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Abstract (English)

Objectives: Candida species other than C. albicans display considerable differences in
their sensitivity to antifungal agents. Recent evidence suggests that these non-albicans
species are specifically present in patients with oral lichen planus (OLP). This is clinically
important since patients with symptomatic OLP frequently suffer from Candida
superinfection requiring the initiation of adequate antifungal therapy. To identify patients
at risk of carrying potentially drug-resistant Candida species, thus avoiding iatrogenic
selection mechanisms, the aim of this study was to determine factors influencing the yeast

spectrum composition and the emergence of mycotic superinfections in OLP.

Material and methods: This is a single-center, retrospective, observational study
analyzing data of 268 consecutive, symptomatic OLP patients who underwent swab
cultures for Candida between January 2015 and December 2019. Yeasts were isolated
using Sabouraud’s dextrose agar and CHROMagar™ Candida and identified using
matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass-spectrometry (MALDI-TOF
MS). Multivariate binary logistic regression analyses were applied to identify independent

influencing factors.

Results: Among 191 Candida isolates, C. albicans was the predominant species
(72.3%), followed by C. glabrata (7.3%) and C. dubliniensis (5.8%). Non-albicans species
were detected in 28.7% of Candida-positive individuals, with mixed colonisation being a
common phenomenon. Multivariate analysis revealed that the presence of C. dubliniensis
was significantly associated with a positive smoking history (p = 0.001), whereas non-
dubliniensis species were significantly more frequently present in patients using
removable dentures (p = 0.001). 97 patients (36.2%) suffered from Candida
superinfection of OLP, with erosive lesions being significantly more frequently affected (p
= 0.029). According to the multivariate analysis, increasing age (p = 0.016) and intake of
psychotropic drugs (p = 0.008) were independent contributory factors for superimposed

Candida infections.

Conclusions: This study highlights the clinical relevance of non-albicans Candida
species and the associated problems of microbial resistance in OLP. Evidence should be
considered when selecting an initial therapeutic regimen for superinfected OLP lesions.
In addition, the identification of certain risk factors offers new strategies for the prevention

of Candida superinfection in this patient group.



Zusammenfassung (Deutsch)

Ziele: Andere Candida-Arten als C. albicans weisen erhebliche Unterschiede hinsichtlich
ihrer Suszeptibilitat gegentber herkdmmlichen Antimykotika auf. Jingste Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass diese non-albicans Spezies bei Personen mit oralem Lichen
planus (OLP) besonders haufig vorkommen. Dies ist klinisch bedeutsam, da
Patient*innen mit symptomatischen OLP nicht selten von einer Candida-Superinfektion
betroffen sind, was die Einleitung einer geeigneten antimykotischen Therapie erfordert.
Um Risikopatient*innen flr Infektionen mit potenziell arzneimittelresistenten Candida-
Spezies identifizieren zu kdnnen und so iatrogene Selektionsprozesse zu vermeiden, war
es Ziel dieser Studie, Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung des Candida-Arten-

Spektrums und die Entstehung mykotischer Superinfektionen beim OLP zu ermitteln.

Material und Methoden: In einer monozentrischen, retrospektiven Beobachtungsstudie
wurden die Daten 268 konsekutiver, symptomatischer OLP-Patient*innen, bei denen
zwischen Januar 2015 und Dezember 2019 Schleimhautabstriche zum Nachweis von
Candida-Spezies durchgefuhrt wurden, analysiert. Die Hefekulturen wurden durch
Anzucht auf Sabouraud-Dextrose-Agar und CHROMagar™ Candida isoliert und mittels
Matrix-gestutzter Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-
TOF MS) identifiziert. Multivariate binare logistische Regressionsanalysen wurden zur

Identifikation unabhangiger Einflussfaktoren durchgefihrt.

Ergebnisse: Die insgesamt 191 Candida-lsolate waren Uberwiegend C. albicans
zuzuordnen, danach folgten C. glabrata (7,3%) und C. dubliniensis (5,8%). Non-albicans
Spezies konnten bei 28,7% der Candida-positiven Individuen nachgewiesen werden,
wobei Mischbesiedlungen ein haufiges Phanomen waren. Die multivariate Analyse
ergab, dass der Nachweis von C. dubliniensis signifikant mit einer positiven
Raucheranamnese assoziiert war (p = 0,001), wahrend andere non-albicans Spezies
signifikant haufiger bei Prothesentragenden nachgewiesen wurden (p = 0,001). 97
Patient*innen (36,2%) litten an einer Candida-Superinfektion des OLP, wobei erosive
Lasionen signifikant haufiger betroffen waren (p = 0,029). In der multivariaten Analyse
konnten fortschreitendes Alter (p = 0,016) und die Einnahme von Psychopharmaka (p =
0,008) als unabhangige Einflussfaktoren fir eine Superinfektion mit Hefen identifiziert

werden.



Schlussfolgerung: Die zugrundeliegende Studie verdeutlicht die klinische Relevanz von
non-albicans Candida-Spezies und die damit einhergehende Problematik mikrobieller
Resistenzen beim OLP. Die gewonnen Erkenntnisse sollten daher bei der
Entscheidungsfindung zur Behandlung von superinfizierten OLP-Lasionen berucksichtigt
werden. Darlber hinaus ermdoglicht die Identifikation konkreter Risikofaktoren neue

Strategien zur Pravention von Candida-Superinfektionen in dieser Personengruppe.



1 Einleitung

1.1 Darstellung des Forschungsstandes

Aufgrund der pandemischen Verbreitung des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und
der steigenden Zahl immungeschwachter Patient*innen, bedingt durch moderne
Praktiken der medizinischen Versorgung, kam es in den letzten Jahrzehnten zu einem
Wiederanstieg opportunistischer Infektionen, wie der oralen Candidiasis, der haufigsten
Pilzinfektion der Mundhdhle (1). Ferner stellt die zunehmende Entwicklung mikrobieller
Resistenzen in Verbindung mit einer Verschiebung des Erregerspektrums (engl.: species
shift) auch bei Candida-Mykosen eine zusatzliche therapeutische Herausforderung dar
(2).

Candida-Spezies sind ubiquitar in belebter und unbelebter Natur vorkommende Hefepilze
(Synonym:  Sprosspilze). Sie finden sich als opportunistisch-kommensale
Mikroorganismen vorwiegend oral, intestinal oder vaginal und werden in der Mundhohle
von gesunden Erwachsenen in 35 bis 80% auch ohne manifeste Symptome
nachgewiesen (3, 4). Der alleinige Nachweis von Candida-Spezies besitzt jedoch noch
keinen Krankheitswert per se. Fur den pathogenen Umschlag in eine klinisch manifeste
Candidiasis bedarf es vielfaltiger lokaler und/oder systemischer Ursachen, die meist
entweder mit einer Storung der ansassigen Mikroflora oder einer Beeintrachtigung der
Wirtsimmunitat einhergehen. Zu diesen zahlen hauptsachlich schleimhautgetragener
Zahnersatz, Avitaminosen, Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus, eine
kompromittierte Immunabwehr, Hyposalivation sowie die Therapie mit Antibiotika,
Zytostatika oder (inhalativen) Kortikosteroiden (5-7).

In der Klinik gilt es grundsatzlich die akut pseudomembrandse (obsolet: Soor) von der
erythematdsen und der hyperplastischen Candidiasis (Candida-Leukoplakie) zu
unterscheiden. Weitere klinische Bilder sind die Candida-assoziierte Prothesenstomatitis,
die Cheilitis angularis sowie die Glossitis rhombica mediana (8).

Daruber hinaus kommt es nicht selten zur Superinfektion praexistenter, meist
keratinisierter Mundschleimhauterkrankungen wie dem oralen Lichen planus (OLP) mit
Hefepilzen der Gattung Candida (8). Beim OLP handelt es sich um eine nicht-kontagiose,
subakut oder chronisch verlaufende, entzindliche Erkrankung der oralen Mukosa, die
bevorzugt Personen mittleren Alters und annahernd doppelt so haufig Frauen betrifft (9).

Der enorale Lichen zahlt mit einer Pravalenz von 1 bis 2% zu den haufigsten nicht-



infektiosen Mundschleimhaut-Pathologien und wird von der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) als prakanzerése Kondition eingestuft (9, 10). Zwar ist die genaue
Pathophysiologie dieser Erkrankung noch Gegenstand der Forschung, wahrscheinlich
aber kommt es zu einer immunologisch induzierten Degeneration der Basalschicht als
Zellreaktion zytotoxischer CD8*-Lymphozyten auf ein modifiziertes Oberflachenantigen
(Autoantigen) der basalen Keratinozyten (11). Als charakteristisch gelten feinretikulare,
hyperkeratotische Lasionen (Wickham-Striae), Papeln oder Plaques sowie
erythematose, erosive oder selten bullose Herde an der Mundschleimhaut (12), auf
denen sich sekundare Candida-Infektionen entwickeln kdnnen. Die drei letztgenannten
Formen werden unter dem Terminus ,erosiver Lichen planus® subsummiert und kdnnen

mit teils schweren Missempfindungen und Beschwerden einhergehen (9).

Auf der lasional vorgeschadigten Mukosa kann es entsprechend einfacher zur
Superinfektion mit fakultativ pathogenen Candida-Spezies kommen, mitunter begunstigt
durch weitere pradisponierende Faktoren (13). MutmaRlich férdern jedoch auch ein
metabolisches Ungleichgewicht in den betroffenen Epithelzellen, einhergehend mit der
Freisetzung von Zytokinen, sowie die Verfugbarkeit von Nahrstoffen aus zytolytischen
Prozessen eine Besiedlung und Proliferation von Candida (14). Erschwerend kommt
hinzu, dass die meisten Malknahmen zur Therapie symptomatischer Patient*innen in
Form topischer Kortikosteroide immunsuppressiv angelegt sind und folglich far
sekundare  Candida-Infektionen  pradisponieren  (15). Derartige = mikrobielle
Superinfektionen koénnen einerseits zur Exazerbation, andererseits aber auch zur
Maskierung der zugrundeliegenden Erkrankung flhren, da beide Pathologien mit
brennenden Schmerzen und atrophisch-erosiven Lasionen einhergehen (16). Ferner wird
neben einer symptomatischen und auch eine ursachliche Bedeutung in der
Kanzerisierung befallener OLP-Lasionen diskutiert. Die Invasion von Candida-Hyphen im
Rahmen des Infektionsprozesses stellt Uber die Produktion von N-Nitrosaminen und
extrazellularen Enzymen (Aspartyl-Proteinasen) sowie durch karzinogene Metabolite des
Candida-Stoffwechsels (z.B. Acetaldehyd) einen zusatzlichen Risikofaktor fur die maligne
Transformation betroffener La&sionen dar (17-19). Daruber hinaus besteht bei
Immunsupprimierten das Risiko einer deszendierenden Ausbreitung oder gar einer

lebensbedrohlichen systemischen Dissemination der Pilzinfektion (6).

In Bezug auf das Spektrum humanpathogener Candida-Spezies gilt Candida albicans
unverandert als bedeutendster Vertreter seiner Gattung und stellt auch bei OLP-



Patient*innen die haufigste aus oralen Proben isolierte Spezies dar (1, 20).
Epidemiologische Trends der letzten Jahrzehnte belegen jedoch, dass mit steigender
Haufigkeit auch andere, mutmalRlich weniger virulente Arten (non-albicans Spezies)
nachgewiesen werden (2, 21, 22). Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen sind
einerseits die zunehmende Genauigkeit und die umfangreichen Datenbanken moderner
kommerzieller Identifizierungs-Verfahren sowie ein genereller Anstieg der Zahl Candida-
assoziierter Mykosen (23). Wahrscheinlich spiegelt die steigende Inzidenz an non-
albicans Spezies jedoch auch eine inharent hohere Resistenz gegen bestimmte
Antimykotika, insbesondere vom Azol-Typ, im Vergleich zu C. albicans wider (24). So
fuhrte der haufige, oft kalkulierte Einsatz von Azol-Antimykotika in der Vergangenheit zu
einer positiven Selektion resistenterer Arten und partiell auch zu einem Ruckgang der
Isolierungsrate von C. albicans (25). Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte
dokumentierten intrinsische und erworbene Resistenzen gegen Azol-Antimykotika bei

Candida-Spezies, insbesondere bei C. glabrata und C. krusei (26).

Gemal aktueller Studien kdnnen non-albicans Spezies deutlich haufiger bei Betroffenen
mit OLP verglichen mit Schleimhautgesunden nachgewiesen werden (27). Diese
Erkenntnisse werden ungleich komplexer durch die Tatsache, dass von OLP-Lasionen
isolierte non-albicans Spezies ebenfalls Resistenzen gegen etablierte Azol-Therapeutika,
wie Clotrimazol und Fluconazol, aufweisen (20). Neben C. parapsilosis, C. glabrata, C.
krusei und C. tropicalis wurde vermehrt auch eine relativ junge Spezies, namentlich C.
dubliniensis, bei OLP-Patient*innen isoliert (20, 28, 29). Morphologisch haben sowohl C.
albicans als auch C. dubliniensis die Fahigkeit, Hyphen und Chlamydosporen zu
produzieren, ein bisheriges Alleinstellungsmerkmal fur C. albicans (30). Trotz dieser
phanotypischen Gemeinsamkeiten besitzt C. dubliniensis im Sinne eines reduktiven
Evolutionsprozesses weit weniger genomische Kapazitaten und ist daher von geringerer
pathogener Bedeutung verglichen mit C. albicans (31). Grundsatzlich weisen C.
dubliniensis-Stamme in der Uberwiegenden Mehrheit ein mit C. albicans vergleichbares
Suszeptibilitats-Profil auf (32). Dennoch gewinnt diese Spezies an klinischer Relevanz,
da in vitro Untersuchungen zeigen konnten, dass C. dubliniensis in der Lage ist, durch
Fluconazol-Exposition sehr rasch stabile Resistenzen gegen dieses Therapeutikum zu
entwickeln (33). Im Gegensatz zu C. albicans konnte zudem bei einigen C. dubliniensis-
Stammen in der Anwesenheit von Fluconazol eine erhohte Adharenz zu Epithelzellen
nachgewiesen werden (34).



Die Epidemiologie von non-albicans Spezies, insbesondere von C. dubliniensis, bei
Betroffenen mit OLP und die entsprechende klinische Bedeutung sind indes
weitestgehend unerforscht. Es bedarf demnach weiterer, umfangreicher Studien, um den
Zusammenhang zwischen non-albicans Spezies und irritablen Mundschleimhaut-
erkrankungen wie dem OLP zu eruieren und somit die potenziell pathogene Rolle dieser

Spezies klaren (27).

1.2 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Vor dem Hintergrund der Progredienz im Krankheitsverlauf und dem erhohten
Malignitatsrisiko im Zusammenhang mit Candida-Infektionen stellt die antimykotische
Therapie ein sinnvolles und wichtiges Adjuvans bei der Behandlung von OLP-
Patient*innen dar. Aufgrund der steigenden Inzidenz von non-albicans Spezies, auch
beim enoralen Lichen, kann es in Verbindung mit mikrobiellen Resistenzen jedoch zu
Behandlungsfehlern und infolgedessen zu einer iatrogenen Selektion resistenterer
Candida-Arten kommen (29). Ferner muss bericksichtigt werden, dass die
Unterscheidung zwischen C. albicans und C. dubliniensis in der Routinediagnostik nicht
immer zuverlassig gelingt, bedingt durch die enge phylogenetische Verwandtschaft
beider Arten (30). Es ist daher empfehlenswert, vor Einleitung der antimykotischen
Therapie eine korrekte Speziesbestimmung und, wenn mdglich, eine Prufung der

Suszeptibilitat gegenuber herkdmmlichen Antimykotika durchzufthren.

Da genaue mikrobiologische Diagnoseverfahren jedoch zeit- sowie kostenintensiv sind
und nicht allen klinisch-mikrobiologischen Laboren zur Verflgung stehen, ist eine initiale
Breitspektrum-Therapie in der Regel unumganglich (35). Um dennoch
Risikopatient*innen fur Infektionen mit potenziell medikamentenresistenten Candida-
Spezies fruhzeitig identifizieren zu konnen, war es primares Ziel dieser Studie,
spezifische Einflussfaktoren zu bestimmen, die eine vorlaufige Erregerdifferenzierung
zwischen C. albicans und C. dubliniensis respektive anderen non-albicans Spezies
erlauben. Hierfur wurden bekannte demographische, lokale, systemische und
lebensstilbezogene Faktoren, die das oropharyngeale Candida-Wachstum begunstigen,

auf ihre jeweiligen Auswirkungen hin vergleichend untersucht.

Um zukdnftig mykotischen Superinfektionen und der damit verbundenen

Selektionsproblematik vorbeugen zu kénnen, war es sekundares Ziel, selbige Faktoren



auf ihren Zusammenhang mit der Entstehung einer Candida-Superinfektion der OLP-

Lasionen zu analysieren.



2 Vertiefende Darstellung der Methodik

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine monozentrische,
retrospektive Beobachtungsstudie, die in der Abteilung fur Oralmedizin, zahnarztliche
Rontgenologie und Chirurgie des Instituts fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der
Charité — Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt wurde. Hierflr wurden im Zeitraum vom
01.01.2015 bis 31.12.2019 (5 Jahre) die Daten konsekutiver, symptomatischer OLP-
Patient*innen, bei denen eine mikrobiologische Diagnostik mittels
Mundschleimhautabstriches zum Nachweis von Candida-Spezies durchgefuhrt wurde,

retrospektiv evaluiert.

Entsprechend des observationalen Studiendesigns orientierte sich diese Untersuchung
an den Empfehlungen des Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology (STROBE) — Statements. Alle angewandten Verfahren, bei denen
retrospektiv Daten von Menschen verwendet wurden, entsprachen des ethischen
Standards der Erklarung von Helsinki 1964 und ihren spateren Anderungen oder
vergleichbaren ethischen Standards. Die formelle Genehmigung wurde von der
institutionellen Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin erteilt
(EA4/108/14).

2.2 Patient*innenkollektiv

Eingeschlossen wurden zunachst alle Patient*innen mit der klinischen und/oder
histologischen Diagnose eines OLP, bei welchen im oben genannten 5-Jahreszeitraum
ein  Mundschleimhautabstrich mit der gezielten Fragestellung nach Sprosspilzen
durchgefuhrt wurde. Samtliche Patient*innen wurden in diesem Zeitraum von einer
Fachzahnarztin oder einem Fachzahnarzt im Bereich Oralmedizin intra- sowie extraoral
untersucht und entsprechend therapiert. Die klinischen Diagnosekriterien fur den oralen
Lichen planus beinhalteten das Vorhandensein von bilateralen, zumeist symmetrischen
Lasionen, die in verschiedenen Varianten (retikulares Muster mit feinen graulich-weiflen
Linien, die sog. Wickham-Striae, sowie papuldse, plaqueartige, erythematdse, erosive
und bullése Formen) auftreten kdnnen. Um die klinischen Befunde objektiv visualisieren

zu koénnen, erfolgte in jedem Fall eine Fotodokumentation.



Die erhobenen Daten wurden anschlielend anhand folgender, vordefinierter

Ausschlusskriterien aufbereitet:

I.  klinische/histologische Diagnose einer anderen mukogingivalen Erkrankung aul3er
OLP,
II. derzeitige antimykotische (einschlieBlich Chlorhexidin) oder antibiotische
Therapie,
lll.  systemische immunsuppressive Therapie sowie HIV- positive Personen,
IV. positive Anamnese fur Anamien sowie fur Radiatio oder chirurgische Eingriffe

aufgrund maligner Erkrankungen im Kopf-/Halsbereich.

Zu Beginn wurden mittels manueller Suche samtliche Patient*innen erfasst, die im
angegebenen 5-Jahreszeitraum einer enoralen Sprosspilzdiagnostik unterzogen worden
waren (n = 1604). Nach Anwendung der Ein- und Ausschlusskriterien ergab sich ein
Studienkollektiv von n = 268 (16,7%) Patient*innen, deren Daten die Grundlage flur die
nachfolgende statistische Auswertung bildeten. Aus einer initialen Liste von n = 367
Patient*innen (22,9%) erfullten n = 99 Patient*innen mindestens ein Ausschlusskriterium
und wurden entsprechend von der retrospektiven Datenerhebung exkludiert (Abbildung
1).

Patient*innen mit enoraler
Sprosspilzdiagnostik — zwischen
2015 und 2019
n = 1604 (100%)

s \
Nichterfillen der Einschlusskriterien

n = 1237 (77,1%)
\ 4 \_ J

Patient*innen mit OLP-Diagnose / \
n =367 (22,9%) Ausschlusskriterien n = 99 (6,2%):

- andere mukogingivale Erkrankung

v

- antimikrobielle Therapie

A 4 - Immunsuppression (inkl. HIV)
Studienkollektiv - anamnestisch Anamien, Radiatio
n =268 (16,7%) \im Kopf-/Halsbereich /

Abbildung 1. Flussdiagramm zur Patient*innenauswahl
(eigene Darstellung)



2.3 Datenerhebung

Zur Erhebung der Daten wurde in einem initialen Schritt ein analoger
Datenerhebungsbogen entworfen, welcher nach probatorischer Anwendung an einigen
Patient*innennakten mehrfach Gberarbeitet wurde, bis die endgultige Version feststand.
Als primare Datenquelle flir personenbezogene Daten diente die elektronische
Patient*innenakte des Dokumentationssystems des Instituts fur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde an der Charité (CGM HIGHDENT PLUS). Zur Vervollstandigung des
Datensatzes wurde in einigen Fallen zudem auf bestellte Papierakten aus dem
Zentralarchiv zurlckgegriffen. Die mikrobiologischen Daten wurden, sofern die Befunde
analog oder digital hinterlegt waren, ebenfalls aus der Patient*innenakte enthommen. Bei
unzureichender Dokumentation wurden die archivierten Originalbefunde in Papierform

gesichtet.

Die Auswahl der Patient*innenvariablen erfolgte anhand von Ergebnissen
vorausgegangener Untersuchungen. Es wurden etablierte demografische, lokale,
systemische und lebensstilbezogene Einflussfaktoren, die das oropharyngeale
Hefepilzwachstum  beglnstigen, erfasst. Zusatzlich wurden das klinische
Erscheinungsbild des OLP sowie potenzielle atiologische Faktoren fur die Pathogenese

des Lichen planus dokumentiert.

Demografische Daten

Zu Beginn der Datenerhebung wurden fir jede Person die Basischarakteristika erfasst.
Diese umfassten Alter, Geschlecht, Geburtsdatum und Untersuchungsdatum, bei
welchem auch die mikrobiologische Probenentnahme erfolgte. Zudem wurde anhand von
Patient*innenangaben, Akteneintragen oder externen Befunden der Zeitpunkt der OLP-

Erstdiagnose dokumentiert.

Lebensstilbezogene Daten

Die Auswertung lebensstilbezogener Daten beruhte auf Selbstangaben der
Patient*innen. Alkohol- und Drogenkonsum wurden als zutreffend (,ja“) oder
nichtzutreffend (,nein®) gewertet. Fir den Faktor Rauchen wurde dokumentiert, ob es sich

um eine aktiv, ehemalig oder nie tabakrauchende Person handelt. Ferner wurde die



Menge des Tabakkonsums als moderat (< 15 Zigaretten pro Tag) oder hoch (= 15
Zigaretten pro Tag) gewertet. Einige Patient*innenakten enthielten zudem Angaben Gber

die bisherige Raucherdosis, welche in Packungsjahren angegeben wurde.

Komorbiditaten

Die Komorbiditaten wurden anhand der Aktenlage sowie anhand von Arztbriefen erfasst.
Unter dem Begriff ,Komorbiditaten“ wurden alle Erkrankungen verstanden, die neben
dem Lichen planus bestanden. Als relevante Erkrankungen wurden arterielle Hypertonie,
Hypothyreose, Diabetes mellitus, Asthma oder COPD, Autoimmunkrankheiten (z.B.
rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn), psychische Diagnosen (z.B. Angststérung,
Depression), neurologische Diagnosen, Allergien oder Unvertraglichkeiten,

Infektionskrankheiten und Malignitaten erfasst.

Relevante Begleitmedikation

Entsprechend der Aktenlage und anhand externer Befunde wurden relevante
Dauermedikationen mit Medikamentenname und Wirkstoffklasse erfasst. Besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf die Einnahme oder Anwendung lokal immunmodulierender
sowie potenziell xerogener Medikamente gelegt. Dokumentiert wurde die Einnahme von
Antihypertensiva, Antidiabetika oder Insulin, nicht-steroidalen Antirheumatika, inhalativen

Kortikosteroiden, Psychopharmaka und Protonenpumpen-inhibitoren.

Klinischer Befund und spezielle Anamnese

Der intra- und extraorale Befund sowie Angaben zur krankheitsbezogenen Anamnese
wurden anhand der Aktenlage erfasst und konnten in einigen Fallen durch Arztbriefe
erganzt werden. Das Tragen einer Zahnprothese wurde dichotom klassifiziert und als
zutreffend (,ja“) gewertet, wenn in mindestens einem Kiefer ein schleimhautgetragener
Zahnersatz vorhanden war. Die Diagnosestellung des OLP wurde als klinisch oder
histologisch gewertet. In Fallen, die nicht in der Charité biopsiert worden waren, konnte
die histologische Diagnose durch externe Befunde verifiziert werden. Bei der intraoralen
Befundung wurden routinemaRig die betroffenen Schleimhautareale und die klinische
Auspragung des OLP dokumentiert. Zur besseren Visualisierung wurden Art und
Lokalisation der Lasionen in das Schema zur Dokumentation von Mundschleimhaut-
Veranderungen nach Roed-Pedersen & Renstrup eingetragen (36). Extraorale

Manifestationen des Lichen planus wurden anhand von Selbstberichten der



Patient*innen, Akteneintragen oder Arztbriefen erfasst. Zudem wurde die Anwendung
topischer Kortikosteroide mit Wirkstoff und Applikationsform (z.B. Haftcreme oder
Spullésung) protokolliert, sofern diese nicht langer als 4 Wochen vor Abstrichentnahme
erfolgt war. In einigen Fallen waren auch Informationen zu vorherigen Therapieschemata

mit Kortikosteroiden verfugbar und wurden entsprechend dokumentiert.

2.4 Probengewinnung und mykologische Diagnostik

Die verwendeten Abstriche wurden im Rahmen der routinemikrobiologischen Diagnostik
bei Patient*innen entnommen, die ambulant in der Abteilung fir Oralmedizin,
zahnarztliche Rontgenologie und Chirurgie des Instituts far Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde der Charité — Universitatsmedizin Berlin behandelt wurden. Abgestrichen
wurde bei entsprechendem Verdacht auf eine mukosale Candida-Infektion. Dies erfolgte
in Form eines Mundschleimhaut-Abstriches von den betroffenen OLP-Lasionen mit
einem Nylon beflockten Probenentnahmetupfer (ESwab™, COPAN Diagnostics Inc.,
USA). Nach der Durchfuhrung des Abstrichs wurden die Proben sofort in ein
Transportgefald mit 1ml Amies-Medium (COPAN Diagnostics Inc., USA) uberfuhrt und
binnen 24 Stunden zur mikrobiologischen Befundung mit der Fragestellung nach

Sprosspilzen an das Labor Berlin (Charité Vivantes GmbH) gesendet.

Die Proben wurden anschlieRend fraktioniert auf den selektiven Nahrmedien
ausgestrichen. Zur Vereinzelung der isolierten Mikroorganismen kam das Verfahren des
Drei-Osen-Ausstriches zur Anwendung. Jede Probe erhielt eine Platte mit Sabouraud-
Dextrose-Agar (SDA mit Chloramphenicol und Gentamicin, pH = 6,8 + 0,2) und eine
Platte mit CHROMagar™ Candida (Becton Dickinson, USA). Die SDA-Platte wurde bei
28 °C und die CHROMagar™-Platte bei 36°C jeweils fur 4 Tage bebrutet. Sofern kein
Wachstum nach 4 Tagen erfolgte, wurde die Bebrutungszeit auf 7 Tage verlangert. Das
verwendete CHROMagar™ ist ein selektives Differenzierungsmedium zur Isolierung von
Pilzen. Die zugesetzten chromogenen Substrate setzen beim Abbau durch
speziesspezifische Enzyme verschiedenfarbige Verbindungen frei, was die
Differenzierung von bestimmten Spezies oder den Nachweis gewisser Organismen
erlaubt (37).

Der anfanglich morphologischen Zuordnung entsprechend dem Wachstum auf

CHROMagar™ Candida folgte die genaue |dentifizierung der Candida-Spezies. Hierfur
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wurden Proben vorkultivierter Einzelkolonien mittels Matrix-gestutzter
Laserdesorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDITOF MS, Vitek©
MS, bioMérieux, Frankreich) analysiert oder es erfolgte die biochemische Identifikation
mit der Vitek© 2 |ID-Karte (bioMérieux, Frankreich). Fur die zuverlassige Unterscheidung
von C. albicans und C. dubliniensis wurde zusatzlich nach dem Wachstum (dunkel)
gruner Kolonien auf CHROMagar™ Candida der Latexagglutinationstest (BICHRO-
DUBLI FUMOUZE®, Biosynex, Frankreich) verwendet.

Zudem wurde eine semiquantitative Bestimmung des Hefewachstums durchgefuhrt.
Hierfur wurden Kolonien gleicher Morphologie in beiden Nahrmedien gezahlt und das
Ergebnis in koloniebildenden Einheiten (KBE) ausgedrickt, wobei folgende Klassifikation

verwendet wurde:

Tabelle 1. Klassifikation fur die semiquantitative Auswertung des Hefewachstums

(eigene Darstellung)

Semiquantitatives Ergebnis Kriterium

Vereinzeltes Wachstum <10 KBE in der ersten Fraktion

Geringes Wachstum >10 KBE und Wachstum in der ersten Fraktion
MéRiges Wachstum Wachstum bis zur zweiten Fraktion
Reichliches Wachstum Wachstum bis zur dritten Fraktion

2.5 Diagnosekriterien einer Candida-Superinfektion

Die Diagnosestellung oraler Candida-Infektionen richtet sich in der Regel nach der
charakteristischen klinischen Symptomatik. Eine definitive Diagnose erfordert jedoch den
mikroskopischen Nachweis einer Gewebeinvasion durch Candida-Hyphen. Zwar ist diese
Technik zeit- und kostensparend, sie erlaubt jedoch weder eine Erreger-Differenzierung
noch eine Quantifizierung der isolierten Hefen (38). Als Surrogat fur die Verifikation einer
Hyphen-Invasion erfolgte die Diagnosestellung einer Candida-Superinfektion in der
vorliegenden Untersuchung neben klinischen Zeichen auch anhand para-klinischer

Befunde (Spezies-ldentifikation und Quantifizierung).

Die klinischen Kriterien einer Infektion umfassten den Verlust von Zungenpapillen,

Rotung und Fissuren auf dem Zungenrucken, erythematdse Lasionen sowie weil3e,
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abwischbare Plaques, und/oder Symptome wie Geschmacksverlust, Brennen und
Schmerzen. Als paraklinisches Kriterium galt mindestens ein ,maRiges Wachstum® einer
Candida-Spezies in der Laborkultur. Voraussetzung fur die Diagnose einer Candida-
Superinfektion war, dass beide oben genannten Kriterien erfullt wurden.
Dementsprechend erhielten alle Betroffenen eine lokale antimykotische Therapie mit
Nystatin-Gel, Amphotericin-B-Lutschtabletten oder Amphotericin-B-Mundspullésung
uber einen Zeitraum von mindestens drei Wochen. Bei allen Betroffenen zeigte sich nach
Abschluss der antimykotischen Therapie eine Remission der Symptomatik.

2.6 Statistische Auswertung

Alle analog erfassten Daten wurden mithilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes
Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation®, Redmond, USA) in einer Datenbank
digitalisiert. Unvollstandige Datensatze (n = 3) wurden miteinbezogen, sofern
demografische, klinische und mikrobiologische Informationen als Mindestanforderung
verfugbar waren (siehe Molkenthin et al., 2022) (39). Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem Programm SPSS® Version 25.0 (IBM®, Armonk, USA).

Diskrete Variablen wurden mit absoluten und relativen Haufigkeiten angegeben. Stetige
Variablen wurden mit Mittelwert und Standardabweichung angegeben. In der einfachen
univariaten Analyse wurden mittels Kreuztabellenanalyse und Chi-Quadrat-Test (oder
Fishers exaktem Test, wenn eine der erwarteten Zellhaufigkeiten unter 5 lag)
Zusammenhange zwischen diskreten Variablen und dem Nachweis von C. dubliniensis
respektive anderen non-albicans Spezies (jeweils verglichen mit C. albicans) sowie dem
Auftreten einer Candida-Superinfektion gepruft. Die Mittelwerte stetiger Variablen wurden

mit dem t-Test fur unabhangige Stichproben verglichen.

AnschlieRend wurden alle Variablen mit einem p-Wert < 0,2 in der univariaten Analyse,
einschlieBlich demografischer, lokaler, systemischer und lebensstilbezogener Faktoren,
in binomiale logistische Regressionsmodelle aufgenommen. Es wurden keine
Modellauswahlalgorithmen wie Ruckwarts- oder Vorwartsselektion angewendet. Die
abhangigen Variablen der drei Regressions-Modelle waren 1) der Nachweis von C.
dubliniensis, Il) der Nachweis anderer non-albicans Spezies und lll) das Auftreten einer
Candida-Superinfektion. Die Signifikanz der Modelle wurde getestet und die Modellgute

durch den Hosmer-Lemeshow-Test Uberprift. Eine mogliche Konfundierung durch
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Multikollinearitdt  der  Pradiktorvariablen  wurde mittels  Pearson-Korrelation
ausgeschlossen.

Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefuhrt und ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. Aufgrund des explorativen Charakters dieser

Untersuchung sind etwaige Signifikanzen als hypothesengenerierend zu interpretieren,

dementsprechend wurde keine Adjustierung flr multiples Testen durchgefuhrt.
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3 Wesentliche Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

Diese Studie umfasste insgesamt 268 Patient*innen, wahrend der Anteil weiblicher
Individuen deutlich Uberwog (210 weiblich und 58 mannlich). Eine detaillierte
geschlechtervergleichende Analyse der Charakteristika des Studienkollektivs ist in der
zugrundeliegenden Publikation einzusehen (39).

Das durchschnittliche Alter betrug 63,9 (x 12,2) Jahre, dabei lag das Durchschnittsalter
der Frauen deutlich ber dem mannlicher Patienten (p = 0,019). Klinisch dominierte die
non-erosive Verlaufsform des OLP, wobei 200 Patient*innen (74,6%) gleichzeitig
Lasionen verschiedener Krankheitsstadien aufwiesen — zumeist eine Kombination
retikulo-atrophisch-erosiver Lasionen. Bei der extraoralen Untersuchung, sowie aus
Arztbriefen ergab sich zudem bei 33 Patient*innen eine extraorale Manifestation des
Lichen planus, wovon Frauen signifikant haufiger betroffen waren (p = 0,020). Neben
Lasionen an der Haut waren auch Adnexe, Genital- oder Analschleimhaut, Konjunktiven
sowie Osophagusschleimhaut befallen. In 142 Fallen (53,0%) wurde die klinische
Diagnose des OLP durch eine Skalpellbiopsie mit anschliel3ender histopathologischer
Befundung erganzt. In allen anderen Fallen wurde aufgrund der eindeutigen und
charakteristischen Merkmale des OLP auf eine Biopsie verzichtet. Daruber hinaus hatten
42 Betroffene (15,7%) innerhalb der letzten vier Wochen vor Untersuchung fur maximal
14 konsekutive Tage topische Kortikosteroide (Triamcinolonacetonid oder
Clobetasolpropionat) in Form von Haftcremes, Spullosungen oder Gels angewendet.
Anamnestisch war auffallig, dass Frauen singifikant haufiger an Hypothyreose (p <
0,001), anderen Autoimmunkrankheiten (auf’er OLP, p = 0,025) und Asthma oder COPD
(p = 0,047) litten. Die haufigsten dauerhaft eingenommenen Medikamentenklassen
waren Antihypertensiva (ACE-Inhibitoren, AT-2-Rezeptorblocker, Beta-Rezeptorblocker,
Diuretika und Calcium-Antagonisten), nicht steroidale Antirheumatika (NSAR) und
Psychopharmaka (Antidepressiva, Neuroleptika, Antiepileptika, Anxiolytika und
Hypnotika). Hierbei ergaben sich geschlechter-vergleichend keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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3.2 Mykologische Ergebnisse

Insgesamt konnten im angegebenen Zeitraum von 164 Patient*innen (61,2%) 191
Candida-Spezies isoliert werden. Davon entfielen 72,3% auf C. albicans (84,1% der
Patient*innen), wahrend 13 verschiedene non-albicans Spezies einen Anteil von 27,7%
(28,7% der Patient*innen) reprasentierten (Abbildung 2). Die haufigsten non-albicans
Spezies waren C. glabrata (7,3%), C. dubliniensis (5,8%) sowie C. krusei und C.
parapsilosis (jeweils 2,6%). Mehr als die Halfte (56,6%) aller non-albicans-Isolate entfiel
auf Spezies, die haufig Resistenzen oder eine verminderte Suszeptibilitat gegentber
Azol-Antimykotika aufweisen (C. glabrata, C. krusei, C. dubliniensis). Diese Arten
konnten bei 18,3% aller Candida-positiven Patient*innen detektiert werden und hatten

einen Anteil von 15,7% an den Gesamtisolaten.

C. dubliniensis .
C. k 5(99
C. albicans 11 (21%) rusei 5 (9%)

138 (72%)

€

C. parapsilosis 5 (9%)

C. tropicalis 3 (6%)

C. kefyr 3 (6%)

non-albicans spp.
53 (28%)
C. guilliermondii 3 (6%)
C. glabrata
14 (26%)

C. sake, famata,
lipolytica, pulcherrima,
pelliculosa, rugosa
9 (17%)

Abbildung 2. Zusammensetzung des Spektrums isolierter Candida-Spezies
(modifiziert nach Molkenthin et al., 2022) (39)

Insgesamt wurde in 142 von 164 positiven Hefekulturen (86,6%) lediglich eine Candida-
Spezies nachgewiesen. 117 dieser Monokulturen entfielen auf C. albicans, wahrend in
den verbleibenden 25 Proben non-albicans Spezies detektiert wurden. Daneben konnte
in 22 Fallen (13,4%), im Sinne einer Mischkultur, mehr als eine Candida-Spezies kultiviert
werden. Zumeist handelte es sich um eine Co-Isolation von C. albicans mit einer oder
mehreren non-albicans Spezies (95,5% der Falle). Mischkulturen von C. albicans
zusammen mit C. glabrata waren mit 45,5% am haufigsten, gefolgt Mischkulturen
zusammen mit C. dubliniensis, welche zu 18,2% vorkamen. Eine Ubersicht (iber die

qualitative Zusammensetzung aller vorliegenden Mischkulturen bietet Tabelle 3.
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Tabelle 3. Qualitative Zusammensetzung der kultivierten Mischkulturen (n = 22)

(eigene Darstellung)

Zusammensetzung der Mischkultur Patient*innen, n (%)
C. albicans + C. glabrata 10 (45,5)

C. albicans + C. dubliniensis 4 (18,2)

C. albicans + C. krusei + C. kefyr 2(9,1)

C. albicans + C. tropicalis 1(4,5)

C. albicans + C. lipolytica 1(4,5)

C. albicans + C. krusei 1(4,5)

C. guilliermondii + C. parapsilosis 1(4,5)

C. albicans + C. glabrata + C. tropicalis 1(4,5)

C. albicans + C. glabrata + C. guilliermondii + C. parapsilosis 1(4,5)

3.3 Einfluss auf die Verteilung der Candida-Spezies

Um den Einfluss bestimmter Faktoren auf die Zusammensetzung des Arten-Spektrums
bestimmen zu koénnen, wurden Subgruppenanalysen durchgefihrt, welche alle
Patient*innen mit positiver Candida-Kultur (n = 164) einbezogen. Hierfur wurden die
klinischen und anamnestischen Parameter einer C. dubliniensis-Besiedlung respektive
einer non-dubliniensis-Besiedlung (jeweils mit oder ohne C. albicans) mit denen einer C.

albicans-Besiedlung (Reinkultur) verglichen (siehe Tabelle 4).

In der einfachen, bivariaten Analyse zeigte sich, dass die C. dubliniensis-Gruppe
verglichen mit C. albicans ein signifikant niedrigeres Durchschnittsalter aufwies (p =
0,039). Zudem war eine positive Raucheranamnese signifikant mit dem Nachweis von C.
dubliniensis assoziiert (p < 0,001). Zwar litten die Personen der C. dubliniensis-Gruppe
haufiger an Asthma/COPD und nahmen haufiger inhalative Kortikosteroide ein, jedoch
erwiesen sich diese Zusammenhange nicht als statistisch signifikant. Im Gegensatz dazu
war das Tragen eines herausnehmbaren Zahnersatzes signifikant mit dem Nachweis
anderer non-albicans Spezies (mit oder ohne C. albicans) assoziiert (p < 0,001). Auch
zeigte sich die Tendenz, dass ein hoheres Lebensalter und das Vorliegen von
Autoimmunkrankheiten fur eine Besiedlung mit non-dubliniensis Spezies pradisponieren,

jedoch wurde fur diese Faktoren keine statistische Signifikanz erreicht.
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Ein logistisches Regressionsmodell (x?(4) = 18,13; p = 0,001), welches Alter,
Asthma/COPD, inhalative Kortikosteroide und Tabakrauchen einschloss, ergab, dass
Tabakrauchen zum Untersuchungszeitpunkt der einzig signifikante Einflussfaktor fur eine
Besiedlung mit C. dubliniensis war (p = 0,001; OR = 10,51 (95% CI [2,52; 43,83]). Die
Berechnung einer zweiten logistischen Regression (x?(4) = 18,13; p = 0,001) konnte unter
Einbeziehung der Faktoren Alter, Autoimmunerkrankungen und herausnehmbarer
Zahnersatz bestatigen, dass alleinig das Tragen eines herausnehmbaren Zahnersatzes
die Wahrscheinlichkeit fur den Nachweis anderer non-albicans Spezies signifikant
erhdhte (p = 0,001; OR =4,19; 95% CI [1,78; 9,88]).
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Tabelle 3. Vergleich von Einflussfaktoren und ihrem Zusammenhang mit C. dubliniensis und anderen non-
albicans Spezies
(modifiziert nach Molkenthin et al., 2022) (39)

Candida Candida Andere non-
Einflussfaktoren albicans dubliniensis P2 esl:)b:ans P2
(n=117) (n=11) (n = 36)
Anzahl (%) Anzahl (%) “Anzahl (%)
Demografie
Mittleres Alter (SD) 66,2 (+ 10,5) 58,9 (+ 16,1) 0,039 69,1 (9,50 0,129
Geschlecht (ménnlich) 24 (20,5) 0 (0) - 6 (16,7) 0,611
Lokal
Erosiver OLP 56 (47,9) 4 (36,4) 0,465 13 (36,1) 0,215
Topische Kortikosteroide 18 (15,4) 2 (18,2) 0,682 7 (19,4) 0,565
Inhalative Kortikosteroide 6 (5,2) 2 (18,2) 0,145 2 (5,6) 1,000
Herausnehmbarer ZE 28 (24,3) 4 (36,4) 0,469 21 (58,3) <0,001
Systemisch
Hypothyreose 38 (32,8) 3(27,3) 1,000 9 (25,0) 0,379
Diabetes mellitus 21 (18,1) 0 (0) - 7 (19,4) 0,856
Autoimmunkrankheiten 20 (17,2) 3 (27,3) 0,418 11 (30,6) 0,083
Asthma/COPD 13 (11,2) 3(27,3) 0,144 3(8,3) 0,763
Medikamenten-induziert
Antihypertensiva 70 (60,9) 5 (45,5) 0,320 20 (55,6) 0,571
Psychopharmaka 18 (15,7) 2 (18,2) 0,686 6 (16,7) 0,884
Protonenpumpeninhibitoren 13 (11,3) 1(9,1) 1,000 6 (16,7) 0,397
Lebensstil
Rauchend 14 (12,2) 7 (63,6) <0,001 2 (5,6) 0,360
Ehemalig rauchend 27 (23,5) 1(9,1) 0,453 8 (22,2) 0,876

Klassifizierung: C. albicans-Monokultur, C. dubliniensis und andere non-albicans Spezies (jeweils mit oder
ohne C. albicans); Fur Patient*innen mit C. albicans lagen vollstdndige Daten zu Komorbiditaten in 116
Fallen und zu Medikamenten, herausnehmbarem Zahnersatz sowie Tabakrauchen in 115 Fallen vor. SD =
Standardabweichung OLP = oraler Lichen planus; COPD = chronic obstructive pulmonary disease; @ C.
albicans-Monokultur als Referenz; ® Medikamente, die mit hoher Evidenz Hyposalivation verursachen
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3.4 Einfluss auf die Entstehung einer Candida-Superinfektion

Bei insgesamt 97 Betroffenen (36,2%) wurde eine manifeste Superinfektion der OLP-
Lasionen mit Candida-Spezies anhand klinischer und para-klinischer Kriterien (siehe
Methodik) diagnostiziert. Fur alle Patient*innen, die in der Kultur lediglich geringes,
vereinzeltes oder gar kein Sprosspilzwachstum aufwiesen, wurde angenommen, dass
keine mikrobielle Infektion und kein entsprechender Therapiebedarf vorlagen. Eine
vergleichende Analyse der Charakteristika von Personen mit und ohne Candida-

Superinfektion ist in Tabelle 5 dargestellt.

Zunachst liel® sich feststellen, dass Personen mit erosiven OLP-Lasionen signifikant
haufiger von Superinfektionen durch Candida-Spezies betroffen waren als solche mit
non-erosiven Verlaufsformen (p = 0,029). Fur diese Patient*innen besteht somit neben
der hdheren Entartungsrate erosiver Lasionen ein weiterer Risikofaktor flr eine maligne
Transformation.

Die univariate Analyse potenzieller Einflussfaktoren ergab, dass Personen mit einer
Superinfektion des OLP signifikant haufiger einen herausnehmbaren Zahnersatz trugen
(p = 0,031) und ein deutlich hdoheres Durchschnittsalter aufwiesen (p < 0,001) als
Personen, bei denen keine Infektion vorlag. Zudem konnte dargestellt werden, dass
Personen mit zusatzlichen Autoimmunerkrankungen (p = 0,040) und mit Diabetes
mellitus (p = 0,070) haufiger von einer Superinfektion durch Hefen betroffen waren. Auch
die Einnahme folgender Medikamente war signifikant mit dem Vorliegen einer
Superinfektion assoziiert: Antihypertensiva (p = 0,002) und Psychopharmaka (p = 0,002).
Interessanterweise war die Anwendung topischer Kortikosteroide unter beiden Gruppen
beinahe gleich haufig ausgepragt und hatte keinen relevanten Einfluss auf die
Entstehung einer Candida-Infektion (p = 0,944).

AnschlieRend wurde eine binomiale logistische Regression (x2(6) = 28,19; p < 0,001)
berechnet, um zu prifen, inwiefern die Faktoren Alter, Tragen eines
herausnehmbaren Zahnersatzes, Diabetes, zusatzliche Autoimmunkrankheiten
sowie die Einnahme von Antihypertensiva und Psychopharmaka dazu
beitragen, eine Candida-Superinfektion zu entwickeln. Von den funf eingeschlossenen
Variablen waren nur zwei signifikant: Alter (p = 0,016) und Psychopharmaka (p =
0,008). Sowohl zunehmendes Lebensalter (OR = 1,03; 95% CI [1,01; 1,06]) als
auch die Einnahme psychoaktiver Medikamente (OR = 3,15; 95% CI [1,36; 7,29])

erhohten das Risiko, an einer mykotischen Superinfektion zu erkranken.
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Tabelle 4. Vergleich pradisponierender Faktoren fir eine Candida-Superinfektion des OLP
(modifiziert nach Molkenthin et al., 2022) (39)

Keine Infektion

Superinfektion

Pradisponierende Faktoren (n=171) (n=97) P2
Anzahl (%) Anzahl (%)
Demografie
Mittleres Alter (SD) 61,7 (£ 12,8) 67,6 (+ 10,1) <0,001
Geschlecht (ménnlich) 39 (22,8) 19 (19,6) 0,539
Lokal
Erosiver OLP 63 (36,8) 49 (50,5) 0,029
Topische Kortikosteroide 27 (15,8) 15 (15,5) 0,944
Inhalative Kortikosteroide 7(4,1) 7(7,3) 0,271
Herausnehmbarer Zahnersatz 33 (19,5) 30 (31,3) 0,031
Systemisch
Hypothyreose 47 (27,8) 29 (29,9) 0,717
Diabetes mellitus 18 (10,7) 18 (18,6) 0,070
Autoimmunkrankheiten 22 (13,0) 22 (22,7) 0,041
Asthma/COPD 15 (8,9) 13 (13,4) 0,247
Medikamenten-induziert ®
Antihypertensiva 77 (45,6) 63 (65,6) 0,002
Psychopharmaka 12 (7,1) 19 (19,8) 0,002
Protononenpumpeninhibitoren 14 (8,3) 12 (12,5) 0,267
Lebensstil
Rauchend 27 (16,0) 13 (13,5) 0,595
Ehemalig rauchend 33 (19,5) 22 (22,9) 0,513

Vollstdndige Daten bezuglich Komorbiditaten waren verfugbar in 266 Fallen und beziglich Medikation,
Vorhandensein eines herausnehmbaren Zahnersatzes und Tabakrauchen
Standardabweichung; OLP = oraler Lichen planus; ZE = Zahnersatz; COPD = chronic obstructive
pulmonary disease; 2 Keine Infektion vs. Superinfektion; ® Medikamente, die mit hoher Evidenz

Hyposalivation verursachen
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

In der vorliegenden Untersuchung erfolgte die Diagnosestellung eines OLP bei 47%
(126/268) der Inkludierten anhand Kklinischer Kriterien. Zwar empfehlen einige
Autor*innen eine zusatzliche histopathologische Diagnosesicherung, dennoch gilt ein
ausgepragter retikularer OLP mit bilateralem und symmetrischen Befall der
Mundschleimhaut  sowie  simultan  kutanen  Effloreszenzen  durchaus als
pathognomonisch (40). Idealerweise wurde die Diagnose eines OLP sowohl klinische als
auch histopathologische Kriterien enthalten, auch um das Risiko fur Fehldiagnosen zu

minimieren (41).

In der Abteilung wurden bei Verdacht auf Infektionen/Superinfektionen routinemafig
Mundschleimhautabstriche zum Nachweis von Candida-Arten eingesetzt, da diese
Methode schnell und einfach angewendet werden kann, die ortsspezifische Isolierung
lebensfahiger Zellen ermoglicht und bereits in vielen privaten, ambulanten und
stationaren Einrichtungen etabliert ist. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass sie
im Gegensatz zu anderen Techniken (Imprint-Kultur, konzentrierte Mundspullésung,
Sammlung von Vollspeichel) keine Quantifizierung, sondern nur eine semi-quantitative
Schatzung der isolierten Mikroorganismen zulasst (42). Zwar kann die Analyse
koloniebildender Einheiten nltzlich sein, derzeit existiert jedoch kein standardisiertes
Protokoll zur Entnahme enoraler Proben. Folglich ist es schwierig, quantitative Angaben
aulderhalb eines standardisierten Forschungsprotokolls miteinander zu vergleichen und
ein Kriterium zu bestimmen, welches das Vorliegen einer Infektion definiert. Durch die
Verwendung lasionaler Mundschleimhautabstriche ist die vorliegende Untersuchung
entsprechend besser auf die meisten klinischen Settings Ubertragbar. Ferner kam diese

Technik bereits in einer Vielzahl anderer Studien zur Anwendung (20, 43-45).

Die zuverlassigste Diagnose einer Candida-Infektion ist zweifelsfrei der mikroskopische
Nachweis einer Hyphen-Invasion des betroffenen Gewebes (38). Obwohl diese Technik
schnell und kostensparend zu realisieren ist, erlaubt sie keine genaue Erreger-
Differenzierung auferhalb aufwendiger DNA-basierter Techniken. Beim Vorliegen
definierter Schleimhautlasionen, wie in dieser Untersuchung, ist grundsatzlich eine
direkte Probenentnahme mit anschliefender Kultivierung und Spezies-Bestimmung

vorzuziehen (3, 38). Zudem sprachen alle Betroffenen auf eine antimykotische Therapie
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an, was nahelegt, dass eine zuverlassige Diagnosestellung anhand der verwendeten

Kriterien moglich war.

Traditionelle Methoden zur Identifizierung von Candida-Arten basieren auf
morphologischen und physiologischen Merkmalen. Zwar handelt es sich um
kosteneffiziente und praktische Verfahren flr die Routinediagnostik Kklinisch-
mikrobiologischer Labore, angesichts der hohen phanotypischen Variabilitat und
komplexen Taxonomie dieser Gattung erwies sich die Identifizierung auf Grundlage
traditioneller Methoden jedoch als wenig zuverlassig (46). Vor dem Hintergrund eines
zunehmenden Erregerwechsels in Verbindung mit mikrobiellen Resistenzen ist eine
korrekte Erregerbestimmung unabdingbar geworden. Folglich kommt im Labor Berlin
(Charité  Vivantes GmbH) das Verfahren der Matrix-gestutzten Laser
Desorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) zum Einsatz.
Diese Technik hat sich als schnelle, zuverlassige und 6konomische Alternative zu
herkdbmmlichen Verfahren in der mikrobiologischen Diagnostik etabliert (47). Darlber
hinaus hat sich gezeigt, dass mit MALDI-TOF MS ebenso eine erfolgreiche
Diskriminierung zwischen C. albicans und C. dubliniensis moglich ist (47).

4.2 Interpretation und Einordnung der Ergebnisse

In der vorliegenden Untersuchung konnten aus routinediagnostischen Abstrichen von
164 OLP-Patient*innen 191 Candida-Arten isoliert werden. Erwartungsgemal entfiel die
Uberwiegende Mehrheit dieser Isolate auf C. albicans (39). In Ubereinstimmung mit
vergleichbaren Literaturangaben, die C. albicans bei 73 bis 100% der Betroffenen mit
OLP nachweisen konnten, bestatigt dieser Befund die bestandige Dominanz dieser
Spezies im oralen Hefepilzspektrum (20, 48, 49). Gleichwohl wurden bei 28,7% der
Candida-positiven Individuen non-albicans Spezies gefunden, was gegenuber fruheren
Publikationen einen vergleichsweise hohen Wert darstellt (43, 45, 50-52). Diese
Schwankungen lassen sich auf Unterschiede in den Studienpopulationen und den
Methoden der Probenentnahme sowie der mykologischen Diagnostik (siehe Diskussion
der Methodik) zurlckfuhren. Auch geografische Variationen hinsichtlich der Haufigkeit
verschiedener Arten sind denkbar. Dennoch kann flr die vorliegende Stichprobe ebenso
ein fortschreitender Erregerwechsel zu non-albicans Spezies als Ausdruck der Selektion
resistenterer Arten angenommen werden.

Zwar konnte diese Arbeit mangels schleimhautgesunder Kontrollgruppe nicht verifizieren,
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dass non-albicans Spezies tatsachlich haufiger beim OLP nachgewiesen werden, jedoch
verdeutlichen die Ergebnisse, dass diese Arten einen relevanten Anteil an der

Gesamtheit oraler Sprosspilz-Isolate reprasentieren.

Ein bemerkenswerter mykologischer Befund war zudem, dass der Nachweis von non-
albicans Spezies haufig mit dem Vorliegen von Mischkulturen bestehend aus mehreren
Hefepilzarten einherging (46,8%), wobei es sich zumeist um eine gleichzeitige
Besiedlung durch C. albicans und C. glabrata handelte (39). Polymikrobielle Biofilme mit
mehreren Candida-Arten sind auch in der Fachliteratur ein bekanntes Phanomen,
welches bei bis zu 15% der Candida-positiven Individuen auftreten kann (53). Im
konkreten Fall tragt die durch Sekretion histolytischer Enzyme hervorgerufene
Gewebezerstorung zur Invasivitat der Hyphen von C. albicans bei, die als strukturelles
Gerust fur die Invasion von C. glabrata fungieren und zur erhohten Pathogenitat beider
Arten beitragen (54). Ahnliche synergistische Beziehungen zu C. albicans konnten auch
fur C. tropicalis und C. dubliniensis nachgewiesen werden, was auf einen kompetitiven
Vorteil fur diese weniger virulenten Arten hindeutet (55). Ein weiteres Merkmal von
Polyspezies-Biofilmen ist die erhohte Widerstandsfahigkeit gegentber antimikrobiellen
Behandlungen, infolgedessen es zur Persistenz schwer therapierbarer Infektionen
kommen kann (56). Aus klinischer Sicht sind diese Beobachtungen besonders
hervorzuheben, da die Problematik mikrobieller Resistenzen im Zusammenhang mit non-

albicans Spezies durch Mischinfektionen zusatzlich verscharft wird.

Entsprechend den Ergebnissen anderer Arbeiten konnte C. glabrata in der
zugrundeliegenden Studie mit 7,3% aller Isolate als haufigster Vertreter der non-albicans-
Gruppe bestatigt werden (35, 57-59). Insbesondere der weit verbreitete Einsatz von
Fluconazol fuhrte in den letzten Jahrzehnten dazu, dass diese intrinsisch Azol-resistente
Spezies mittlerweile die zweit- oder dritthaufigste Ursache samtlicher Formen der
Candidiasis darstellt und 5 bis 8% aller Candida-Isolate reprasentiert, jeweils abhangig
von Probenentnahmeort und untersuchter Kohorte (60).

Zudem entfielen elf Isolate auf C. dubliniensis, der zweithaufigsten non-albicans Spezies
in dieser Studie, die erstmals 1995 an der Universitat von Dublin aus oralen Proben von
HIV-positiven und AIDS-Patient*innen mit rezidivierenden Candidosen identifiziert wurde
(30). Obwohl ein Grofteil der Daten uUber die Inzidenz von C. dubliniensis aus Studien
mit HIV-Infizierten stammt, konnten mehrere Untersuchungen diese Spezies auch bei
HIV-negativen Personen und Schleimhautgesunden nachweisen (61). Zuletzt berichteten
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danische Autor*innen von einer besonders hohen Nachweisrate (16%) dieser Spezies
bei einer OLP-Kohorte mit oralen Candidosen (29). Im Kontext weiterer Studien (20, 28,
62) stutzt dies die Vermutung, dass das epidemiologische Profil von C. dubliniensis nicht
nur auf stark immungeschwachte Personen-Gruppen begrenzt ist. Es ist anzunehmen,
dass die Pravalenz dieser Spezies bei gesunden Menschen aufgrund ineffizienter
Probenentnahme- oder Identifizierungsmethoden unterschatzt wurde (61) und C.
dubliniensis in geringem Mal3e auch einen Teil der oralen Mikroflora von Betroffenen mit

irritablen Mundschleimhauterkrankungen darstellt.

Im Hinblick auf die primare Zielstellung der zugrundeliegenden Arbeit belegen die
Ergebnisse, dass konkrete Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die
Zusammensetzung des Hefen-Spektrums hatten und somit eine vorlaufige Erreger-
Differenzierung erlauben (39).

So konnte Tabakrauchen als unabhangiger Einflussfaktor auf den Nachweis von C.
dubliniensis identifiziert werden. Aus klinischer Sicht ist dieses Ergebnis bemerkenswert,
da im Falle von Superinfektionen bei dieser Personengruppe ein weiterer Risikofaktor
(Tabakrauchen) fur eine maligne Transformation des OLP vorhanden ware. Bestatigung
findet diese Beobachtung in einer Fall-Kontroll-Studie von Navabi und Mitarbeitenden,
die C. dubliniensis ausschlieBlich in der Mundhdhle tabakrauchender Personen
nachweisen konnten (63). Dieser Zusammenhang lasst sich unter anderem auf eine
Reihe lokaler (Alterationen des Mundhdhlenepithels) und immunologischer (Abnahme
der Immunglobulin-A-Konzentration, Hemmung der Leukozytenfunktion) Veranderungen
als Folge des Tabakrauchens zurtickfiuhren (64, 65), wodurch eine Besiedlung mit
weniger virulenten Arten, wie C. dubliniensis, begunstigt wird. Zudem fordert die
Exposition gegenuber Tabakrauch nachweislich die Bildung mikrobieller Biofilme,
einschlieB3lich solcher mit Candida-Organismen (66). Interessanterweise konnte in einer
kirzlich publizierten in-vitro-Studie ein direkter positiver Einfluss von Tabakrauch auf
verschiedene  pathogenitatsrelevante  Eigenschaften  (enzymatische  Aktivitat,
Oberflachenadharenz, Keimschlauchbildung) von C. dubliniensis und C. albicans
nachgewiesen werden (67). Es bleibt ungeklart, warum das klinische Korrelat der
gesteigerten Virulenz, also die hohere Pravalenz, in dieser Stichprobe nur bei C.
dubliniensis zu beobachten war. Denkbar ist jedoch, dass in Biofiimen gebundene
Hefezellen ein anderes Ansprechverhalten auf Tabakrauch zeigen als planktonische

Isolate, wie sie in der zitierten Studie verwendet wurden.
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Eine weitere Publikation konnte zeigen, dass Tabakrauchen, insbesondere der Konsum
von mehr als zehn Zigaretten pro Tag, mit einer vermehrten Anwendung antimykotischer
Medikamente einherging (35). Die haufige Exposition dieser Personengruppe gegenulber
konventionellen Antimykotika konnte daher zur Selektion von C. dubliniensis beigetragen
haben, vor allem da erworbene Resistenzen bei dieser Spezies eine wichtige Rolle
spielen. Unterstutzt wird diese Theorie durch Erkenntnisse von Kragelund et al., die
feststellen konnten, dass C. dubliniensis bei OLP-Patient*innen, die zuvor
einer antimykotischen Therapie ausgesetzt waren, Uberreprasentiert war (29). Da
in der vorliegenden Untersuchung weder Daten Uber die bisherige
Anwendung von  Antimykotika noch Uber vorausgegangene orale Candida-
Infektionen einbezogen werden konnten, war es uns nicht mdglich, diese Befunde

anhand unserer Studienpopulation zu verifizieren.

Im Gegensatz dazu wurden non-dubliniensis Spezies signifikant haufiger bei Personen
mit einem herausnehmbaren Zahnersatz nachgewiesen (39). Eine Reihe vorhergehender
Untersuchungen konnte bereits feststellen, dass das Tragen schleimhautgetragener
Zahnprothesen nicht nur die Quantitat der oralen Candida-Besiedlung, sondern auch das
Spektrum nachzuweisender Spezies beeinflusst (35, 68, 69). So kdnnen erhdhte
Pravalenzen an non-albicans Spezies aus der Mundhdhle dieser Patient*innengruppe im
Vergleich zu Personen ohne einen solchen Zahnersatz erbracht werden (70-72). Die
wahrscheinlichste Erklarung fur dieses Phanomen ist, dass Prothesentragende bedingt
durch Veranderungen der oralen Mikroumgebung und mechanische lIrritationen im Laufe
ihres Lebens haufig von langwierigen und/oder rezidivierenden Candidosen betroffen
sind (71). Folglich sind sie vielfach antimykotischen Behandlungen ausgesetzt, was einen
sukzessiven Erregerwechsel zu resistenteren Arten (wie C. glabrata und C. krusei)
begunstigt (35). Des Weiteren konnte die ausgepragte Fahigkeit von non-albicans
Spezies, sich in polymikrobiellen Biofilmen zu strukturieren, sehr vorteilhaft fir Anheftung
an prothetische Kunststoffoberflachen sein (70). Die Resistenz solcher Biofilme
gegenuber antimykotischen Wirkstoffen koénnte wiederum die hohe Rezidivrate
prothesenassoziierter Pilzinfektionen erklaren und einen moglichen Selektionsprozess
zusatzlich begunstigen.

Zwar war der Nachweis anderer non-albicans Spezies nicht altersabhangig, jedoch ist
davon auszugehen, dass vor allem altere Menschen mit herausnehmbarem Zahnersatz

versorgt werden. Daher konnte mit einer alternden Bevolkerung indirekt auch die oben
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genannte Problematik einhergehen.
Kontrar zu einer Studie aus Indien (20) konnten in dieser Untersuchung non-albicans
Spezies (einschl. C. dubliniensis) nicht haufiger bei Betroffenen mit erosiver OLP-

Verlaufsform nachgewiesen werden.

AbschlieRend zeigte die vorliegende Arbeit, dass die Entstehung von Candida-
Superinfektionen beim OLP zusatzlich dem Einfluss folgender Faktoren unterliegt (39).
Die Stichprobe wies eine altersabhangige Haufung von Hefepilz-Infektionen auf, wobei
das Infektionsrisiko mit jedem Lebensjahr zunahm. Heutzutage gelten ein hohes
Lebensalter sowie die damit assoziierten Komorbiditaten und Veranderungen der
Wirtsimmunitat als Hauptursache fur Pilzinfektionen der Mundschleimhaut (7). Doch auch
iatrogene Faktoren, wie die gleichzeitige Einnahme mehrerer Medikamente und die
Versorgung mit herausnehmbarem Zahnersatz haben einen wesentlichen Einfluss auf
die orale Hefepilzbesiedlung bei alteren Menschen (59). Es ist nicht abschlielend zu
klaren, ob die hohere Inzidenz an Candida-Superinfektionen direktes Ergebnis des
Alterungsprozesses oder indirekt die Folge anderer pradisponierender Faktoren ist.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer serbischen Studie waren Patient*innen
unter psychoaktiver Medikation ebenfalls deutlich haufiger von einer Superinfektion der
OLP-Lasionen betroffen (44). Die Autor*innen hatten unter anderem die Einnahme von
Benzodiazepinen als pradisponierenden Faktor fur eine Candida-Infektion beim OLP
identifiziert. Viele Arzneimittelgruppen sind bekannt dafur, dass sie Mundtrockenheit
hervorrufen oder beglnstigen. Da die Innervation der Speicheldrisen durch das
vegetative Nervensystem erfolgt, kommt Medikamenten mit anticholinerger Wirkung,
insbesondere Psychopharmaka, eine wesentliche Rolle in der Atiologie pharmakogener
Mundtrockenheit zu (73). Eine Haufung der anticholinergen Aktivitat durch
Multimedikation fuhrt zur sogenannten anticholinergen Last (,anticholinergic burden®),
infolgedessen das Risiko fur eine Hyposalivation deutlich steigt (74). Im Allgemeinen
gelten Antidepressiva und Neuroleptika, aber auch Benzodiazepine sowie
Antiparkinsonika als Arzneien mit starker xerogener Wirkung (75). Ein gestorter
Speichelfluss wiederum kann durch die ausbleibende Spulwirkung sowie das Fehlen
antimikrobieller Speichelbestandteile (Lysozym, Lactoferrin, Histatine) die Entstehung
einer Candida-Infektion begunstigen (7). Es ist also davon auszugehen, dass das
gehaufte Auftreten mykotischer Superinfektionen bei psychopharmazeutisch betreuten
Personen Ausdruck einer gestorten Speicheldrisenfunktion ist.
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Interessanterweise zeigten Betroffene mit einer erosiven OLP-Verlaufsform gehauft
Candida-Superinfektionen (39). In der Fachliteratur finden sich diesbezlglich
ubereinstimmende Berichte (16, 48, 76, 77). Eine mogliche Erklarung fur diesen
Zusammenhang liefern chinesische Autor*innen, die zeigen konnten, dass Candida-
Isolate aus der Mundhdhle von OLP-Patient*innen eine gesteigerte Virulenz aufweisen.
Dies begunstigt einerseits die Anheftung an das Mundschleimhautepithel und verstarkt
andererseits den bestehenden chronischen Entzindungsprozess (48). Speziell wird die
Expression proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-17 und IL-23) durch die Anwesenheit
fungaler Pathogene hochreguliert, was sowohl die Entstehung neuer OLP-Lasionen als
auch die Progression bestehender Herde férdert (78). Dementsprechend konnten
Lundstrom und Mitarbeitende zeigen, dass eine antimykotische Therapie in Uber 90%
dieser Falle zur Remission der atrophisch-erosiven Lasionen fuhrte (43).

4.3 Limitationen

Die vorliegende Arbeit weist einige Limitationen bezuglich ihrer Aussagekraft und
Ubertragbarkeit auf. Zunachst kann aufgrund ihrer monozentrischen Anlage die
uberregionale Generalisierbarkeit dieser Studie in Zweifel gezogen werden. Weiterhin
muss bertcksichtigt werden, dass der oberservationale Charakter mit einer geringeren
Evidenz als beispielsweise bei prospektiven Studien, Metaanalysen oder systematischen

Ubersichtsarbeiten einhergeht.

Eine weitere wesentliche Einschrankung ist das hier gewahlte retrospektive
Studiendesign, welches kein standardisiertes Studienprotokoll und folglich keine
kontrollierbaren Bedingungen zulasst. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die
anamnestischen Angaben einiger Patient*innen unvollstandig waren oder nicht ganzlich
erfasst wurden. Zudem konnten bestimmte Faktoren nicht erhoben werden, da sie in der
klinischen Routine nicht regelhaft dokumentiert wurden und ihr entsprechender Einfluss
bleibt ungewiss, wie die Mundhygiene, der Zahn- und Parodontalstatus, die
Ernahrungsweise (z.B. hochkalorisch) und die Speichelflieirate. Zudem waren keine
verwertbaren Daten bezlglich Art und Haufigkeit antimykotischer Vorbehandlungen
verfugbar, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Anwendung bestimmter
Therapeutika einen Einfluss auf die Zusammensetzung des Arten-Spektrums hatte, wie

es Kragelund et al. vorgeschlagen haben (29).
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Eine weitere Einschrankung bestand in der fehlenden Testung der Suszeptibilitat
gegenuber konventionellen Antimykotika und der mangelnden Quantifizierung der
isolierten Mikroorganismen, wobei letztgenannter Aspekt eher von untergeordneter
Bedeutung ist (siehe Diskussion der Methodik). Ferner war die Nachweisrate von C.
dubliniensis trotz der vergleichsweise grof3en Stichprobe relativ gering. Daher sollten die
Ergebnisse dieser Subgruppenanalyse als Trend verstanden werden und bieten eine

Grundlage fur weiterfuhrende Forschungsarbeiten.

4.4 Schlussfolgerung und Implikationen fiir die Praxis

Die zugrundeliegende Studie verdeutlicht die klinische Relevanz von non-albicans
Candida-Spezies und die damit einhergehende Problematik mikrobieller Resistenzen bei
Betroffenen mit OLP. Einhergehend mit der Haufung polymikrobieller Candida-Biofilme
muss zukunftig mit Herausforderungen in der Behandlung von mit Candida-Spezies
superinfizierten OLP-Lasionen gerechnet werden, insbesondere bei Personen mit
positiver Raucheranamnese und herausnehmbarem Zahnersatz.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollten bei der therapeutischen Entscheidungsfindung fur
betroffene OLP-Patient*innen berucksichtigt werden. Insbesondere der empirische
Einsatz von Azol-Antimykotika sollte bei Erkrankten, welche die oben genannten Kriterien
erfillen, zurtckhaltend erfolgen. Als Mittel der Wahl bei mit Candida superinfizierten
OLP-Lasionen empfehlen sich Polyen-Antimykotika (Amphotericin B oder Nystatin).
Denn trotz ihrer weit verbreiteten Anwendung Uber mehrere Jahrzehnte sind Polyen-
Resistenzen bei Candida-Spezies ein seltenes Phanomen (57).

Ferner bedurfen altere Patient*innen und solche unter psychoaktiver Medikation verstarkt
praventive MaRnahmen, um der Entstehung mykotischer Superinfektionen vorzubeugen.
Alternde Personengruppen sollten daher engmaschig kontrolliert werden, wobei der
Mund- und Prothesenhygiene sowie dem Vorliegen weiterer Komorbiditaten besondere
Aufmerksamkeit zu widmen ist. Bei psycho- und/oder polypharmazeutisch betreuten
Menschen empfiehlt es sich, die ,anticholinerge Last zu ermitteln, um das Risiko einer
medikamenten-assoziierten Hyposalivation abschatzen zu konnen. Im konkreten
Verdachtsfall kann eine Messung der Speichelflierate durchgefuhrt werden.

Beim Vorliegen einer erosiven OLP-Verlaufsform muss vor Einleitung der Kortikosteroid-

Therapie, aber auch wahrend der klinischen Nachsorge eine Candida-Infektion
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ausgeschlossen werden. Der Nachweis von Hefepilzen kann sowohl durch einen

mikrobiologischen Abstrich als auch mithilfe einer Blrstenbiopsie erfolgen.

4.5 Weiterer Forschungsbedarf

Zukunftig bedarf es umfangreicher, prospektiver Studien, die sich speziell auf Betroffene
mit Infektionen konzentrieren, um fundierte Aussagen Uuber die Frage nach der
pathogenen Bedeutung und dem Resistenzverhalten von non-albicans Spezies bei
irritablen Mundschleimhauterkrankungen treffen zu konnen. Zudem sollte bei der
Erfassung demografischer Daten auch die fruhere Exposition gegenuber antimykotischen
Therapeutika berlcksichtigt und regelhaft die Suszeptibilitat der Candida-Isolate auch auf

alternative Antimykotika als Substitut fur Azol-Praparate getestet werden.

Ferner scheint eine Suche nach Alternativen zu konventionellen antimykotischen
Pharmazeutika in Anbetracht der steigenden Zahl medikamentenresistenter Candida-
Isolate erforderlich (79). Hierbei stellt sich, insbesondere auch im Hinblick auf den OLP,
der Einsatz von Probiotika als vielversprechend heraus. Probiotika werden als lebende
Mikroorganismen definiert, die, sofern sie in ausreichender Menge verabreicht oder
verzehrt werden, dem Wirtsorganismus gesundheitliche Vorteile verschaffen (80).
Bakterien der Gattungen Lactobacillus und Bifidobacterium sowie in geringerem Male
Enterococcus, Streptococcus und Saccharomyces werden seit geraumer Zeit als
Probiotika in Nahrungserganzungsmitteln verwendet (81). Klinische Studien deuten
darauf hin, dass Probiotika die orale Candida-Besiedlung reduzieren, die Zeichen und
Symptome einer Candida-Infektion lindern und die antimykotische Wirkung
konventioneller Therapien verstarken (81). Zudem kdnnten Probiotika zur Behandlung
des OLP eingesetzt werden, da sie in der Lage sind, die T-Zell-Aktivitat und -Migration,
die Keratinozyten-Apoptose sowie die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zu
hemmen (82). Folglich haben Probiotika durch ihre immunmodulierende,
entzindungshemmende und antimikrobielle Wirkung das Potenzial, langfristig eine
kostengunstige und naturliche Alternative zu herkdmmlichen Praparaten zu bilden. Es
bedarf zukunftig randomisierter, placebokontrollierter, klinischer Doppelblindstudien, um

ihre Wirksamkeit zu untersuchen.
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Abstract

Objectives The epidemiologic distribution of non-albicans species in the oral cavity of oral lichen planus {OLP) patients
remains uncertain. Therelore, the aim of this study was Lo identily lactors associated with the presence of C. dubliniensis and
other non-albicans species. Furthermore, independent risk factors for Candida superinfection in OLP should be identified.
Material and methods Epidemiologic data and microbiological findings from 268 symptomatic OLP patients who underwent
continuous oral swab culture over a S-year period (2015-2019} were retrospectively reviewed. Candida species identification
and semi-quantification were obtained by culture on CHROMagar Candida, followed by matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).

Results C. albicans was the most frequently isolated species (72.3%), followed by C. glabrata (7.3%), C. dubliniensis (5.8%),
C. krusei and C. parapsilosis (both 2.6%). The presence of C. dubliniensis was significantly associated with tobacco smoking.
Other non-athicans spp. were significantly more often detected in patients using removable dentures. Increasing age and the
intake of psychotropic drugs were identified as independent risk factors of Candida superinfection in OLP.

Condusion In OLP patients, certain local and systemic factors increase the risk of carrying potentially drug-resistant Candida
species and the development of Candida superinfection of OLP lesions.

Clinical relevance Due to the frequent detection of nen-albicans species in OLP, resistance or at least reduced sensitivity
to azole antifungals should be expected, especially in smokers and patients using removable dentures. In the case of oral
complaints, a superinfection with Candida should be considered, whercby older patients and patients taking psychotropic
drugs have an increased risk for oral infection with Candida.

Keywords Candida - Oral lichen planus - Non-albicans species - Oral candidiasis

Introduction the range of virulence factors found in C. albicans, they

have come to prominence due to their frequent intrinsic or

Duc to the frequent and preventive use of antifungal drugs in
immunocompromised patients and due to more precise and
faster methods for the identification of Candida species, the
emergence of non-albicans species (spp.) has been observed
in recent years [1]. Although these species typically lack
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acquired resistance to azole antifungals |2, 3]. A paradigm of
this selective process could be the emergence of C. dublin-
iensis |4]. This species shares many phenotypic characteris-
tics with C. albicans, including the ability to produce hyphae
and chlamydospores, features previously associated only
with C. albicans [5]. Despite the phenotypic similarities, it
is less pathogenic and less frequently isolated from the oral
cavity [6]. However, C. dubliniensis is increasing in clinical
significance as this species is potentially less susceptible
or resistant to fluconazole, although mostly after extensive
prophylaxis/therapy with this drug [7]. Furthermore, it has
been demonstrated that fluconazole resistance in C. dublin-
iensis is easily inducible in vitro and that the adherence of
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this organism Lo epithelial cells increases in the presence of
fluconazole [8, 9].

Oral mucosal diseases, such as oral lichen planus (OLP),
may be influenced by the presence of Candida spp. [10-12].
OLP is a chronic inflammatory disease of autoimmune ori-
gin that affects between 0.9 and 2.6% of the population [13].
Several Candida specics have been isolated from the oral
cavity of OLP patients, with C. albicans being the most
common [12, 14, 15]. However, it has been shown that non-
alhicans species are more frequently present in OLP patients
compared to healthy subjects [16].

A challenge in the treatment of OLP is the presence or
development of Candida superinfection, which makes anti-
mycotic therapy necessary. Infections with Candida species
can lcad to both cxacerbation and obscuration of the clini-
cal features of OLP, as both conditions may be associated
with burning pain and erythematous lesions [17]. In addi-
tion, hyphal invasion is a potential risk factor for malig-
nant transformation through the production of carcinogenic
metabolites of Candida such as nitrosamines and acetalde-
hyde [18, 19].

The presence of non-albicans species in patients with oral
mucosal alterations and the respective clinical impact, espe-
cially of C. dubliniensis, remain partly unknown. In order to
initiate an adequate antifungal therapy in OLP patients while
avoiding potential problems related to microbial resistance,
the aim of this study was (i) to determine factors associated
with the presence of C. dubliniensis and other non-albicans
species and (#i) to identify independent risk factors for the
presence of Candida superinfection of OLP lesions.

Material and methods
Study design

A retrospective, observational and cross-scctional study was
conducted at the Department of Periodontology, Oral Medi-
cine and Oral Surgery of the Charité — Medical University
Berlin. Microbiological (indings and records ol symptomatic
OLP patients treated at the department between 01 January
2015 and 31 December 2019 (5 years) were eligible.

All patients (i) with the clinical and/or histological diag-
nosis of oral lichen planus (i1} and who underwent an oral
swab culture testing for the presence of Cundida spp. were
included. The clinical diagnostic criteria for OLP included
the presence of bilateral, more or less symmetrical lesions,
the presence ol a reticular pattern with grayish-white lines
(Wickham striae) and papular, plaque-like, erythematous,
erosive and bullous variants as subtypes. Exclusion criteria
comprised all patients (i) with clinical/histological mucog-
ingival disease other than OLP, (ii} under antifungal (includ-
ing chlorhexidine) or antibiotic therapy, (iii) under systemic

@ Springer

immunosuppressive therapy, human immunode(iciency virus
(HIV)-positive patients and (iv) patients with a history of
anaemia, and radiation therapy or surgery for head and neck
malignancy.

During the above-mentioned period, all patients under-
went an intraoral examination by an oral medicine special-
ist. Demographic data including age and gender, clinical
features of OLP, current use of topical immunosuppressive
drugs, concomitant diseases, medication taken, presence of
removable dentures and complete smoking history (i.e. daily
consumption and pack years) were documented. The data
were recorded using a standardized data entry form. Based
on this information, a de-identified database was created.

Diagnosis of oral candidiasis

Superinfection with Candida species was diagnosed based
on clinical signs (loss of lingual papillae, redness and fis-
sures on the tongue, erythematous oral mucosa and white,
removable plaques) and/or symptoms (loss of taste, burning,
pain) associated with at least moderate growth of one Can-
dida species in culture. Accordingly, these patients received
local antifungal therapy with nystatin ointment or ampho-
tericin B troches for at least 3 weeks.

Yeast sampling and culture

Specimens were obtained by swabbing of the affected
OLP lesions with a nylon-flocked sample collection swab
(ESwab™, COPAN Diagnostics Inc., USA). After the swab
was taken, the samples were immediately transferred into
a transport tube with 1 ml Amies medium (COPAN Diag-
nostics Inc., USA) and sent to the laboratory within 24 h
for microbiological diagnostics. Samples were fractionally
spread on the culture media. Each sample was plated on
Sabouraud Dextrose Agar (SDA with chloramphenicol and
gentamicin, pH= 6.8 +0.2) and on CHROMagar™ Candida
(Becton Dickinson, USA). The SDA plate was incubated at
28 °C, and the CHROMagar™ plate at 36 °C for 4 days each.
Il'mo growth occurred after 4 days, the incubation time was
extended to 7 days. A presumptive assignment according
to the growth on CHROMagar™ Candida was followed by
the exact species identification. Samples from pre-cultured
single colonies were analyzed by matrix-assisted laser des-
orptionfionization and time-of-flight mass spectrometry
(MALDITOF MS, Vitek©® MS, bioMérieux, France) or
by biochemical identification with the Vitek© 2 1D-card
(bioMérieux, France). In order (o distinguish between C.
albicans and C. dubliniensis the latex agglutination test
(BICHRO-DUBLI FUMOUZE®, Biosynex, France) was
performed after growth of green colonies on CHROMagar™
Candida. A semi-quantitative estimation of fungal growth
was carried out, and the following classification was used:
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sporadic growth: <10 colony lorming units (CFU) in the
first section; low growth: > 10 CFU and growth in the first
section; moderate growth: growth up to the second section;
abundant. growth: growth up o the third section.

Statistical analysis

For all categorical variables absolute and relative frequen-
cies were given. Continuous variables were described by
mean value and standard deviation, Furthermore, Pearson’s
Chi-square test (or Fisher’s exact test if one of the expected
cell frequencies was below 5) was used o determine whether
patient characteristics were associated with the detection of
C. dubliniensis or other non-albicans species, and with the
presence of Candida superinfection. Mean values of con-
tinuous variables were compared using Student’s #-test. All
variables with p-values <().2 in the simple bivariate analysis,
including demographic, local, systemic and lifestyle factors,
were included in binomial logistic regression models. We
did not apply model selection algorithms such as backward
or forward selection. The dependent variables of three logis-
tic regression models were the presence of C. dubliniensis
and non-albicans species, respectively, and the occurrence
of Candida superinfection of OLP.

All statistical tests were performed two-sided and a
p-value of 0.05 was considered significant. In this explora-
tory study, all p-values are unadjusted. Statistical analysis
was performed using IBM® SPSS® Version 25.0.

Results
Study population

In total, 268 patients met the inclusion and exclusion cri-
teria (210 females, mean age: 64.9 + 11.7 years; 58 males,
mean age: 60.2 + 13.4 years). Demographic, clinical, and
anamnestic characteristics of the patients are presented
in Table 1. The demographic data and data regarding the
clinical characteristics and therapy of OLP were completely
available in all patients. Data on concomitant diseases were
missing in two patients and data on medication, prosthetics
and smoking history were missing in three patients, respec-
tively. The mean age of the patients was 63.9+12.2 years
(range: 26-88), with the mean age of female patients being
significantly higher than that of male patients {(p=0.019).
In addition, female patients suffered significantly more fre-
quently from hypothyroidism (p < 0.001), autoimmune dis-
eases (except lichen planus; p=0.025) and asthma/COPD
(p=0.047) compared to male patients. Regarding the clini-
cal features of OLP, 112 patients (41.8%) showed erosive or
ulcerative lesions at the time of examination. In addition,
33 patients (12.3%) had extraoral manifestations of lichen

planus, while women were significantly more likely o
have extraoral involvement (p =0.020). In 142 of 268 cases
(53.0%), a biopsy was taken, and the clinical diagnosis was
conlirmed by histopathological examination. Tn all other
cases, a biopsy was not performed due to the typical pattern
of OLP. Within the last 4 wecks before the examination, 42
of 268 paticnts (15.7%) applicd topical steroids for a maxi-
mum of 14 consecutive days. Regarding drug history, 140
ol 265 patients (52.8%) were (reated with antihypertensives
(ACE inhibitors, AT?2 receptor blockers, beta-receptor block-
ers, diuretics and calcium antagonists). Among them, 57
patients (40.7%} took two or more antihypertensive drugs.
Thirty-one of 265 patients (11.7%) regularly took psycho-
tropic drugs (antidepressants, antipsychotics, anticpileptic
drugs, anxiolytics, and hypnotics), with antidepressants
being the most frequent (80.6%).

Microbiological results

In 160 of 268 OLP patients (59.7%), a total of 191 yeasts
were isolated. The spectrum of isolated Candida species is
shown in Fig. 1. Among all 191 isolates, C. albicans was the
most frequent species (72.3%). Thirteen different non-albi-
cans species accounted for 27.7%. The most common non-
albicans species were C. glabrata (7.3%), C. dubliniensis
(5.8%), C. krusei and C. parapsilosis (both 2.6%). Species
known to be less susceptible or resistant to azole antifungals
(C. glabrara, C. krusei and C. dubliniensis} accounted for
15.7% (30/191) of all isolates and 56.6% (30/53) of non-
albicans species. In 22 samples, more than one Candida
specics was found {mixed cultures). C. albicans was iso-
lated as monoculture in 117 patients. C. dubliniensis was
isolated from oral samples of 11 patients, in 7/11 cases as
monoculture and in 4/11 cases co-isolaled as mixed culture
with C. albicans. In 36 patients non-albicans species other
than C. dubliniensis were isolated, with 16/36 cases being
mixed cultures consisting of more than one species (with or
without C. albicans).

Factors associated with the presence of C.
dubliniensis

Cross-tabulation analysis revealed that the presence of C.
dubliniensis was not significantly associated with gender,
clinical characteristics of OLP, current use of topical ster-
oids, the presence of removable dentures, diabetes mellitus,
other antoimmune diseases, use of antihypertensive drugs,
psychotropic drugs, inhaled steroids or proton pump inhibi-
tors. The mean age of patients with C. dubliniensis was
significantly lower than that ot patients with C. albicans
(p=0.039). Furthermore, tobacco smoking was significantly
associated with colonization/infection by C. dubliniensis
(p<0.001) (Table 2).
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Table 1 Demographic, clinical
and anamnestic characteristics
of OLP patients

Fig. 1 Distribution of Candida
isolates from the oral cavity of
OLP patients

A logistic regression model, including age, asthma/
COPD, inhalative steroids and tobacco smoking showed that
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Feature (n) Total Female Male Pt
No. (%) No. (%) No. (%)
Total 268 (100) 210 (78.4) 58 (21.6) -
Mean age (SD) 63,9 (+12.2) 64.9 (= 11.7) 60.2 (+ 13.4) 0.019
Clinical features (268)
FErosive 112 (41.8) 88 (41.9) 24 (41.4) 0.943
Non-erosive 156 (58.2) 122 (58.1) 34 (58.0)
Extraoral involvement 33(12.3) 31(14.8) 2(3.4) 0.020
Treatment (268)
Topical steroids 42(15.7) 37(17.6) 5(8.6) 0.095
Removable denture (265)
Present 63 (23.8) 51(24.6) 12(20.7) 0.532
Concomitant discasc (266)
Hypertension 149 (56.0) 119(57.2) 30(51.7) 0457
Hypothyroidism 76 (28.0) 72 (34.0) 4(0.9) <0.001
Diabetes mellitus 36(13.5) 29(13.9) T(12.1) 0.712
Autoimmune disease 44 (16.5) 40 (19.2) 4(6.9) 0.025
Asthma/COPD 28 (10.5) 26 (12.5) 2(3.4) 0.047
Mental disorders 30(11.3) 21 (10.1) 9(15.5) 0.299
Allergies 88 (33.1) 71(34.1) 17(29.3) 0.490
Medication (265}
Antihypertensives 140 (52.8) 111 (53.6) 29 (50.0) 0.625
NSAID 41 {15.5) 33(15.9) 8(13.8) 0.689
Inhaled steroids 14(5.3) 12(5.8) 2(34) 0.741
Psychotropic drugs 3L(1LT 23(11.1) 8(13.8) 0.574
Proton pump inhibitors 26 (9.8) 22 (10.6} 4(6.9) 0.398
Lifestyle (265)
Smoker 40(15.1) 33(15.9) 7(12.1) 0.466
Former smoker 55(20.8) 44 (21.3) 11 (19.0) 0.704

Complete data for concomitant discases were available from 266 patients and for medication, presence of
removable dentures, and smoking from 265 patients

SO standard deviation; COPD chronic obstructive pulmonary discase; NSAID non-steroidal anti-inflamma-

tory drugs

#Referring to inter-gender comparison

C. albicans,
n=138 (72.3%)

spe
n=53 {

non-albicans

C. parapsilosis
ne5 (6%

cies,
27.7%)

C.dubliniensis,
n=11 (5.8%)

C. krusei,
n=5 (2.6%)

C. glabrata,
n=14 (7.3%)

C. tropicalis, n=3 {1.6%)
C. kefyr, n=3 (1.6%)

C. gulliermondii,
n=3 (1.6%)

less frequent
species, n=9 (4.6%)

only tobacco smoking significantly increased the odds to
carry C. dubliniensis (p=0.001, OR=10.51 (95% CI [2.52,
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Table2 Comparison of factors 10, encing factors Candida albi-  Candida dublin- P* Other non-albi-  P*
ml'lue‘na{lg ll.lﬁ delecl}un of cans (n=117)  iensis (n=11) cans spp. (n=36)
certain Candida species
No. (%) No. (%) No. (%)
Demography
Mean age (SD) 662 (+10.5)  58.9(+16.1) 0,032 69.1(+9.5) 0.129
Gender (male) 24 (20.5) 0(0) - 6(16.7) 0.611
Local
Erosive OLP 56 (47.9) 4(36.4) 0465 13 (36.1) 0215
Topical steroids 18 (15.4) 2(18.2) 0.682 T(19.4) 0.565
Inhaled steroids 6(5.2) 2(18.2) 0.145 2(5.6) 1.000
Removable denture 28(24.3) 4 (36.4) 0469 21 (58.3) <0.001
Systemic
Hypothyroidism 38 (32.8) 3(27.3) L.O00  9(25.0) 0.379
Diabctes mellitus 21 (18.1) 0 - 7(19.4) 0.856
Autoimmune disease 20(17.2) 3(27.3) 0418 11 {(30.6) 0.083
Asthma/COPD 13(11.2) 3(27.3) 0.144 3(8.3) 0.763
Drug-induced ”
Antihypertensives 70 (60.9) 5(45.5) 0.320 20 (55.6) 0.571
Psychotropic drugs 18 (15.7) 2(18.2) 0.686  6(16.7) 0.884
Proton pump inhibitors 13(11.3) 1(9.1) 1.000 6(16.7) 0.397
Lifestyle
Smoker 14 (12.2) 7(63.6) <0001 2(5.6) 0.360
Former smoker 27(23.5) 1(9.1) 0.453 8(22.2) 0.876

Classification: C. albicans monoculture, C. dubliniensis, and other non-albicans species (both with and
without €. albicans). Complete data for concomitant diseases were available from 116 patients and for
medication, presence of a removable denture and smoking from 115 patients with C. albicans

SD standard deviation; OLP oral lichen planus; COPI chronic obstructive pulmaonary disease

# Colonisation/infection with C. albicans as reference

" Drugs with a high level of evidence for causing hyposalivation

43.83]). The logistic regression model was statistically sig-
nificant, x2(4) =18.13, p=0.001. The Hosmer—-Lemeshow
test indicated a good model fit (12(7J:4>99, p=0.662).
None of the correlations between predictor variables were
high (Pearson correlation r < 0.70), indicating that multicol-
linearity was not a confounding factor in the analysis.

Factors associated with the presence of other
non-albicans species

Cross-tabulation and f-test analyses revealed no statistically
significant associations between sex, age, clinical forms
of OLP, current use of topical steroids, diabetes mellitus,
other autoimmune diseases, use of antihypertensive drugs,
psychotropic drugs, inhaled steroids or proton pump inhibi-
tors, and smoking with the presence of non-albicans species
other than C. dubliniensis. Compared to C. albicans, patients
who wore a removable denture were significantly prone to
colonization/infection by other non-albicans species {with or
without C. afbicans) (p <0.001). Patients with other autoim-
munc discascs (than lichen planus) also tended to be more

frequently colonized/infected with other non-albicans spe-
cies, although this was not statistically significant (p=0.083)
(Table 2).

The binomial logistic regression analysis, including age,
autoimmune diseases and removable dentures confirmed,
that only the presence of removable dentures was statisti-
cally signilicant (p=0.001), increasing the likelihood for
the presence of non-albicans species other than C. dublin-
iensis in OLP patients (OR=4.19, Y5% CI [1.78, 9.88]).
The logistic regression model was statistically significant,
zz(B) =15.92, p=0.001. The Hosmer-Lemeshow test indi-
cated a good model fit (f(S) =1.61, p=0.991). Correlations
between predictor variables were low (Pearson correlation
r<0.40), indicating that multicollinearity was not a con-
founding factor in the analysis.

Risk factors for Candida superinfection
In total, in 97/268 patients (36.2%), superinfection of OLP
with Candida species was diagnosed. Contingency table

analysis showed no significant association of sex, current use
of topical stcroids, intake of proton pump inhibitors, inhaled
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steroids and positive smoking history with the occurrence
of a Candida superinfection. The mean age of Candida
superinfected patients was significantly higher than that of
non-infected patients (p <0.001). A statistically significant
association was also found for the presence of removable
dentures (p=0.031), other autoimmune diseases (p=0.041),
the use of antihypertensive (p=0.002) and psychotropic
drugs (p=0.002). Moreover, a significantly larger propor-
tion of patients with erosive OLP than with non-erosive OLP
suffered from Candida superinfection (p =0.029). However,
it was not possible to distinguish whether the erosive areas
were the manifestation of lichen planus itself or the result of
Candida infection. Therefore, this factor was not included
into multivariate analysis. Patients with diabetes mellitus
also suffered more frequently from Candida superinfec-
tion, although the difference was not statistically significant
(p=0.070) (Table 3).

The binomial logistic regression analysis, including the
factors mentioned above, revealed that only two variables
were statistically significant: age (p =0.016) and the intake
of psychotropic drugs (p=0.008). Each year of life increased
the odds ol contracting Candida superinfection by OR=1.03
(95% CI [1.01, 1.006]), as did intake of psychotropic drugs

(OR=3.15 95% CI [1.36, 7.29]). The logistic regression
model was statistically significant, xz((i) =28.19, p<0.001.
The Hosmer-Lemeshow test indicated a good model fit
(x2(8)=4.96, p=0.762). Correlations between predictor
variables were low (Pearson correlation r <0,40), indicat-
ing that multicollinearity was not a confounding factor in
the analysis.

Discussion

In the Department of Periodontology, Oral Medicine and
Oral Surgery of the Charité - Medical University Berlin,
oral swabs are routinely used for the detection of Candida
species in cases of suspected infections/superinfections.
The advantages of this method are the site-specific isola-
tion of viable cells and the easy application of this diagnostic
tool. The disadvantage of this method is that it does not
allow quantification but only a semi-quantitative estima-
tion of microorganisms [20]. The most reliable diagnosis
of Candida infection is the detection of hyphae invading
the tissue [21]. Nevertheless, the oral swab technique was

Table 3 Comparison of

N _ 3 A Influencing factors No infection (n=171) Superinfection (n=97) P
predisposing factors for . R )
Candida superinfection in OLP No. (%) No. (%)
Demography
Mean age (SD) 61.7 (£ 12.8) 67.6 (= 10.1) < {.001
Gender (male) 39 (22.8) 19 (19.6) 0.539
Local
Erosive OLP 63 (36.8) 49 (50.5) 0.029
Topical steroids 27 (15.8) 15(13.5) 0.944
Inhaled steroids 74.1) 7(7.3) 0.271
Removable denture 33 (19.5) 30(31.3) 0.031
Systemic
Hypothyroidism 47 (27.8) 29(29.9) 0.717
Diabeles mellitus 18 (10.7) 18(18.6) 0.070
Autoimmune disease 22(13.0) 22(22.7) 0.041
Asthma/COPD 15 (8.9) 13(13.4) 0.247
Drug-induced ®
Antihypertensives 77 (45.6) 63 (65.0) 0.002
Psychotropic drugs 12 (7.1) 19 (19.8) 0.002
Proton pump inhibitors 14 (8.3) 12(12.5) 0.267
Lifestyle
Smoker 27 (16.0) 13(13.5) 0.595
Former smoker 33(19.5) 22(22.9) 0.513

Complete data for concomitant diseases were available from 266 patients and for medication, presence of
removable dentures and smoking from 265 patients

8D standard deviation; OLP oral lichen planus; COPD chronic obstructive pulmonary discase

“No infection vs. superinfection

® Drugs with a high level of evidence [or causing hyposalivation
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used because the focus of this rescarch was on the correct
identification of Candida species and the clinical relevance
of oral fungal infections in OLP.

Regarding the species spectrum, C. albicans was the
predominant species in OLP patients. Non-albicans species
accounted for 27% in total. This is consistent with recent
findings by Arora and colleagues who also found a preva-
lence of 27% ot non-albicans species in OLP patients in
their prospective study [14]. Earlier studies reported a lower
proportion of non-albicans species in OLP patients [10, 15,
22, 23]. This discrepancy may already be due to an emerging
selective process or may be caused by differences in sample
collection and methods for species identification. In agree-
ment with other reports, the most frequently isolated non-
albicans species was C. glabrata [24, 25]. C. dubliniensis
was the second most common non-albicans species in the
present study. Although this species was first detected in
the oral cavity of HIV-positive patients, several studies have
reported the detection of C. dubliniensis in HIV-negative
patients and healthy persons [26, 27]. In the present study,
none of the included patients was HIV positive. In recent
years, C. dubliniensis has also been detected in the oral cav-
ity of OLP patients, with and without oral candidiasis [14,
28-30]. These data and the present findings confirm the
assumption that C. dubliniensis may also be a part of the
oral microflora of patients with OLP.

Many local and systemic factors have been previously
identified to enhance oral carriage of Candida species. These
factors include, but not limited to, use of dentures, local ster-
oids, tobacco smoking, reduced salivary flow, immunosup-
pressed states (such as HIV or secondary to age), endocrine
disorders, receipt of xenogeneic drugs and broad-spectrum
antibiotics [31-35]. In the present study, a number of such
factors were analysed. To take all these factors into account,
it was necessary to conduct multivariate analyses using bino-
mial logistic regression.

So far, no study of patients with OLP has assessed the
influence of certain factors on the composition of the yeast
spectrum, Thus, the primary aim of this study was to iden-
tify factors associated with the detection of C. dubliniensis
and other non-albicans species, respectively, compared to C.
albicans. As a result, logistic regression analysis indicated
a significant association between tobacco smoking and the
presence of C. dubliniensis. Recent evidence supports these
findings, as this study demonstrated that exposure of oral
C. dubliniensis isolales Lo cigarelle smoke condensate sig-
nificantly enhanced in vitro adhesion traits and haemolysin
production of these isolates [36]. All these attributes are
considered essential virulence factors of Candida species,
thereby increasing the pathogenicity of this species in the
presence of cigarette smoke. Although C. albicans isolates
showed a comparable increase of pathogenic attributes in the
abovementioned study, in our investigation tobacco smoking

was significantly more prevalent in C. dubliniensis carriers
than in C. albicans carriers (p <0.001). Smoking further
reduces gingival exudate, resulting in a decrease in the num-
ber of leukocytes and immunoglobulins in the oral cavity
[37]. Both are important factors in host defense to prevent
Candide colonization [31]. In accordance with research by
Al-Karawii et al., who reported local colonization-enhancing
factors in 93% of the patients carrying C. dubliniensis, in
the present study 91% of the patients carrying C. dublinien-
sis exhibited those factors that may enhance colonization/
infection by this species [28]. Kragelund et al. found this
species to be overrepresented among OLP patients who were
previously exposed to antimycotic drugs [30]. Since data
regarding antimycotic treatment was only available between
2015 and 2019, it was not possible to verify the findings of
Kragelund and coworkers in our study population. In conclu-
sion, the diversity of the available data indicates a high vari-
ance in the epidemiological profile of C. dubliniensis, and
further studies will be necessary to clarify its distribution
pattern as well as the clinical implication of the presence of
this yeast species.

Previous studies have reported high prevalences of non-
albicans species in oral specimens of denture wearers with
or without denture stomatitis [38—40]. Consistent with this,
logistic regression analysis in this serics revealed that using
removable dentures was significantly associated with the
presence of non-albicans species (other than C. dublinien-
sis). 1t has been hypothesized that the frequent detection of
non-albicans species in denture wearers may already reflect
a selection process due to multiple antifungal treatments
[40]. It has further been demonstrated that non-albicans
species have a high cell surface hydrophobicity and a dis-
tinct ability to form biofilms compared to C. albicans, traits
found to be beneficial for adherence to acrylic surfaces [25,
41, 42]. In addition, the mean age of patients carrying non-
albicans species was higher than that of patients carrying
only C. alhicans, although this association was not signifi-
cant. Nevertheless, this trend was probable, as the frequency
of denture use increases with age.

The secondary aim of the study was to determine inde-
pendent factors that increase the risk of superinfection of
OLP lesions with Candida species. Multivariate analysis
identified increasing age and the use of psychotropic drugs
as independent risk factors for Candida superinfection in
the present cohort studied. Matching these findings, low
unstimulated salivary flow rate and the intake of anxio-
Iytics have already been found (o be risk factors for oral
fungal infections in OLP subjects [43]. Moreover, various
psychotropic drugs such as antidepressants, antipsychotics,
hypnotics and benzodiazepines, but also antiepileptic drugs
(especially GABA agonists) show a high level of evidence
for causing hyposalivation as an adverse drug reaction [44,
45]. In a large-scale study with more than 1200 participants,
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it was found that both increasing age and the usc of psycho-
tropic drugs were significantly associated with subjective
dry mouth and an unstimulated salivary flow rate < 1 ml/min
[46]. Reduced salivary flow rate, which may be age related,
drug induced or due to an underlying disease, is a known
predisposing factor for oral candidiasis [31]. Furthermore,
it has been shown that the prevalence of oral candidiasis
increases with age, although it is not clear whether age per
se is a predisposing factor [47]. However, the present study
was able to show through multivariate analysis that the like-
lihood of contracting Candida superinfection increased with
each year of life.

Extrapolation of the study results may be alfected by sev-
eral limitations. Firstly, due to the retrospective nature of the
present study, it was not conducted under controlled condi-
tions and there is a possibility of missing data. This fact in
mind and due to the small sample size of patients carrying
C. dubliniensis, the results of this study should be under-
stood as a trend. Furthermore, in this retrospective analysis
neither Candida quantification nor testing of susceptibility
to common antifungal drugs could be performed. Future and
prospective studies might consider these aspects.

Conclusion

The results of this study indicate that C. albicans is the pre-
dominant specics in OLP paticnts, but non-albicans specics
account for over 27% of all isolates. In smoking patients and
subjects with removable dentures, C. dubliniensis and other
non-albicans species were signilicantly more frequently
detected than in non-smokers and patients without remov-
able prostheses. Despite the limitations of the study, this
should be considered in the antimycotic therapy of super-
infected OLP lesions. In particular the use of azole anti-
fungals in patients matching the criteria mentioned above
should be conducted restrainedly duc to potential drug
resistance. Hence, yeast identification prior to antimycotic
therapy appears to be recommendable, especially as resist-
ance testing is usually not performed for oral candidiasis
treatment. Furthermore, patients of increasing age and/or
on psychotropic drugs require special attention in order to
initiate appropriate therapy, i.e. early administration of anti-
mycotic drugs.
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