen mit positiver Kultur konnten im Vaginalsekret erhéhtes CIgA und im
Serum erniedrigte CIgA nachgewiesen werden. Insgesamt wurde in beiden Gruppen
erhohte ClgG, bei den symptomatischen Patientinnen speziell der Untergruppen

IgG1/IgG4, nachgewiesen.

Somit ist im Gegensatz zu unseren Ergebnissen bei de Carvalho et al in ca. 2/3 die
Kultur positiv, wobei sich die Frage stellt, ob sich dies auf die geringe Fallzahl
zurtckfuhren lasst. Auch erhielten wir bei den Candida-positiven Patientinnen nur in
43% einen positiven CIlgA-Nachweis. Im Vergleich dazu konnte bei 70% ClgG
festgestellt werden. Wir postulieren somit candidaspezifisches Immunglobulin G als
einen spezifischen Marker. Zu einem &hnlichen Ergebnis kam Burges et al [10] bereits
1986.

Auch Belazi et al. [7] hat sich mit dem Nachweis candidaspezifischer Antikdrper CIgA
und CIgG im Sekret und im Serum beschéftigt.

Im Vergleich zu unseren Untersuchungen zeigt die Gruppe um Persson et al [102] in
Stockholm, dass eine lokale Immunantwort mit einer erhohten Produktion von
Antikorpern festgestellt wurden. In der Studie verglich die Gruppe um Persson Albumin,
IgG, IgA und Sekret- IgA im Cervixsekret bei 16 Patientinnen mit Chlamydieninfektionen
versus einer Kontrollgruppe mit 13 Patientinnen mit VVC. Hier wurden signifikant mehr
spezifische Chlamydien-Antikérper der Gruppe I1gG, IgA und Sekret-IgA bei den
Patientinnen mit Chlamydieninfektion gefunden. Auch ein erhdhter Proteingehalt des
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Cervikalsekretes wurde nur in dieser Gruppe nachgewiesen, obwohl in beiden Gruppen
insgesamt eine erhdhte Transudation und lokale Produktion von Antikérpern in der
entziindeten Zervix festgestellt wurde. Die Beurteilung der IgG/IgA- Ratio im Serum und
im Sekret ergab Hinweise fir ein lokales Geschehen, vor allem eine lokale Sekretion

von spezifischen IgA-Antikorpern.

Auch Mendling et al [88] hat Sekret-IgA bei Frauen mit akuter VVC versus CRVVC
nachgewiesen. Hier zeigte sich das Sekret-IgA bei akuter VVC nicht erhoht, jedoch bei

Patientinnen mit chronischer Vulvovaginalcandidose leicht erniedrigt.

Keine Unterschiede von Sekret-IgA bei Asthmatikers mit oraler Candidose im Vergleich
zu Candida negativen Patienten hat Fukushima et al [51] fetsgestellt: Es zeigten sich bei
Gesunden und Candida negativen Patienten gleich hohe Titer von Gesamt IgA und
ClgA, bei Candida positiven Patienten wurde ein erniedrigter GesamtlgA- Titer
nachgewiesen. Keine Unterschiede wurden bei candidaspezifischen IgA im Vergleich

von Candida positiven zu Candida negativen Patienten festgestellt.

Hierzu ist auch die Studie von Chipperfield et al [15] interessant: Effekte lokaler
Infektionen und oraler Kontrazeption auf die Immunglobulin-Werte im Cervikalschleim
wurden untersucht. Das Ergebnis war eine lokal vermehrte Produktion von IgA bei
Patientinnen mit Gonorrhoe, Trichomoniasis, Herpes genitalis und unspezifischer
Urethritis. Bei den Patientinnen mit Candidose zeigte sich nur einen geringeren Anstieg

der lokalen IgA-Werte.

Zusatzlich konnten im Mittel signifikant erhdhte Werte von IgA und IgG bei den
Patientinnen mit oraler Antikonzeption (Ostrogen/Gestagen-Kombinationspraparate),
auch bei keiner vorhandenen Infektion, festgestellt werden. Als Vergleichsgruppe

dienten gesunde, asymptomatische Frauen mit einem naturlichen Menstruationszyklus.

Es ist zu Uberlegen, ob die Einnahme von Hormonen einen Schutz bieten oder ob das
damit verbundene Sexualleben eine erhohte lokale Abwehr auslost.
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Mit dem Thema ,Ostrogen, Glykogen und vaginale Candidiasis* hat sich Dennerstein et
al [29] beschéftigt. In der Studie wurde bei postmenopausalen Frauen ein
hochsignifikanter Zusammenhang zwischen Ostrogenanwendung und Vorkommen von
Candida albicans Infektionen gezeigt. Glykogen, welches in den 6strogenstimulierten
Epithelzellen vermehrt produziert wird, ist ein hervorragender Nahrboden fir Candida
albicans. Zum Unterschied kam es bei den Nicht-Candida-albicans- Stamme zu keiner
Glykogen Aufnahme. Auch Clancy et al [17] fand eine erhdhte Rate an Pilzrezidiven im

Zusammenhang mit hohen Ostrogenspiegeln.

Dieses Jahr hat sich auch Ventolini et al [141] mit dem Thema ,post-menopausal
recurrent vaginal candidiasis® beschaftigt. Ca. ein Drittel der postmenopausalen
Patientinnen haben eine symptomatische VVC, eine Anfalligkeit fur Pilzinfektionen wird
dem Ostrogenmangel zugeschrieben. Es zeigten sich statistische Unterschiede in der
Kolonisierung bei den Patientinnen mit und ohne Hysterektomie. Vor allem zeigten sich
auch aggressive und zunehmend resistentere Pilzstdmme wie Candida glabrata und

Candida stelloidea.

Nachdem die meisten klinischen Infektionen in der spaten Lutealphase auftreten, ist die
Frage nach einer Zyklus- oder hormonabh&ngigen Erkrankung gegeben. Hier zeigt
Corrigan et al [20] den Zusammenhang zur zellularen Immunitat bei RVVC, da die IFN-
gamma Produktion bei Patientinnen geringer ausfallt als bei Gesunden. Auch ist eine
signifikante Abnahme der durch Candida stimmulierten IFN-gamma Produktion bei
Patientinnen in der follikularen Phase im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur lutealen
Phase nachgewiesen worden. Dies wird als eine partielle T-Zell- Dysregulation bei
Frauen mit RVVC, welche auf den Hormonschwankungen wahrend der follikuléaren
Phase basieren, mit einem dadurch erhohten Risiko einer klinischen Infektion,

interpretiert.
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Aber es gibt auch Untersuchungen, die basierend auf Hormonschwankungen wahrend
des Menstruationszyklus einen Anstieg von Zytokinen und Prostaglandin im
Vaginalsekret nachgewiesen haben, und dies nicht auf die Candidainfektion
zurlickfuhren [43].

In einer Studie von Nikitin et al. [95] wurde die adhasive Aktivitat von Candida albicans
gegen vaginale Epithelzellen als hormonabhéngig beschrieben, wobei zwei
unterschiedliche Candida-albicans-Adhésine entdeckt wurden, die zum einen

polyphenyloxidase-sensitiv und zum anderen asparaginase-sensitiv waren.

Im Rahmen einer anderer Studie von Weissenbacher et al. [145] wurden gesunde
Frauen ohne Anzeichen rezidivierender Beschwerden in ihrer Krankengeschichte mit
einem Antigen eines Candida-Hauttests inokuliert; die Zytokinmessungen wurden vor-
und nach Antigengabe durchgefiihrt. Es lies sich kein Anhalt fir eine Immunstimulation
oder ein allergisches Geschehen im Sinne von Verdnderungen der gemessenen
Zytokine, Prostaglandin, IgE und Histamin finden [145]. Dies kann als eine lokale
allergische Immunantwort interpretiert werden und kann fir eine hohe Re-Infektionsrate

oder einer Verlangerung der Beschwerdesymptomatik fihren.

Eine vaginale allergische Immunantwort kann fir  eine chronische Candidose
pradisponierend sein, so Witkin at al [153] in einer Studie. Eine protektive Rolle kann
einer candidaspezifischen angepassten Immunitéat, die viele klinisch gesunde und

asymptomatische Frauen besitzen, zukommen.

Das Auftreten von Rezidiven kann verschiedene Ursachen haben, wobei die lokale
vaginale Immunitat sicher eine Schlisselrolle spielt. Durch Studien [55,81] zur

Kolonisierung der Scheide mit Candida albicans wird dies unterstrichen:

Eine extragenitale Pilzbesiedlung stellt ein Reservoir fir Rekolonisierung des Genitale
dar und kann somit zu Rezidiven fuhren. Dass bei Patientinnen mit einer Kolonisierung

des Genitaltraktes signifikant haufiger zu extragenitaler Besiedelung kommt wurde von
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Mardh et al [81] gezeigt. Auch zeigte diese Studie, dass extragenital haufiger Non-

albicans-Stamme zu finden sind.

Wie oben schon angesprochen, auch allergische Geschehen spielen eine wichtige Rolle
bei Patientinnen mit Verdacht auf eine chronisch rezidivierende Vulvovaginal-
Candidose. So sprechen auch Rigg et al [112] von ,recurrent allergic vaginitis“ und
konnten in lhrer Studie bei Frauen mit rezidivierender Candidose eine lokale vaginale
hypersensitive Reaktion auf Candida nachweisen. Wobei bei diesen Patientinnen
zunachst nicht die allergischen Symptome im Vordergrund standen. Auch Moraes et al
[92,93] zeigt den Zusammenhang einer Hyperaktivitat und einer allergischen

Vulvovaginitis, und friher schon zwischen RVVC und allergischer Rhinitis.

In einer Vielzahl von Artikeln und Studien wird von dem klinischen Syndrom einer
allergischen Vaginitis gesprochen. Nachdem Ricer et al [110] bei Patientinnen mit
rezidivierenden Beschwerden ohne nachgewiesener Infektion eine erhéhte Anzahl
eosinophiler Zellen fanden, vermuteten die Autoren auch eine lokale intravaginale

allergische Reaktion.

Auch Witkin et al [155] konnten zeigen, dass allergische Reaktionen auf Candida
albicans die Ursache von rezidivierenden Beschwerden sein konnen. Als
verursachendes Allergen kommt neben Komponenten von Candida albicans auch der
Samen des Partners in Frage [8,155]. Ito et al [62] identifizierten die Candida albicans
Enolase als eines der wichtigsten Allergene, ebenso wie Ishiguro et al [61]. Diese
Studien bezogen sich jedoch auf systemische Candidosen, so dass es fraglich scheint,
daraus Ruckschlisse auf vaginale Candidosen zu ziehen. In weitere Studien hingegen
wurden Mannane — Homoglykane, die in der Zellwand von Hefezellen vorkommen- als

wichtigste Antigene zur Bindung candidaspezifischer Antikdrper identifiziert [66,138].

57



Die Antwort auf eine Infektion des weiblichen Genitaltraktes variiert unter den Frauen
weitaus mehr als erwartet. Da die Frauen weder genetisch identisch noch den gleichen
umweltbedingten Faktoren ausgesetzt sind, ist nicht davon auszugehen, dass ein

einzelner Organismus nur ein und dieselbe Immunreaktion hervorruft.

Des Weiteren unterscheiden sich Candida-Stdmme in Hinblick auf ihre Virulenz durch
die Expression verschiedener Proteasen. So ist davon auszugehen, dass rezidivierende
Infektionen durch hoéher-virulente Subtypen verursacht werden, als einmalige Infektionen
[16,94]. So konnten auch Witkin et al [155] zeigen, dass nicht nur genetische
Veranlagung sondern auch Art und Quantitat einer Infektion, oder auch Co-Infektionen
mit anderen Erregern als Candida, Hypersensitivititsreaktionen verursachen oder
beeinflussen kdnnen und daher fir die Symptomatik der Patientinnen mitverantwortlich

sind.

Eine lokale Hypersensitivitdat bzw. vaginale allergische Reaktion muss also bei
Patientinnen mit rezidivierenden Beschwerden und Verdacht auf eine CRVVC sowohl
diagnostisch als auch therapeutisch in Betracht gezogen werden. Es finden sich sogar
Studien [52,93], die Zusammenhange zwischen einer allergischen Rhinitis, verursacht
durch Hausstaubmilben, und einer bestehenden Vulvovaginitis, sehen. Da es sich
hierbei nur um eine Fallstudie handelt, kann dies voribergehend als Einzelfall betrachtet
werden, zumindest bis diese Zusammenhange in groRer angelegten Studien belegt
werden konnen. Dieser Fall soll nur verdeutlichen, in welche Richtungen, speziell in
Hinblick auf Allergie und rezidivierende Vulvovaginitis geforscht wird und eventuell

geforscht werden muss.

Diese Ergebnisse zeigen neue Moglichkeiten in der Therapie der chronisch
rezidivierenden vulvovaginalen Candidose auf. So kénnte zum einen die Gabe von
Immunstimulanzien bei Patientinnen mit lokaler Immunsuppression Vorteile zeigen. Zum
anderen besteht bei Patientinnen, mit Verdacht auf eine allergische Antwort als Ursache
der Beschwerden, die Mdglichkeit mit Antihistaminika zu therapieren.
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Diese neuen Therapieoptionen mussen jedoch erst durch Vergleiche verschiedener

Therapieansatze untersucht werden.

Zahlreiche veroffentlichte Studien belegen, dass die Zukunft der Therapie der CRVVC
nicht rein antimykotischer Natur sein wird, sondern dass ein Umdenken in Richtung
Kombinationstherapie geht. Hierbei werden sowohl immunmodulatorische als auch
antiallergische Therapieformen eine wichtige Rolle spielen [6,8,12,16,38,39,46,49,
53,91,106,112,114,115,127,142,149,155,156,158,160].

Es finden sich zahlreiche Ansétze zur Verbesserung der Therapie von Patientinnen mit
CRVVC, welche auf ubliche antimykotische Therapien kaum noch ansprechen. Auch die
Resistenzbildung der verschiedenen Candidastamme durfen bei der Wahl der Therapie
und der Dosis nicht aul3er Acht gelassen werden [14,18,22,24,28,65,78,79,90,101,103,

104,109,111,122,124,125,126,130,137,140].

Eine Studiengruppe kommt sogar zu dem Ergebnis, dass Aspirin tber die Hemmung der
3(R)-Hydroxyoxylipin-Formierung bei der Behandlung von Patientinnen mit CRVVC eine
Verbesserung darstellt [30,31,32].

Laut Rocha et al [113] kénnen auch die Adenylyl -Cyclase und andere Regulatoren der
cAMP Signalubertragung einen Ansatzpunkt fur eine antimykotisch wirkende Therapie
darstellen, da die Adenylyl — Cyclase essentiell fir das Hyphenwachstum von Candida

ist.

Es Dbleibt abzuwarten, welche der Therapieoptionen in Zukunft eine gute
Erganzungstherapie, oder sogar Alternative - zu Antimykotika darstellen wird.

Den Daten zufolge sollten sowohl neue immunmodulatorische als auch anti-allergische
Therapieformen bei Patientinnen mit CRVVC in Betracht gezogen werden und

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

59



Unsere Untersuchungen zeigten nur zum Teil einen Nachweis von candidaspezifischen
Immunglobulinen. CIgA und CIgG sind spezifisch fur Candida. Ein Nachweis von CIgG
kann nur eine Aussage dariber treffen, dass eine Infektion abgelaufen ist, und nicht
wann diese stattgefunden hat. Wie lange diese Infektion zurlckliegt, kann nicht
bestimmt werden. Ferner kann bei einer zu lange zuriickliegenden Infektion eventuell
kein ClgG mehr nachgewiesen werden, so dass bei Patientinnen ohne Nachweis von
ClgG Uberdies von einer zu spaten Bestimmung ausgegangen werden muss. Davon
abgesehen konnte man auch an eine fehlende Immunstimulation denken.
Mdoglicherweise sind selbst allergische Reaktionen auf kleinste Mengen von
Pilzantigenen fur die lokale Erkrankung verantwortlich.

Nachdem CIgA vor allem in der akuten Phase einer Infektion vorkommt, ist bei
Patientinnen mit chronisch rezidivierender Vulvovaginalcandidose sogar davon

auszugehen, dass der Test negativ ausfallt.

Bei den Frauen, bei denen weder Pilze noch ClgG oder CIgA nachgewiesen wurden,
sollte aul3erdem an eine Fehldiagnose gedacht und die Differentialdiagnosen erneut in

Erwagung gezogen werden.

Zusammenfassend ist es wichtig und medizinisch notwendig, die Ursache der
Erkrankung und nicht die Symptome zu behandeln. Auch gerade weil aufgrund gleicher
oder ahnlicher Symptome davon ausgegangen wird, dass es sich wieder um eine
Pilzinfektion handelt, sollte der mikrobiologische Nachweis nicht nur fur die Praxis
sondern auch fir die Forschung gefordert werden.
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6. Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der chronisch rezidivierenden vulvovaginalen Candidose stellt
sowohl diagnostisch als auch therapeutisch nach wie vor eine Herausforderung fir den

behandelnden Arzt dar.

Wir untersuchten 184 Patientinnen, die klinisch Symptome wie Erythem, Pruritus und
weildlichen Fluor aufwiesen und bei mindestens vier Episoden pro Jahr die Diagnose
einer CRVVC gestellt wurde. Als Kontroligruppe dienten 46 asymptomatische

Patientinnen ohne anamnestische Pilzinfektion.

Zum Nachweis von Candida und der Spezifizierung des Pilzes aus gewonnenem
Vaginalsekret verwendeten wir sowohl die Methode der kulturellen Anziichtung als die
der PCR. Des Weiteren bestimmten wir mittels Elisa das candidaspezifisches CIgA und

candidaspezifisches CIgG aus dem Vaginalsekret.

In der Gruppe der symptomatischen Patientinnen konnte bei nur 28% eine Pilzinfektion
mittels PCR nachgewiesen werden, kulturell sogar nur bei 17% der Frauen, so dass bei
72% keine Pilzinfektion zum Zeitpunkt der Probenentnahme nachzuweisen war.
Innerhalb der asymptomatischen und klinisch befundfreien Kontrollgruppe wurde keine

Patientinnen mit Hilfe der PCR positiv auf Candida getestet.

Die Auswertung der Messergebnisse von candidaspezifischem CIgA und CIgG zeigte im
Vergleich der symptomatischen Patientinnen mit der Kontrollgruppe deutliche

Unterschiede.

In der Kontrollgruppe, also den gesunden Frauen, war ClgG und CIgA nahezu negativ
(7%ClIgG positiv, 2%CIgA positiv). Bei den Patientinnen mit positivem Candidanachweis
war in 70% CIgG positiv, und nur in 43% CIgA positiv (p<0.001). Bei den Candida-

negativen Patientinnen wurde bei 85% ein negativen CIgA nachgewiesen (p<0.001).

Bei den PCR Candida-negativen Patientinnen sind in 85,1% CIgG und CIgA negativ.
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Vergleicht man die Ergebnisse der 60 Candida positiven Patientinnen (PCR+/- Kultur
positiv) mit den Ergebnissen des ELISA CIgG und CIgA, sieht man in 38,3% der Falle
ClgG und CIgA positiv, aber auch in 31,7% nur ClgG positiv. Ist der Vergleich mit nur
per PCR als Candida positiv nachgewiesen und den ELISA Ergebnissen fir CigG und
CIgA positiv zumindest in 44,0% der Félle Ubereinstimmend, wobei aber auch in 38,0%

allein nur ClgG positiv ist.

Bei den 134 PCR Candida negativen Patientinnen sind 114 (85,1 %) auch CigG und
CIgA negativ, so dass ein negativer ELISA eher gegen eine Infektion spricht, und somit

ebenfalls als ein diagnostisches Zusatzkriterium dienen kénnte.

Es sollten aber noch weitere Studien folgen, da in unserem Fall der Zeitpunkt der
Probenentnahme im Bezug auf die Infektion nicht definiert und rtckblickend nicht

festzulegen war.

Deshalb kann bei den Frauen mit positivem Candidanachweis (Kultur +/- PCR positiv)
und weder Nachweis von ClgG noch von CIgA einfach ,nur” eine zu spate Durchfiihrung

des Testes zu diesem Ergebnis gefiihrt haben.

Ein Nachweis von CIgG kann nur eine Aussage daruber treffen, dass eine Infektion
abgelaufen ist, und nicht wann diese stattgefunden hat. Wie lange diese Infektion
zurlckliegt, kann nicht bestimmt werden. Ferner kann bei einer zu lange
zurtuckliegenden Infektion eventuell kein ClgG mehr nachgewiesen werden, so dass bei
Patientinnen ohne Nachweis von CIgG uberdies von einer zu spaten Bestimmung
ausgegangen werden muss. Davon abgesehen kdnnte man auch an eine fehlende

Immunstimulation denken.

Die Bestimmung von CIgG konnte somit, speziell bei symptomatischen Patientinnen
ohne Pilznachweis, der Verifizierung der Beschwerden als auch der Anwendung neuer

therapeutischer Moglichkeiten, wie Gabe von Immunstimulanzien, dienen.
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Das diagnostische und therapeutische Ziel sollte eine genaue Keim-ldentifikation und
Feststellung des Immunstatus sein. Somit ist der Arzt in der Lage, die Unterschiede in
der Empféanglichkeit eines jeden Patienten fur eine Infektion einzuschatzen, und kann -
abseits der Ublichen Basistherapie - ein individuelles Therapieschema erstellen, speziell

auf jede einzelne Patientin abgestimmt.
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8. Anhang

8.1. Gerate

Gelelektrophoreseapparatur, Typ HE 33 Hoefer, San Francisco, CA /USA
Spannungsquelle, Typ EPS 500/400 Pharmacia LKB, San Francisco, CA / USA
Pipetten, Filter-Tips PE/PP Nerbe plus GmbH, Winsen / Luhe, Deutschland
Thermocycler, Typ 9600 Perkin ElImer Cooperation, Norwalk, Connecticut / USA
Tischzentrifuge, Typ Z 230 MR Hermle, Deutschland

Spektralphotometer, Typ Anthos Anthos Labtec Instruments, Osterreich
Polaroidkamera, Typ GelCam UniEquip, Minchen-Martinsried, Deutschland
UV-Leuchtkasten, Typ N 90 UniEquip, Minchen-Martinsried, Deutschland
Vortexgerat, Typ VF 2 Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Deutschland
Wasserbad, Typ B3 Haake, Karlsruhe, Deutschland

Brutschrank, Typ 2770 Kottermann

Mikrowellengerat, Typ MC 653 Udo Classen GmbH, Kempen, Deutschland
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8.2. Datentabelle

PAT-NR PLATTE ALTER GRUPPE OD IgA ClgA ODIgG ClgG  KULTUR PCR

508 I E1 44 pa 1,109 n 1,09 g n n
509 I F1 45 pa 3,11 p 2,16 p p p
510 1G1 48 pa 4,11 p 0,73 g n n
511 I H1 45 pa 1,83 p 0,935 g p n
512 I A2 45 pa 0,185 n 0,457 n n n
513 I B2 48 pa 0,3 n 1,815 p n p
514 I C2 47 pa 0,424 n 0,488 n p p
515 | D2 34 pa 0,699 n 0,926 g p p
516 | E2 32 pa 2,15 p 1,908 p n p
517 I F2 35 pa 3,12 p 1,708 g n n
518 1 G2 39 pa 0,895 n 0,647 p n p
519 I H2 32 pa 0,864 n 1,68 p n p
520 I A3 39 pa 0,956 n 0,857 g p p
521 I B3 41 pa 0,285 n 0,342 n p p
522 IC3 39 pa 0,058 n 0,505 n n n
523 I D3 31 pa 0,97 n 0,491 n n n
524 I E3 37 pa 1,067 n 0,777 g n n
525 I F3 34 pa 0,861 n 0,229 n n p
526 1G3 32 pa 1,527 p 1,783 p n p
527 I H3 37 pa 1,476 p 1,355 p n p
528 | A4 37 pa 1,323 n 1,537 p n n
529 | B4 39 pa 0,367 n 0,509 n n n
530 I C4 52 pa 1,386 n 1,398 p n p
531 | D4 22 pa 1,032 n 0,733 g p p
532 | E4 39 pa 0,189 n 0,818 g n n
533 | F4 32 pa 0,807 n 0,438 n n n
534 1G4 36 pa 0,274 n 0,734 g n n
535 I H4 46 pa 0,612 n 0,112 n n n
536 I A5 33 pa 1,119 n 0,439 n n n
537 I B5S 36 pa 0,439 n 1,478 p n n
538 I C5 51 pa 4,12 p 1,688 p n n
539 | D5 25 pa 0,417 n 0,258 n n p
540 I E5 27 pa 0,014 n 0,008 n n p
541 I F5 36 pa 0,302 n 1,075 g n p
542 1 G5 40 pa 1,18 n 0,411 n n n
543 I H5 46 pa 1,241 g 0,88 g n n
544 | A6 34 pa 0,528 n 0,064 n n n
545 | B6 22 pa 1,293 g 1,605 p n p
546 I C6 45 pa 0,3 n 1,434 p n n
547 | D6 40 pa 1,159 n 0,597 n p p
548 | E6 41 pa 1,193 p 1,412 p n p
549 | F6 28 pa 0,64 n 0,386 n n n
550 1 G6 48 pa 1,202 g 1,152 g p p
551 | H6 29 pa 3,13 p 0,963 g n p
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1,768
0,259
0,723
1,026
2,054
0,187
0,603
0,131
1,347
1,192
0,04

0,047
0,281
0,546
1,788
0,683
4,132
1,938
1,522
0,148
3,322
1,137
1,619
0,219
0,275
0,029
0,128
0,713
0,465
0,27

0,433
0,808
0,514
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0,691
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0,164
0,163
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IIC2
I D2
IIE2
Il F2
G2
I H2
Il A3
I B3
II C3
I D3
I E3
Il F3
I G3
I H3
Il A4
Il B4
II C4
Il D4
Il E4
Il F4
I G4
Il H4
Il A5
II BS
II C5
II D5
IIES
II'F5
Il G5
I H5
Il A6
I B6
I C6
11 D6
Il E6
Il F6
Il G6
I H6
Il A7
I B7
IIC7
I D7

28
41
21
49
34
26
43
50
26
21
43
20
24
36
46
44
40
44
53
37
52
35
34
36
50
46
20
26
21
29
45
38
47
38
35
20
34
32
35
33
25
20
50
25
33
39
33
23

pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa

1,247
0,062
0,46

0,55

0,48

0,485
0,263
0,217
0,415
1,093
0,066
0,105
3,432
0,247
0,628
1,078
0,042
4,322
0,127
0,371
1,474
1,546
1,395
0,122
3,544
0,024
0,213
0,907
0,667
0,861
0,645
1,299
0,673
0,578
0,669
3,564
0,009
0,402
0,476
0,125
0,49

0,866
0,498
0,045
0,746
0,516
0,718
0,319
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1,241
0,534
0,735
0,603
0,567
0,381
0,744
0,252
0,873
1,227
0,668
0,594
1,682
0,075
0,63

1,218
0,114
1,393
0,167
1,255
1,994
1,078
0,001
0,239
1,011
0,174
0,556
0,388
1,333
1,243
0,881
0,565
0,884
1,134
2,083
1,044
0,013
0,375
0,789
0,105
1,219
1,287
0,371
0,361
0,136
1,12

1,329
0,031
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669
670
693
694
696
698
699
700
702
703
704
706
707
708
709
710
711
712
714
715
716
717
718
723
724
727
728
729
730
731
732
733
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
V762

1836
1835
1834

IIE7
Il F7
IIG7
I H7
Il A8
I B8
II C8
11 D8
Il E8
Il F8
1 G8
I H8
II'A9
I B9
I1C9
11 D9
IE9
II'F9
1G9
I H9
I A10
I B10
I C10
I D10
I E10
Il F10
I G10
I H10
A1l
II1B11
IIC11
I D11
IlE11
Il F11
I G11
I H11
Il A12
I1B12
II C12
I D12
Il E12
Il F12
I1G12
1H12

El
F1
Gl

34
46
41
27
35
31
25
44
50
26
36
29
25
34
19
32
45
45
25
25
50
27
33
46
40
26
22
49
25
38
32
20
25
37
19
22
41
42
38
36
23
32
22
41

38
41
34

pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa
pa

ko
ko
ko

0,759
3,648
1,214
0,054
0,512
4,12

0,253
0,851
0,264
0,001
0,136
0,104
0,281
0,247
1,645
0,169
0,307
0,582
1,41

0,695
0,586
0,093
0,155
3,745
0,849
0,413
0,023
0,073
0,092
0,295
0,039
0,243
0,333
1,988
0,525
2,342
1,138
0,456
0,718
1,227
0,269
3,013
0,551
2,867

0,229
0,173
0,281
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0,727
0,415
0,132
0,073
0,062
0,984
0,441
0,413
0,083
0,06

0,159
0,194
0,749
0,624
1,233
0,317
0,278
1,008
0,826
1,001
0,504
0,063
0,308
0,153
0,466
0,43

0,066
0,063
0,13

0,102
0,011
0,314
0,289
0,285
1,34

0,668
0,466
0,506
0,917
0,493
0,676
1,506
1,083
1,51

0,154
0,072
0,42
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1833 H1 28 ko 0,914 n 1,633 p
1832 A2 37 ko 0,895 n 1,233 n
1831 B2 27 ko 1,191 n 1,957 p
1828 Cc2 45 ko 1,24 n 0,466 n
1827 D2 54 ko 0,084 n 0,002 n
1824 E2 42 ko 1,578 p 0,478 n
1817 F2 20 ko 1,061 n 1,811 p
1816 G2 24 ko 0,425 n 1,281 n
1815 H2 43 ko 0,265 n 0,414 n
1812 A3 41 ko 0,14 n 0,06 n
1808 B3 57 ko 0,13 n 0,252 n
1802 C3 36 ko 0,543 n 0,583 n
1801 D3 54 ko 0,115 n 0,237 n
1800 E3 29 ko 0,428 n 0,924 n
1799 F3 35 ko 0,556 n 0,178 n
1798 G3 41 ko 0,108 n 0,133 n
1797 H3 20 ko 0,238 n 0,028 n
1796 A4 33 ko 0,665 n 0,416 n
1794 B4 45 ko 0,133 n 0,386 n
1793 Cc4 35 ko 0,42 n 0,363 n
1790 D4 44 ko 0,607 n 0,167 n
1785 E4 33 ko 0,304 n 0,894 n
1784 F4 39 ko 1,061 n 1,388 p
1778 G4 34 ko 0,088 n 0,091 n
1776 H4 33 ko 0,218 n 0,123 n
1761 A5 41 ko 0,196 n 0,068 n
1760 B5 42 ko 0,133 n 0,216 n
1759 C5 29 ko 0,065 n 0,824 n
1758 D5 36 ko 0,112 n 0,056 n
1755 E5 39 ko 0,195 n 0,742 n
1753 F5 44 ko 0,401 n 0,149 n
1741 G5 36 ko 0,43 n 0,213 n
1727 H5 35 ko 1,365 n 0,383 n
1720 A6 41 ko 0,176 n 0,175 n
1710 B6 42 ko 0,208 n 0,158 n
1706 C6 39 ko 0,424 n 0,108 n
1704 D6 33 ko 0,425 n 2,136 p
1702 E6 25 ko 0,47 n 0,414 n
1683 F6 52 ko 0,367 n 1,575 p
1679 G6 46 ko 1,737 p 1,364 p
1678 H6 32 ko 0,316 n 0,975 n
1658 A7 25 ko 0,054 n 0,178 n
1823 B7 35 ko 0,42 n 0,585 n
Anmerkung:

PAT-Nr: Patientennummer, Gruppe: Kontrollgruppe (ko), Patientengruppe (pa)
OD IgA/IgG: optische Dichte im Elisa fur CIgA bwz. ClgG

n: negativ, p: positiv, g: grenzwertig (wird als negativ gewertet)
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8.3. Nukleotiden - Sequenzen:

Candida albicans ERG16 Gene fiur Cytochrom p-450 L1A1:

Base count 590a 253c¢ 302g¢g 706 t

1 atcttacttc tttctttcaa tctttaatce atcaattttt atatataaat agacaaagaa

61 agggaattca atcgttattc tttccatatt tttccatatt acttgtcttc tttttattat atatataagt
121 ttcttttcaagaagatcata actcaatatg gctattgttg aaactgtcat tgatggcatt

181 aattattttt tgtcccttag tgttacacaa cagatcagta tattattagg ggttccattt

241 gtttacaact tagtatggca atatttatat tcattaagaa aagatagagc tccattagtg
301 ttttattgga ttccttggtt tggttctgca gcettcatatg gtcaacaacc ttatgaatit

361 ttcgaatcat gtcgtcaaaa gtatggtgat gtattttcat ttatgttatt agggaaatt

421 atgacggttt atttaggtcc aaaggtcat gaatttgttt ttaatgctaa attaatctgat

481 gtttctgctg aagatgctta taaacattta actactccag ttttcggtaa aggggttatt
541 tatgattgtc caaattccag attaatggaa caaaaaaaat ttgctaaatt tgctttgact
601 actgattcat ttaaaagata tgttcctaag attagagaag aaattttgaa ttattttgtt

661 actgatgaaa gtttcaaatt gaaagaaaaa actcatgggg ttgccaatgt tatgaaaact
721 caaccagaaa ttactattt cactgcttca agatctttat ttggtgatga aatagaaga
781 atttttgacc gttcattgc tcaactatat tctgatttag ataaaggttt tacccctatt

841 aattttgtt tccctaattt acctttacct cattattgga gacgtgatgc tgctcaaaag

901 aaaatctctg ctacttatat gaaagaaatt aaactgagaa gagaacgtgg tgatattgat
961 ccaaatcgtg atttaattga ttccttattg attcattcaa cttataaaga tggtgtgaaa
1021 atgactgatc aagaaattgc taatctttta attggtattc ttatgggtgg tcaacatact
1081 tctgcttcta cttctgcttg gttcttgtta catttaggtg aaaaacctca tttacaagat
1141 gttatttatc aagaagttgt tgaattattg aaagaaaaag gtggtgattt gaatgatttg
1201 scttatgaag atttacaaaa attaccatca gtcaataaca ctattaagga aactctcaga
1261 atgcatatgc cattacattc tatttttaga aaagttacta acccattaag aatccctgaa
1321 accaattata ttgttccaaa aggtcattat gttttagtt ctccaggtta tgctcatact

1381 agtgaaagat attttgataa ccctgaagat tttgatccaa ctagatggga tactgctget
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1441 gccaaagcta attctgtttc atttaactct tctgatgaag ttgattatgg gtttgggaaa
1501 gtttctaaag gggtttcttc accttattta ccatttggtg gtggtagaca tagatgtatt

1561 ggggaacaat ttgcttatgt tcaattagga accattttaa ctacttttgt ttattaattta

1621 agatggacta ttgatggtta taaagtgcct gaccctgatt atagttcaat ggtggtttta
1681 cctactgaac cagcagaaat catttgggaa aaaagagaaa cttgtatgtt ttaataaaac
1741 ggcaactttc tttcgattca gtgttctgat tgttttcatt ttgttactta gttggattaa

1801 catatataca catatacata caaatatatg atacatatag aatagaaatt a

publiziert in : Tolbert, V. B., Relationship between Candida Species and Cytokine Gene Polymorphisms in
Women with Chronic Recurrent Vulvovaginitis, Clinical center in the department of Obstetrics &
Gynecology, LMU Munich, 78, 2003
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