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1 Einleitung

1.1 Candida und Candidosen

Der Genus (Gattung) Candida gehdrt zu den Hefepilzen und besteht aus etwa 200
Spezies. Ursprunglich ging man davon aus, dass diese Hefen keinen sexuellen
Vermehrungszyklus hétten und sich ausschlie3lich durch Sprossung vermehrten.
Deshalb wurden sie als ,fungi imperfecti“ bezeichnet. Inzwischen weil3 man, dass es
sich bei einigen Spezies, wie z. B. bei Candida krusei (C. krusei) um asexuelle Formen
von Hefen handelt, die die Fahigkeit haben, sich sexuell fortzupflanzen. Candida
Spezies (Candida Spp.) kommen im Gewebe in drei morphologischen Formen vor: 1.
als Sprosszellen, 2. als Pseudohyphen und 3. als Pseudomyzelien. Die meisten
klinisch wichtigen Spezies haben die Fahigkeit Pseudomyzel zu produzieren und sind
sich morphologisch sehr ahnlich (80).
Die Pravalenz von Candidosen beim Menschen ist in den letzten Jahren stetig
gestiegen (24), wobei neuere Daten auf eine Stabilisierung der Pravalenz hinweisen
(74). Da ein geschwéchtes Immunsystem fur Candida-Infektionen pradestiniert, sind
folgende Grunde fir diesen Anstieg méglich (39,71):

1) neue Therapiemoglichkeiten bei  malignen  Erkrankungen, die mit

Immunsuppression einhergehen

2) vermehrtes Durchflhren von invasiven Eingriffen

3) zunehmende Verbreitung von Breitbandantibiotika

4) HIV (human immunodeficiency virus) / AIDS (aquired immunodeficiency

syndrome) Pandemie

5) Anstieg der Pravalenz von Diabetes mellitus Typ Il

6) Zunahme von nosokomialen Infektionen.
Durch Candida Spp. (wobei C. albicans die haufigste pathogene Spezies darstellt)
konnen oberflachliche Infektionen der Schleimhaut und disseminierte bzw. invasive
Infektionen verursacht werden (80). Hierbei sind Schleimhaut-Infektionen eher mit
Defekten der zellularen Immunitat assoziiert, wahrend disseminierte Infektionen mit
Stérungen bzw. Reduktion der neutrophilen Granulozyten assoziiert sind (8). Auch bei

Gesunden besteht eine oro-intestinale Kolonisierung mit C. albicans. Durch
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Rachenspulung und Kultur kann anhand der Konzentration der nachgewiesenen

Sprosspilze zwischen physiologischer Kolonisierung und Infektion unterschieden

werden (70).

In den letzten Jahren wurde in vielen Kliniken eine epidemiologische Verschiebung der

Erregerspezies zugunsten von Non-C. albicans Sp., wie z. B. C. tropicalis, C. glabrata
oder C. krusei beobachtet (39,85,117).

1.2 Nomenklatur bei Candida Spezies

Blastospore:

Sprossung:

Chlamydospore:

Keimschlauch:

Hyphe:

Pseudohyphe:

(Pseudo-) Myzel:

Monozellulare Wachstumsform, auch Hefezelle genannt; entsteht
aus der Mutterzelle durch Sprossung und ist in Trauben oder
Ketten an der Mutterzelle fixiert.

Asexuelle Fortpflanzung durch Abschnirung.

Grol3e, dickwandige Zelle, die von C. albicans und C. dubliniensis
auf nahrstoffarmem Agar gebildet wird und mit einer
Versorgungszelle (,suspensor cell) verwachsen ist;
,Schlummernde* Wachstumsform.

Zylindrischer Auswuchs aus Hefezellen; Vorstufe der Hyphe; wird
von C. albicans und C. dubliniensis in Humanserum gebildet.
Mikroskopisch kleiner Schlauch, der aus multiplen, durch Septen
voneinander getrennten Pilzzellen besteht; entsteht als
Verzweigung von bereits bestehenden Hyphen oder aus
Blastosporen.

Gleicht mikroskopisch echten Hyphen, besteht aber aus Ketten
von verlangerten Blastosporen, die nach der Sprossung
aneinander gebunden geblieben und an der Mutterzelle fixiert sind.
Geflecht aus (Pseudo-) Hyphen. (80)
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1.3 Klinische Manifestation der oropharyngealen Can  didose

Bei der oropharyngealen Candidose (OPC) immunsupprimierter Patienten
unterscheidet man  klinisch  zwischen folgenden drei  Manifestationen:
Pseudomembrandse Candidose (Mundsoor), Erythematdse Candidose und Cheilitis

angularis (Perléche, Angulus infectiosus) (24,95).

1.3.1 Pseudomembrandse Candidose

Diese Form zeichnet sich durch cremig weil3e oder gelbliche Belage auf gertteter oder
auch unveranderter Mundschleimhaut aus. Die pseudomembrandsen Beldge sind
abwischbar und hinterlassen eine blutige Mukosa. Lokalisiert ist diese Form vor allem
an Wangen- und Lippenschleimhaut, Zunge und Gaumen. Eine Sonderform ist die
hyperplastische Candidose, die durch schwer abwischbare Belage (fest mit der
Schleimhaut verwachsenes Myzel) charakterisiert ist. Ursache ist eine nicht

behandelte pseudomembrandse Candidose.

Abbildung 1. Pseudomembranégse
Candidose der linken
Wangenschleimhaut (105)

Abbildung 2. Hyperplastische
Candidose der Gaumenschleimhaut
einschlief3lich der Mundwinkel (105)
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1.3.2 Erythemattse Candidose

Diese Variante wurde friher als atrophische Form bezeichnet. Sie geht oft der
pseudomembrandésen Form voraus. Die Mukosa ist durch rote Makulae
gekennzeichnet, die meist an Gaumen und Zungenrtcken lokalisiert sind. Die weil3en
Belege fehlen. Sie stellt mit einem Anteil von 50 % die haufigste Art der OPC bei HIV-
positiven Patienten dar und tritt vor allem bei Patienten auf, die prophylaktisch niedrig
dosiert Fluconazol erhalten haben. Sie kann schmerzhaft sein und zu Schluck- und

Geschmackstérungen sowie Zungenbrennen fuhren.

Abbildung 3. Erythematdse Candidose
des Gaumens (105)

1.3.3 Cheilitis angularis

Die Cheilitis angularis ist eine schmerzhafte und juckende, uni- oder bilateral von den
Mundwinkeln ausgehende, krustige Fissur. Haufigstes Auftreten wird bei Prothesen-
Tragern beobachtet, weniger haufig auch bei bezahnten HIV-infizierten Patienten.

# Abbildung 4. C. albicans-assoziierte

| Cheillitis angularis der Mundwinkels
| (105)
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1.4 Oropharyngeale Candidosen und HIV / AIDS

Pragend fur eine fortschreitende Infektion mit dem HI-Virus bzw. fir das Krankheitsbild
AIDS sind opportunistische Infektionen und Tumoren. Die Candidose, besonders die
Soordsophagitis gehért neben der Pneumocystis jiroveci Pneumonie, dem Wasting-
Syndrom und der ZNS-Toxoplasmose in Deutschland zu den haufigsten AIDS-
definierenden Erkrankungen (95). Die OPC gehort definitionsgemalR nicht zu den
AIDS-definierenden Erkrankungen. Der Nachweis einer Soordsophagitis bei HIV gilt
als AIDS-Stadium C (CDC-Klassifikation von 1993), wahrend die OPC héufig das erste
Zeichen fur eine symptomatische HIV-Infektion ist (Stadium B, CDC-Klassifikation von
1993).

Tabelle 1.CDC-Klassifikation (AIDS Surveillance Case Defioiti for Adolescents and Adults) von
1993 (11)

KLINIK
A B C
CD4-ZELLEN Asymptomatisch/ Symptomatisch AIDS-

akute HIV-Infektion definierende
Erkrankungen

1) > 500/ul (= 29 %) Al Bl Cl

2) 200-499/ul (14-28 %) A2 B2 C2

3) < 200/ul (< 14 %) A3 B3 C3

Der Zeitpunkt des ersten Auftretens einer OPC ist einerseits von der Exposition mit
pathogenen Keimen und andererseits vom Schweregrad des zellularen Immundefekts
(Verminderung der CD4-positiven Lymphozyten) abhangig. Die meisten HIV-Infizierten
(90 bis 95 %) leiden in ihrem Krankheitsverlauf mindestens einmal unter einer OPC.
Disseminierte Infektionen mit Candida Sp., wie z. B. die Fungamie sind bei AIDS-
Patienten (10 %) seltener als anderen immunsupprimierten Patienten, wie z. B. bei
Tumorpatienten (26 %) (46). Nach einer Studie von Wisplinghoff et al. (129) haben
nosokomiale Candidamien eine Gesamtmortalitat von 39 %.

Die Anzahl der CD4-positiven Lymphozyten kann als Prognosefaktor fir OPC bei HIV-
Infizierten verwendet werden (36,108). Als Schwellenwert fir die CD4-Zellzahl, unter
dem eine OPC zu erwarten ist, werden 200 Zellen/ul angenommen (56). Es wurden
auch andere pradisponierende Faktoren, wie z. B. intravendser Drogengebrauch (13),
Rauchen (34,108) und die HI-Viruslast beschrieben (33,34).
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Greenspan et al. (35) verglichen die CD4-Zellzahl mit der Viruslast als prognostischen
Parameter fur das Auftreten einer OPC und kamen zu dem Schluss, dass die Viruslast
fur diesen Zweck besser geeignet ist. Eine Viruslast von Uber 36.000 Kopien/ml ist mit
einem erhohten Risiko einer OPC assoziiert, wobei sich dieses Risiko weiter erhoht,
wenn zuséatzlich die CD4-Zahl unter 45/pl sinkt (25).

1.5 Entdeckung von C. dubliniensis

Anfang der 90er Jahre wurde von atypischen C. albicans-Isolaten berichtet (63,114).
Sie hatten charakteristische phéanotypische Eigenschaften von C. albicans (z. B. die
Produktion von Keimschlauchen in Humanserum und die Ausbildung von
Chlamydosporen und Hyphen auf ndhrstoffarmen Agars), aber sie zeigten bei 42 C
oder warmer vermindertes oder kein Wachstum, hybridisierten kaum oder gar nicht mit
der C. albicans-spezifischen DNS-Sonde 27A, und ihr Assimilationsindex fir
Kohlenhydrate war keiner Spezies eindeutig zuzuordnen (114,119). Beim Hybridisieren
mit Oligonukleotiden zeigte die DNS dieser atypischen Stdmme ein anderes
Bandenmuster als die C. albicans-Kontrollstamme (114). 1995 haben Sullivan et al.
(119) eine Gruppe dieser atypischen Isolate, die aus der Mundhdhle von HIV-
infizierten Individuen stammten, auf ihre phano- und genotypischen Eigenschaften
untersucht. Es wurden Nukleotidsequenzanalysen bestimmter Gene durchgefihrt,
wobei die atypischen Isolate eine in sich homogene genetische Gruppe bildeten, die
sich eindeutig von anderen Candida Spp. unterschied. Diese Isolate wurden als neue
Spezies mit dem Namen C. dubliniensis zusammengefasst.

Wegen der groRBen phanotypischen Ahnlichkeit der beiden Spezies sind Tests, die auf
genotypischen Unterschieden beruhen, die sicherste Methode fur deren
Unterscheidung. Die bisher am Besten etablierten molekularen Methoden sind PCR-
Tests, die in der Literatur mit unterschiedlichen Primern beschrieben sind (27,53,83).
Aktuell ist die Sequenzierung des C. dubliniensis-Genoms in Arbeit.
(http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/dubliniensis/). Im August 2005 war das
bis zu dem Zeitpunkt sequenzierte C. dubliniensis-Genom zu 90 % Ubereinstimmend
mit dem C. albicans-Genom (118). Ein aktuellerer Vergleich zwischen beiden

Genomen wurde nicht veroffentlicht.
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Retrospektive Studien haben ergeben, dass C. dubliniensis-Isolate in der
Vergangenheit haufig (bei Gesunden zu 2 % und bei HIV-Infizierten zu 17 %)
falschlicherweise als C. albicans identifiziert worden sind (24,82). Das erste
retrospektiv gefundene C. dubliniensis-lsolat stammt aus einer postmortalen
Lungenbiopsie aus dem Jahre 1957 (115). Ursachlich liegt den Verwechslungen die
Gemeinsamkeit vieler phanotypischer Charakteristika zugrunde (115,119), obwohl
phé&no- und biotypische Unterschiede zwischen C. albicans und C. dubliniensis
existieren. (24,91,98). Phylogenetische Untersuchungen konnten den hohen
Verwandtschaftsgrad zwischen C. albicans und C. dubliniensis belegen. Es wurde
vermutet, dass sich die beiden Spezies erst kirzlich in der Evolution voneinander
getrennt haben (32,119).

Da es Unterschiede in Epidemiologie, Virulenz und Sensibilitat fir antimykotische
Substanzen zwischen C. albicans und C. dubliniensis gibt, ist eine Methode zur
eindeutigen ldentifizierung sowohl fur Klinik, als auch fur weitere epidemiologische
Studien dringend notwendig (78).

1.6 Pravalenz und klinische Relevanz von C. dublin  iensis

Seit der ersten Identifizierung wurden weltweit Pilz-Infektionen mit Nachweis von C.
dubliniensis nachgewiesen (4,7,13,63,98,116). Die hochste Pravalenz von C.
dubliniensis wurde in der Mundhohle von HIV-infizierten Patienten beobachtet
(116,119) und in der Literatur mit 17 bis 32 % angegeben (51,64). Spater wurde C.
dubliniensis auch aus Bronchiallavagen, Vaginalabstrichen, Blut und Stuhl von HIV-
infizierten Patienten isoliert (66,82,115). Auch bei HIV-negativen Patienten, die
gesund, postoperativ oder intensivpflichtig waren, Diabetes oder eine hamatologische
Grunderkrankung hatten oder sich intravendse Drogen applizierten, wurde C.
dubliniensis in Blut-, Sputum-, Urin- und Stuhlkulturen, Hautbiopsien, sowie Perineal-
und Vaginalabstrichen nachgewiesen (9,65,73,82,92,128). Insgesamt ist die Pravalenz
von durch C. dubliniensis verursachten oralen oder vaginalen Infektionen bei
gesunden Individuen mit 11 % wesentlich geringer als bei HIV-infizierten Individuen
(71). Durch C. dubliniensis verursachte Candidamien (48,86,122) wurden bei Patienten

mit anderen Grunderkrankungen (z. B. bei durch Chemotherapie induzierte
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Neutropenien oder nach Knochenmarkstransplantationen) haufiger beschrieben als bei
HIV-Patienten (16,66). 2005 wurden von Carr et al. (20) die erste von C. dubliniensis
verursachte Endokarditis bei einem HIV-negativen Individuum mit intraventésem
Drogengebrauch in der Anamnese publiziert.

Die Pravalenz der asymptomatischen C. dubliniensis-Kolonisierung in der Mundhohle
von gesunden Individuen betragt etwa 3 % (24). C. dubliniensis ist also ein seltener
Bestandteil der normalen menschlichen Mundflora, der das Potential hat, orale
Candidosen als endogene Infektion zu verursachen (24,116). Aus Bronchiallavagen
und Sputum wird derzeit eine zunehmende Anzahl von C. dubliniensis-lIsolaten
gewonnen (28,29,49,92), was zu der Vermutung gefuhrt hat, dass C. dubliniensis unter
normalen Bedingungen eher Hypopharynx und oberen Respirationstrakt kolonisiert als
die Mundhdhle.

Meist wird C. dubliniensis in einer Mischkultur mit C. albicans isoliert (24,106), kommt
v. a. bei AIDS-Patienten auch in Monokulturen vor (24).

1999 haben Joly et al. (44) drei verschiedene ,DNS-fingerprinting-Sonden* fir C.
dubliniensis entwickelt und charakterisiert. Eine von ihnen war die C. dubliniensis
spezies-spezifische semi-repetitive komplexe Sonde Cd25, die eine Lange von 16.000
Basenpaaren hatte. Die beiden anderen Sonden (Cdl und Cd24) hybridisierten
ebenfalls schwach mit C. albicans-DNS und waren somit weniger spezifisch. Mit den in
Cd25 enthaltenen DNS-Sequenzen ist die Generierung von komplexen fingerprint-
Mustern® (Bandenmuster) aus chromosomaler DNS, die mit Restriktions-
Endonukleasen verdaut wurde, mdoglich. Diese Eigenschaft dient sowohl der
Untersuchung der Epidemiologie von C. dubliniensis, als auch dem weiteren Beweis,
dass es sich bei C. dubliniensis um eine eigene Spezies handelt.
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2 Aufgabenstellung

Die Ziele dieser Arbeit lie3en sich in drei Schwerpunkte unterteilen:

1. Evaluierung von verschiedenen Tests zur Identifizierung von C. dubliniensis

Obwonhl die Erstbeschreibung von C. dubliniensis nunmehr tber 10 Jahre zurickliegt,
mangelt es immer noch an einer preisgunstigen, schnellen, sicheren und in Routine-
Laboratorien durchfihrbaren Methode, um C. dubliniensis eindeutig zu identifizieren
und von seinem engen Verwandten C. albicans zu differenzieren (17,106,115). Einige
ausgewahlte Methoden sollen mit einer gro3en Probenanzahl durchgefiihrt und
evaluiert werden (AP-PCR, Kultivierung auf CHROMagar® Candida, Reisagar und
Cryptococcus-Agar nach Staib, sowie Wachstumsverhalten bei unterschiedlichen

Temperaturen und Analytischer Profilindex ID 32 C).

2. Klinische Bedeutunqg von C. dubliniensis

In der Literatur gibt es widersprichliche Darstellungen zur klinischen Relevanz von C.
dubliniensis. Um die Pathogenitat dieser Hefespezies besser zu verstehen, wird das
Vorliegen bzw. das Nicht-Vorliegen einer OPC mit Nachweis von C. dubliniensis mit
anderen Parametern (Keimzahl, Viruslast und Immunstatus bei HIV-Patienten,

Behandlung mit Proteaseinhibitoren, Vorliegen von Mischkulturen) korreliert.

3. Genotypisierung von C. dubliniensis

Man weil3 wenig Uber die klonalen Variationen von C. dubliniensis wahrend
rezidivierender Episoden von OPC oder asymptomatischer Kolonisierung im Verlauf
einer HIV-Infektion bzw. AIDS-Erkrankung. Hier sollen genetische Fingerabdriicke von
C. dubliniensis-Isolaten mit der spezies-spezifischen Sonde Cd25 erstellt werden. Die
gefundenen Klone sollen in Dendrogrammen miteinander verglichen werden, um den
epidemiologischen Verwandtschaftsgrad darzustellen und dann unter verschiedenen
Aspekten (Grunderkrankung der Patienten, Infektion oder asymptomatische
Kolonisierung, Resistenz, Immunstatus und Viruslast bei den HIV-Infizierten) betrachtet

werden.
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Des Weiteren sollen die ,,C. dubliniensis-fingerprints” der einzelnen Patienten im Verlauf
von mehreren Jahren beobachtet werden. Die Fragestellungen sind hierbei:

- Treten verschiedene Klone im Verlauf auf oder persisiert ein Klon?

- Unter welchen Bedingungen treten die genetischen Veréanderungen auf
(antiretrovirale und antimykotische Medikation, Viruslast, Immunstatus)? Welche
Konsequenzen hat das fur die Klinik (Resistenzentwicklung, Symptomatik)?

Es soll also insgesamt eine epidemiologische Studie von aus der Mundhdhle
stammenden C. dubliniensis-Isolaten unter verschiedenen Aspekten durchgefihrt

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Die untersuchten Proben stammten gréf3tenteils von Patienten, die sich in der HIV-
Sprechstunde von Prof. Dr. med. M. Ruhnke, Klinik fir Onkologie und Hamatologie der
Charité Campus Mitte, Berlin vorstellten. In der HIV-Sprechstund wurden regelmaRig
Screening-Untersuchungen auf Hefepilze im Rachenspullwasser durchgefuhrt. Fur
diese Arbeit wurden retrospektiv die Patienten ausgewahlt, die mindestens einmal im
Verlauf mit C. dubliniensis in der Mundhdhle kolonisiert bzw. infiziert waren. Insgesamt
wurden 30 Patienten ausgewahlt (21 Manner und 9 Frauen), 26 von ihnen waren HIV-
infiziert. Die vier HIV-negativen Patienten litten unter Lungentuberkulose, einem
hochmalignen B-Zell-Lymphom (Zentroblastom), einer Rezidiv-cALL (Common Acute
Lymphoblastic Leucemia) nach AML (Akute Myeloische Leukamie) bzw. Sichelzell-3-

Thalassamie mit Zustand nach Knochenmarktransplantation.

Tabelle 2. Ubersicht (iber die Patienten. Abkiirzungen sindAipkiirzungsverzeichnis im Anhang
erlautert. ,OPC" bezeichnet hier ausschliellich geudomembrantése Form der OPC. Die
Patientennummerierung ist nicht fortlaufend, weils esich um die Labor-interne
Patientennummerierung handelt.

Anzahl :
Patient |Geb.-Dat. |Geschlecht Erkrankung der Rachen- Ssposk;gr? Zeitraum OPC
spulwasser
1 16.02.66 m HIV 23 - 04/94-09/02 | nein
2 04.09.62 m HIV 14 - 04/90-06/91 | nein
3 25.06.58 m HIV 8 - 05/94-01/95 ja
4 13.06.62 W HIV 1 - 06/95 ja
5 08.10.68 w HIV 1 - 04/95 nein
6 14.09.38 m HIV 21 - 07/94-11/02 ja
7 01.09.63 m HIV 2 - 11/95-02/96 | nein
8 25.09.59 m HIV 2 - 11/90-08/92 ja
9 16.03.40 m HIV 6 - 08/94-11/94 ja
10 06.05.58 w HIV 22 - 08/89-06/91 ja
11 16.12.57 W HIV 47 - 08/93-11/02 ja
13 07.08.40 m Thc 1 - 10/90 nein
14 28.02.62 m HIV 21 - 03/94-12/02 ja
15 18.04.53 m HIV 21 - 11/93-05/95 ja
16 05.07.56 w B-zell 5 1 BAL 06/98-12/98 | nein
Lymphom
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Anzahl .
Patient |Geb.-Dat. |Geschlecht Erkrankung der Rachen- Sgrnosggr? Zeitraum OPC
spulwasser
17 10.05.60 m HIV 7 - 02/94-12/94 ja
18 04.05.63 m HIV 4 - 11/95-01/96 ja
19 28.02.72 w HIV 1 - 04/95 nein
21 24.10.44 m HIV 34 - 05/91-05/95 ja
22 05.10.67 m HIV 20 - 04/94-10/99 ja
23 29.11.64 w AML 1 - 08/97 nein
24 29.08.50 w HIV 1 - 06/95 nein
25 15.02.43 m HIV 7 - 10/94-03/95 | nein
26 04.04.35 m HIV 48 - 09/93-02/99 ja
27 07.01.41 m HIV 28 - 12/94-10/02 | nein
28 18.10.56 m HIV 27 - 05/93-09/97 | nein
29 08.10.86 w KM-Tx 2 1 BK 01/95-07/98 | nein
31 30.03.57 m HIV 1 - 04/95 nein
33 06.07.62 m HIV 10 - 09/95-05/97 ja
38 07.01.71 m HIV 12 - 06/98-03/00 ja
3.2 Isolate

Die Isolation der Hefen erfolgte aus Rachenspulwasser-Proben. Insgesamt wurden
398 Rachenspilwasser-Proben untersucht, pro Patient existierten 1 bis 48 Proben. Die
Proben wurden von 1989 bis 2002 gewonnen. Die einzelnen Patienten wurden tber
einen Zeitraum von bis zu 9 Jahren untersucht.

Vor der Probenentnahme reinigte der Patient die Mundhdhle mit Leitungswasser. Dann
wurden Mundhoéhle und Rachen mit 10 ml isotoner Kochsalzlésung gespult und die
Spullésung in einem sterilen und verschlielBbaren Gefald aufgefangen. Je 100 pl der
Spullésung wurden auf Sabouraud-Dextrose-Agar und CHROMagar® Candida
ausplattiert und tUber 48 Stunden bei 37 T inkubiert. Im Falle eines Hefewachstums
wurden die KBE (Kolonie bildenden Einheiten) hinsichtlich Anzahl, Farbe und
Morphologie beurteilt. Bei Wachstum von unterschiedlichen Candida Spp. (erkennbar
an der unterschiedlichen Farbung auf CHROMagar® Candida, siehe Kapitel 3.4.1.2)
wurden diese getrennt und Subkulturen auf Sabouraud-Dextrose-Agar angefertigt. Die
weiteren Tests wurden bei allen Candida-Kolonien durchgefihrt, die auf CHROMagar®

Candida griin gewachsen waren (C. dubliniensis oder C. albicans).
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Zur Lagerung wurden funf bis sechs Kolonien der Sabouraud-Dextrose-Kultur
abgetragen, in ein Glasréhrchen mit 2 ml autoklavierter Magermilch eingerthrt und bei

—20 T eingefroren.

3.3 Material

Alle Gerate, Materialien, Chemikalien und Ldsungen, die fir die Versuche benutzt
wurden, sind in den Tabellen 12 und 13 im Anhang aufgelistet und werden im Text

nicht noch einmal erwahnt.

3.4 Methoden

3.4.1 ldentifizierungstests fur  C. dubliniensis

3.4.1.1 Arbitrarily Primed Polymerase Kettenreaktion

Isolierung von chromosomaler DNS

Vier bis funf Candida-Kolonien wurden in 10 ml Sabouraud-Dextrose-Briihe
suspendiert und bei 37 € im Schittelwasserbad tGber Nacht ((N) inkubiert. Die Zellen
wurden 15 min bei 3.000 U/min (Umdrehungen/pro Minute) abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert, das Zellpellet mit 1 ml Sorbitol gewaschen und in 1 ml SE-Puffer
(Sorbitol-EDTA-Puffer) resuspendiert. Zum Aufspalten der Zellwande wurden 2 pl 2-
Mercaptoethanol und 100 pl Zymolase zugefigt, gemischt und 40 min bei 37 C
inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren (5 min bei 2.500 U/min) wurde das Pellet
durch Zugabe von 1 ml SE-Puffer gewaschen. Der durch Zentrifugieren (5 min bei
2.500 U/min) entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0,5 ml NaCl-
EDTA resuspendiert. Es wurden 30 pl Proteinase K, 100 ul SDS (10 %) und nach
vorsichtigem Mischen 100 pl RNAse zugefigt und 30 min bei 55 €T inkubiert. Das
Zellpellet wurde abzentrifugiert (1 min bei 2.500 U/min) und die im Uberstand
enthaltende DNS wurde 2- bis 3-mal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI,

25:24:1) extrahiert. Hierbei wurde ein &quivalentes Volumen PCl zu der Probe
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gegeben und fir 2 min geschwenkt. Nach 10-mindtigem Zentrifugieren bei 13.000
U/min wurde die entstandene obere Phase in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Der
Vorgang wurde 2- bis 3-mal wiederholt. Das restliche Phenol wurde durch einen
Waschschritt mit Chlorform/Isoamylalkohol (Cl, 24:1) entfernt. Auch hier wurde ein
aquivalentes Volumen CI hinzu gegeben, 2 min geschwenkt und 10 min bei 13.000
U/min zentrifugiert. Der Uberstand mit der chromosomalen DNS wurde durch Zugabe
des gleichen Volumens eiskalten Isopropanols und Inkubation bei -70 T fir 20 min
geféllt. Das durch Zentrifugieren (15 min bei 13.000 U/min) entstandene Pellet wurde
in Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und anschliel3end in 50 ul TAE geldst (18).

Die Konzentrationsbestimmung der DNS erfolgte durch eine photometrische Messung
in einer Quarzkuvette (Schichtdicke 1 cm). Als Referenz diente eine Messung gegen

Aqua destillata als Leerwert.

AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction)

Bei dieser Abwandlung der PCR wird nur ein Primer verwendet. Der verwendete
Primer RP02 hat die Sequenz 5’ gCg ATC CCC A 3’ und wurde das erste Mal von
Akopyanz et al. (1) verwendet. Sullivan et al. fuhrten 1995 die erste AP-PCR mit
diesem Primer bei C. dubliniensis durch (119).

Die zu amplifizierenden Proben wurden auf eine DNS-Konzentration von 10 ng/ul
verdunnt. Der Master-Mix fir 20 Anséatze (19 Proben und eine Negativkontrolle) wurde

auf Eis folgendermal3en angesetzt:

745 ul Aqua dest.

100 pl 10 x Reaktionspuffer

40 pl Magnesiumchlorid

80 ul dNTP-Reaktionsgemisch
20 pl Primer RP02

5 ul Tag-Polymerase

Je 48 ul Master-Mix wurden in autoklavierte 0,5 ml Reaktionsgefal3e tGberfihrt und je
10 pl (entsprechend 100 ng Proben-DNS) hinzugefiigt. Um eine Evaporation des

Reaktionsgemisches zu verhindern, wurde ein Tropfen Mineraldl dazu gegeben.
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Im Thermocycler lagen folgende Reaktionsbedingungen vor:

Schritt 1: 94 C 5 Minuten

Schritt 2: 36 C 5 Minuten

Schritt 3: 72<C 5 Minuten

Schritt 1 bis 3 wurde 4-mal wiederholt

Schritt 4: 94 C 1 Minute (Denaturierung)
Schritt 5: 36 C 1 Minute (Primeranlagerung)
Schritt 6: 72 C 2 Minuten  (Strangverlangerung)
Schritt 4 bis 6 wurde 30-mal wiederholt

Schritt 7: 72 <C 10 Minuten

Schritt 8: 4<C zeitlich unbegrenzt

Die Gesamtdauer der AP-PCR betrug ca. 6 Stunden (119,125).

Fiur die Gelelektrophorese wurde ein 1,2 %-iges Agarose-Gel (1,2 g Agarose mit 100
ml TBE und 2 pl Ethidiumbromid) verwendet. Je 7 pl PCR-Produkt wurden mit 3 pl
Gelladepuffer in die Taschen des Gels pipettiert. Als Marker dienten 250 ng des
Molekulargewichtsmarkers VI ® (Fa. Roche), dessen Fragmentbereich zwischen 0,15
und 2,1 kbp (Kilo-Basenpaaren) liegt. Die Elektrophorese lief Gber 2 Stunden bei 75
Volt. Das fertige Gel wurde unter UV-Licht digital fotografiert.

3.4.1.2 Kultivierung auf CHROMagar® Candida

Aus dem Rachenspulwasser wurde wie oben erwdhnt eine Priméarkultur auf
CHROMagar® Candida (81) erstellt. Unter Inkubation bei 37 T fur 48 Stunden
entwickelte sich eine Farbexprimierung, die erméglichte, die verschiedenen Candida-

Spezies voneinander zu unterscheiden.

3.4.1.3 Kultivierung auf Reisagar

Eine Candida-Kolonie wurde auf Reisagar ausgeimpft. Ein steriles Deckglas wurde
aufgelegt, und die Kultur wurde 24 bis 72 Stunden bei Raumtemperatur bebritet. Alle
24 Stunden erfolgte unter dem Mikroskop bei 100-facher VergroRerung eine

Beurteilung auf die Art der Pseudomyzel- und Chlamydosporenbildung.
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3.4.1.4 Kultivierung auf Cryptococcus-Agar nach Staib

Eine Hefekolonie wurde auf Staibagar tbergeimpft und bei 30 T fir 48 Stunden
inkubiert und dann am Mikroskop unter 100-facher VergroRerung auf Myzel- und
Chlamydosporenbildung beurteilt.

3.4.1.5 Wachstumsverhalten bei erh6hten Temperature

Zwei Candida-Kolonien wurden je auf einer Sabouraud-Dextrose-Agarplatte
ausplattiert, wovon eine bei 42 T und die andere b ei 45 T inkubiert wurden. Nach 24
und 48 Stunden wurde das Wachstumsverhalten beurteilt.

3.4.1.6 Identifizierung tber den Analytischen Profilndex ID 32 C

Eine frische KBE wurde in ein Plastikréhrchen mit 2 ml 0,9 % NaCl gegeben. Die
Zellzahl der Hefeaufschwemmung wurde photometrisch dem Tribungsstandard
McFarland 2 angeglichen, dessen optische Dichte einer Sprosspilz-Zellzahl von 2 x 10’
entspricht. Von der Suspension wurden 250 pl in die im Kit enthaltene Ampulle mit C-
Medium gegeben und gemischt. Je 135 pl dieses Ansatzes wurden in die Vertiefungen
des API®-Teststreifens gefillt. Der Streifen wurde verschlossen, bei 29 T fur 48 bis
72 Stunden inkubiert und dann abgelesen. Eine Vertiefung, in der eine starkere
Tribung als in der Negativkontrolle vorlag, zeigte eine positive Reaktion an.

Der ID 32 C ist ein kommerzieller Assimilationstest fir Kohlenhydrate. Er dient der
Uberprifung der Fahigkeit von Hefen, in einem definierten Minimalmedium zu
wachsen. Dieses Minimalmedium enthalt aulRer definierten Kohlenhydraten alle
notwendigen Wachstumsbausteine, die von Hefen verstoffwechselt werden kénnen

(Angabe der Firma bioMérieux).
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Tabelle 3.Bezeichnung der Tests von ID 32 C

0.0 | SOR D-Sorbit 1.0 | GAL D-Galaktose

0.1 | XYL D-Xylose 1.1 | ACT Aktidion (Cycloheximid)
0.2 | RIB D-Ribose 1.2 | SAC D-Saccharose

0.3 | GLY Glycerol 1.3 | NAG N-Acetyl-Glukosamin
0.4 | RHA L-Rhamnose 1.4 LAT Laktat

0.5 | PLE Palatinose 15 | ARA L-Arabinose

0.6 | ERY Erythrit 1.6 | CEL D-Cellobiose

0.7 | MEL D-Melibiose 1.7 | RAF D-Raffinose

0.8 | GRT Natrium-Glukuronat 1.8 | MAL D-Maltose

0.9 | MLZ D-Melezitose 19 | TRE D-Trehalose

0.A | GNT Kalium-Glukonat 1.A | 2KG Kalium 2-Keto-Glukonat
0.B | LVT Levulinat 1.B | MDG Methyl-aD-Glukopyranosid
0.C | GLU D-Glukose 1.C | MAN D-Mannit

0.D | SBE L-Sorbose 1.D | LAC D-Lactose

0.E | GLN Glukosamin 1.E INO Inosit

0.F | ESC Askulin Eisenzitrat 1.F 0 Kontrolle

Die Assimilationsreaktionen sind in 3er-Gruppen eingeteilt. Den positiven Reaktionen

werden innerhalb einer 3er-Gruppe die Zahlenwerte 1, 2 und 4 zugeordnet. Die

Summen dieser Zahlenwerte innerhalb einer Gruppe ergeben einen zehnstelligen

Zahlencode, der typisch fir eine bestimmte Candida Sp. ist.

Zur Auswertung wurden die Reaktionen ins apiweb® eingegeben, und von der

herstellereigenen Software wird die zugehdrige Spezies ermittelt und angezeigt.
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Abbildung 5. Beispiel eines ID 32 C Ergebnisblattes
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3.4.2 Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentrati on

Die MHK wurde nach der DIN-Norm 58940-84 von Oktober 2002 bestimmt (26).

Zuerst wurden Fluconazol- und Itraconazol Stockldsungen in einer Konzentration von
1.280 pg/ml hergestellt. Zur Herstellung der Antimykotika-Verdiinnungsreihen wurden
je 100 ul modifiziertes HR-Medium in eine sterile Mikrotiterplatte gegeben. Die
Stocklosung wurde mit dem Medium auf eine Konzentration von 256 pg/ml vorverdinnt
und in die erste Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben. Aus der ersten Vertiefung
wurden 100 pl entnommen und in die nachste Vertiefung gegeben. Das wurde
fortgefuhrt, so dass eine logarhythmische Verdinnungsreihe mit Konzentrationen von
64 bis 0,125 pg/ml entstand. Das Inokulum wurde hergestellt, indem eine Pilzkolonie in
2 ml isotone Kochsalzldsung suspendiert wurde. Die Zellzahlen wurden mit Hilfe des
McFarland-Standards 0,5 (entsprechend einer Sprosspilz-Zellzahl von 3 x 10°)
photometrisch angeglichen. Die Suspension wurde 1:1.000 mit modifiziertem HR-
Medium verdinnt, und von der Verdinnung wurden je 100 ul in die Vertiefungen der
vorbereiteten Mikrotiterplatte gegeben. Somit ergab sich eine Endkonzentration des
Inokulums von 0,5 bis 2,5 x 10° KBE/ml. Es wurde eine Negativkontrolle (200 pl
modifiziertes HR-Medium) und eine Positivkontrolle (100 pl modifiziertes HR-Medium +
100 pl Inokulum) mitgefuhrt. Die Mikrotiterplatten wurden bei 36 T bebritet und nach
24 und 48 Stunden abgelesen. Als minimale Hemmstoffkonzentration galt die erste
Verdinnung, in der eine deutliche Reduktion der Tribung gegeniber der
Positivkontrolle sichtbar war. Zur Qualitatskontrolle wurde ein Kontrollstamm
mitgefiihrt. Die MHK-Sollwertbereiche fur den Kontrollstamm ATCC 90028 (C.
albicans) sind fur Fluconazol 1,0 bis 4,0 pg/ml und fir Itraconazol 0,06 bis < 8,0 pg/ml.
Die MHK-Werte wurden nach den Richtlinien der NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) interpretiert (77). Die Bezeichnung des Instituts lautet
inzwischen CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute®). MHK-Werte, die
zwischen den Kategorien lagen, wurden der nachst hoheren Kategorie zugeordnet.

Tabelle 4. MHK-Richtlinien der NCCLS

. . - dosisabhangig .
Antimykotikum empfindlich (S) empfindlich (S-DD) resistent (R)

Fluconazol < 8 ug/mi 16-32 pg/ml = 64 pug/mi

Itraconazol < 0,125 pg/ml 0,25-0,5 pg/ml =1 pg/mi
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3.4.3 Genotypisierung von C. dubliniensis mit der Sonde Cd25

Herstellung der spezies-spezifischen Sonde Cd25

Die Arbeitsgruppe um S. Joly vom Department of Biological Sciences der University of
lowa, USA stellte uns die Cd25-Sonde (44) zur Verfiigung, die in einen Lambda-
Bakteriophagen kloniert worden war. Nachdem Versuche zur Praparation der Sonden-
DNS in unserem Labor nicht zum Erfolg flhrten, erhielten wir von G. Moran
(Arbeitsgruppe Coleman, School of Dental Science, Department of Oral Medicine and
Pathology, University of Dublin, Irland) ein Aliquot der Phagensuspension (Titer: 2 X
10° Pfu (Plaque forming units)/ml) und den Wirtsstamm E. coli LE 392. Diese Zellen
wurden benutzt, um weitere Lysate herzustellen, von denen eines letztendlich zur
Herstellung der Sonden-DNS (101) benutzt wurde.

Fur die Lysat-Herstellung wurde NZCYM-Nahrlésung mit 1,5 %-iger Agarose versetzt
und autoklaviert. Die Agarplatten wurden mit E. coli LE 392 beimpft und bei 37 T UN
inkubiert. Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde eine Kolonie von der Platte in 3
ml NZCYM-Medium Uberimpft. Die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
(ODegoo) betrug nach 220 min ca. 0,7, was 0,7 x 10° Bakterien pro ml entsprach. Davon
wurden 2 ml (1,4 x 10° Bakterien) mit 250 pl eines Phagenlysats (Titer: 2,2 x 10°
Pfu/ml) versetzt und fir 30 min bei 37 T im Thermoblock in kubiert. Diese Suspension
wurde in 200 ml auf 37 C vorgewarmtes NZCYM-Medium Uberfihrt und im Schuttler
bei 240 U/min und 39 T kultiviert. Nach 8 Stunden war die Zellkultur deutlich
aufgeklart als Hinweis fir eine gute Lyse. Nach Zusatz von 2 ml Chloroform Inkubation
fur weitere 10 min bei 37 T wurde der Phagentiter bestimmt.

Bei der Titerbestimmung dienten 1,5 %-ige NZCYM-Agar-Platten als Basis Agar. Als
Top Agar wurde 0,7 %-iger NZCYM-Agar verwendet, der auf 47 T vorgewarmt war.
Die Phagensuspension wurde mit SM-Medium von 1072 bis 10 verdiinnt. 50 pl jeder
Verdinnung wurden mit je 100 pl der Bakterien-Suspension gemischt, 10 min bei 37
T inkubiert und in den auf 47 T vorgewarmten, fli ssigen Top Agar gegeben. Dieser
wurde auf den Basis Agar gegossen und UN bei 37 T inkubiert. Die Plagues wurden
ausgezahlt, wobei jeder Plaque einem Bakteriophagen entsprach. Damit entsprachen
100 Plaques auf einer Platte mit 50 ul Phagenlysat bei einer Verdiinnung von 10*
einem Phagentiter von 2 x 10" Pfu/ml.

Zur Fallung der Bakteriophagen wurden 150 ml Lysat nach Abkihlen auf

Raumtemperatur mit jeweils 150 pug RNAse und DNAse versetzt (Endkonzentration: 1
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pg/ml) und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 8,76 g NaCl
dazugegeben (Endkonzentration: 1M), durch Schitteln gelést und 1 Stunde auf Eis
inkubiert. Nach 12-mindtiger Zentrifugation bei 4 °C und 8.000 U/min wurden 15 g PEG
8.000 dazugegeben (10 % (w/v)), auf dem Magnetriihrer gelést und anschlieBend auf
Eis fur 1 Stunde inkubiert. Die n&chste Zentrifugation erfolgte bei 4 T und 8.300 U/min
fur 16 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 8,5 ml NZCYM gelost
(Endvolumen: 10 ml).

Die Aufarbeitung des Phagenlysats erfolgte mit dem kommerziell erhéaltlichen

Promega-Kit® entsprechend der Angaben des Herstellers.

DNS-Verdau

Der Verdau der chromosomalen DNS (Extraktionsprotokoll siehe Kapitel 3.4.1.1)
erfolgte mit der Restriktions-Endonuklease EcoR |. Der Ansatz fir einen Verdau in
einem 0,5 ml Reaktionsgefal} setzte sich wie folgt zusammen:

10 pg DNS
5 ul 10 x Restriktionspuffer React 3
1,5ul EcoR | (15 Einheiten)

ad 45 pl Aqua dest.
Der Reaktion lief Uber ca. 14 Stunden bei 37 .

Gelelektrophorese

Es wurde ein 0,8 %-iges Agarose-Gel (2,4 g Agarose, 300 ml 1 x TAE, 2 ul
Ethidiumbromid) mit 2-mal 24 Taschen verwendet. Der Verdau wurde mit 5 pl
Gelladepuffer in die Taschen pipettiert. Als Marker an beiden Seiten und zwischen den
Proben der verschiedenen Patienten wurden 5 ng Lambda-Hind-11I-DNS verwendet.
Der Fragmentbereich des Markers lag zwischen 23.130 und 564 bp. Die
Elektrophorese lief Gber 18 Stunden bei 30 Volt.

Southern Blot

Das Gel wurde zur Vorbereitung auf dem Horizontalschittler fur 1 Stunde in
Denaturierungslésung und dann fur 15 min in Transferlosung gebadet.
Wahrenddessen wurde die Nylon-Membran mindestens 20 min in Aqua dest. gebadet.

Der Blot wurde wie folgt aufgebaut:



Material und Methoden 27

DOWNWARD ALKALINE BLOTTING
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Abbildung 6. Blotaufbau nach Chomczynski 1992 (22)

Die DNS wurde innerhalb von 1 Stunde von dem Gel auf die Membran transferiert. Zur
Neutralisierung wurde die Membran 10 min in Phosphatpuffer getaucht (0,5 ml/cm?
Membran). Anschlie3end wurde die DNS durch 30-minitiges Backen bei 80 T auf der
Membran fixiert (22,112).

Radioaktive Markierung und Radiographie

Die Markierung der Sonde erfolgte mit dem kommerziellen Megaprime®-Kit und dem
hochenergetischen Radioisotop *’P (spezifische Aktivitat 3.000 Ci/mmol). Von der
Cd25-DNS wurden 25 ng/ul entsprechend des Protokolls des Herstellers markiert.

Zur Hybridisierung wurden 20 ml Hybridisierungspuffer im Hybridisierungsofen auf 65
T erwarmt. Diesem wurde 200 pg denaturierte Lachss perma-DNS hinzugefiigt, so
dass eine Endkonzentration von 0,01 ug DNS/ul Puffer erreicht wurde. Vorher wurde
die Lachssperma-DNS ebenfalls durch 5-mindtige Erhitzung im kochenden Wasserbad
und anschlieBende Abkuhlung auf Eis denaturiert. Die Blots wurden in dem
vorgewarmten Hybridisierungspuffer far 15 min prahybridisiert. Dann wurde die
markierte Sonde in den Hybridisierungspuffer gegeben, und es wurde fiir 2 Stunden
bei 65 T hybridisiert. Anschlieend wurde der Hybr idisierungspuffer durch 50 ml
Waschpuffer | pro Blot ersetzt. Auf dem Taumelrollmischer wurde bei Raumtemperatur
fur 20 min gewaschen. Dann wurden zwei weitere Waschschritte mit je 50 ml
vorgewarmten Waschpuffer Il bei 65 T durchgefuhrt.

Die Signaldetektion erfolgte tGber Autoradiographie. Die Blots wurden in Klarsichtfolie
gewickelt und in der Dunkelkammer ein Rontgen-Film auf die DNS-Seite des Blots
gelegt. Je nach Grad der Radioaktivitat des dTTPs wurde Uber eine bzw. mehrere
Néchte in einer RoOntgenkassette exponiert. Der belichtete Film wurde in einem

vollautomatischen Entwicklungsapparat entwickelt.
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Bildbearbeitung und Erstellung der Dendrogramme

Die entwickelten Filme wurden eingescannt, mit Adobe Photoshop® auf eine Bildgro3e
von etwa 750 x 300 Pixel verkleinert und in das Programm Gelscan® V5.1 der Firma
BioSciTec, Frankfurt/Main eingelesen. Die Banden, die durch die Software nicht
automatisch erkannt wurden, mussten nachtraglich manuell eingefiigt werden. Fir die
Auswertung wurde der Bereich einbezogen, der den Lambda-Hind-Ill Markerbanden
zwischen 23.100 bp und 2.000 bp entsprach. Den sechs Markerbanden (23.130 bp,
9.416 bp, 6.557 bp, 4.361 bp, 2.222 bp, 2.027 bp) ordnete die Software Relativwerte
von 100 bis 600 zu. Jeder Proben-Bande wurde dementsprechend eine relative Grol3e
von 100 bis 600 zugeordnet. Lambda-Hind-IIl hybridisierte ebenfalls mit der Sonde
Cd25 und wurde somit auf den Roéntgen-Filmen sichtbar, weil Cd25 auch Lambda-
Sequenzen enthalt.

Mit dem gleichen Programm wurden Clusteranalysen nach der Distanzfunktion
.euclidean” und der Clustermethode ,average-linkage“ durchgefuhrt. Das Programm
berechnete hierbei DistanzmalRe oder Similaritatskoeffizienten zwischen den zu
untersuchenden Isolaten. Aus diesen DistanzmalRen erstellt es Dendrogramme
(Baumdiagramme), die eine Aussage uber den Verwandtschaftsgrad unter den
unterschiedlichen Isolaten ermdglichen.

Der euklidische Abstand wird nach folgender Formel berechnet:

n

Ao y) =42, (% %)

X1 stellt den Zahlenwert der ersten Bande von Isolat X dar und y; die erste Bande von
Isolat Y. Der euklidische Abstand wird im Folgenden dg, genannt.

Die Clustermethode ,average linkage* berechnet den durchschnittlichen Abstand aller

Elementpaare aus den beiden Clustern.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierungstests fur C. dubliniensis

Die C. dubliniensis-Stamme dieser Arbeit wurden mittels AP-PCR als solche

identifiziert. Die weiteren Tests zur Identifizierung wurden zur Bestatigung bzw.

Infragestellung des PCR-Ergebnisses durchgefihrt. Die AP-PCR wurde hier also als

molekularer Goldstandard fir die Identifizierung von C. dubliniensis gewahlit. Die

kulturellen Tests sollen im folgenden Abschnitt miteinander und mit der AP-PCR als

Referenz verglichen und evaluiert werden.

Tabelle 5. Unterscheidungskriterien zwisch&h albicans und C. dubliniensis mit den in dieser Arbeit

verwendeten Identifizierungsmethoden.

Methode C. dubliniensis C. albicans Referenz
) hellgriines,
Phé&no- CHROMagar® dunkelgrines hellblaues (24,90,127)
typisch Candida Wachstum oder blaugriines R
Wachstum
viele Chlamydosporen .
in Duplets/Triplets am \éveg:gncgljﬂn; Z?;r;
Reisagar Ende von kurzen, nicht poren, (2,4,115,119)
. einzeln am Ende
verzweigten der Pseudohyphe
Pseudohyphen
Cryptococcus-
Agar raue Kolonien glatte Kolonien (2,55)
nach Staib
Wachstum bei . .
12 C nein ja (91,119)
Wachstum bei . .
45 C nein ja (91,119)
C. dubliniensis- C. albicans-typischer
API®ID 32 C typischer API®-Code API®-Code (90,114,116,119)
C. dubliniensis-
) . typisches C. albicans-typisches
Geno- AP PCR mit Bandenmuster Bandenmuster (keine
. Primer RP02 . L L (114,119)
typisch (= RAPD) (keine Assimilation von Assimilation von
- Trehalose, Methyl-aD- Glycerol)
Glykosid und Xylose
Hybridisierung —_ . I
mit Cd25 starke Hybridisierung keine Hybridisierung (44)
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Die Abweichungen der Anzahl der Proben, die in den einzelnen Tests untersucht
wurden, mit der in Kapitel 4.1.1 genannten Probenanzahl ist dadurch gegeben, dass
nicht in allen Fallen eine Rekultivierung der eingefrorenen, zum Teil alteren Isolate

maoglich war, um die noch ausstehenden Tests durchzufihren.
Als Validitatskriterien fir die Tests zur Identifizierung von C. dubliniensis und zur
Differenzierung von C. albicans wurden Sensitivitdt und Spezifitat fir jeden Test nach

folgender 2 x 2 Kreuzklassifikation berechnet.

Tabelle 6.2 x 2 Kreuzklassifikation fir Sensitivitat und Speat

TESTERGEBNIS C. DUBLINIENSIS C. ALBICANS SUMME
N a b
Positiv richtig positiv falsch positiv arh
. c d
Negativ falsch negativ richtig negativ ctd
Summe atc b+c L
Sensitivitat

Fahigkeit eines diagnostischen Tests, Personen mit einer fraglichen Erkrankung
vollstandig herauszufiltern; definiert als das Verhaltnis von Personen mit positivem

Testergebnis zu den tatsachlich Kranken. Sensitivitat = a/(a+c) (94)

Spezifitat

Fahigkeit eines diagnostischen Tests, ausschlie3lich Personen mit einer fraglichen
Erkrankung zu erfassen; definiert als das Verhéltnis der Personen mit negativem
Testergebnis zu den Nicht-Kranken. Spezifitdt = d/(b+d) (94)

Youden-Index

Mafl3zahl, die die Glte eines diagnostischen Tests in einem Wert zusammenfasst;
Berechnung nach der Formel Y = Sensitivitat + Spezifitat - 1. Der Youden-Index sollte
zwischen 0 und 1 liegen, wobei ein diagnostischer Test dann gut ist, wenn Y nahe 1
liegt (130).
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4.1.1 Arbitrarily Primed Polymerase Kettenreaktion

Bei dieser Abwandlung der PCR ergeben sich genetische Fingerabdricke, die

ermoglichen, verschiedene Spezies voneinander zu unterscheiden.

.. albicans o _ . albicans
—— C.dubliniznsis

ATCC 0025
., parapsilosis
. krusei

., kefyr
ATCC 78815 I
Marker &

CBS 500
CBS 501

Markar &
ch 36

-

|
e

s —
—
— -y
-
—_—
—_— -
e
—
—_—
—

Abbildung 7. Beispiel AP-PCR mit Primer RP02 anhand von folgenidentroll-Stammen

ATCC 90028: C. albicans (American Type Culture Collection, Manassas, VA)

ATCC 76615: C. albicans (American Type Culture Collection, Manassas, VA)

CD 36: C. dubliniensis (National Collection of Pathogenic Fungi (NCPFjisBl,
UK)

CBS 8500: C. dubliniensis (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Niederlande)

CBS 8501: C. dubliniensis (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,

Niederlande)

In der von mir untersuchten Patientengruppe wurden insgesamt 530 Candida-Isolate
nachgewiesen. Mittels AP-PCR mit dem Primer RP02 wurden 217 C. dubliniensis-
Isolate gefunden. Von finf weiteren Isolaten konnte aufgrund fehlender
Rekultivierbarkeit keine AP-PCR durchgefiihrt werden. Durch 0Ubereinstimmende
Ergebnisse in den kulturellen Tests bei diesen funf Isolaten kann man insgesamt von
222 C. dubliniensis-Isolaten ausgehen. 96 % (214/222) der gefundenen C. dubliniensis-
Isolate stammten von HIV-infizierten Patienten, 4 % (8/222) stammten von HIV-

negativen Patienten mit anderen Grunderkrankungen.
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Es wurden 308 Non-C. dubliniensis-Isolate gefunden. Darunter waren 141 C. albicans,
112 C. glabrata, 32 C. krusei, 10 C. tropicalis und 13 andere Spezies (S. cerevisiae, C.

lambica, C. kefyr, C. lipolytica, Geotrichim candidum, C. inconspicua).

60

50 A =

| andere

O C. tropicalis
m C. krusei

0O C. glabrata
0O C. albicans

Anzahl der Proben

B C. dubliniensis

1 2 345 6 78 9101 1BMMB B LT B9 212223242526 27 28 29 31 33 38

Patient

Abbildung 8. Verteilung der unterschiedlich€andida Sp. in der Untersuchungsgruppe

64 % (141/222) der C. dubliniensis-Isolate lagen in Monokultur vor, wahrend 37 %
(81/222) in Mischkultur mit bis zu drei anderen Candida Sp. vorlagen. Mischkulturen
von C. dubliniensis zusammen mit C. glabrata waren mit 54 % (50/93) am haufigsten.
Mischkulturen zusammen mit C. albicans und C. krusei kamen zu jeweils 16 % (15/93)
vor, zusammen mit C. tropicalis zu 7 % (6/93), mit S. cerevisiae zu 3 % (3/93), mit C.
lambica zu 2 % (2/93), mit Geotrichum candidum und C. inconspicua zu jeweils 1 %
(1/93) vor.
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O C. glabrata
m C. albicans
16% O C. krusei
O C. tropicalis
55% B S. cerevisiae
O C. lambica

m C. inconspicua

O Geotrichum spp

Abbildung 9. Verteilung der Mischkulturen m@. dubliniensis

4.1.2 Kultivierung auf CHROMagar® Candida

Bei der Kultivierung auf CHROMagar® Candida farbt sich C. albicans in einem hellen
blaugrin, die C. dubliniensis-Kolonien exprimieren eine dunkelgrine Farbe
(24,34,90,127). C. glabrata farbt sich lila und C. krusei rosé.

Insgesamt wurden 352 Isolate auf CHROMagar® Candida getestet, wovon nach AP-
PCR 211 Isolate C. dubliniensis und 141 Isolate C. albicans waren. Nur 15 % (31/211)
der C. dubliniensis-Stamme konnten auf CHROMagar® Candida aufgrund der
dunkelgrinen Farbe als C. dubliniensis erkannt werden.

4 % (6/141) der getesteten C. albicans-Isolate wurden als dunkelgrin identifiziert. 96 %
(135/141) der C. albicans-Isolate farbten sich in dem fir sie eigentlich typischen
hellgrun.

Abbildung 10. C. dubliniensis (links) undC.
albicans (rechts) auf CHROMagar® Candida
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4.1.3 Kultivierung auf Reisagar

Reisagar ist ein nahrstoffarmer Agar, der sich generell zur Uberpriufung der

Mikromorphologie von Hefen und hefeartigen Pilzen eignet (Kulturelle Pilzdiagnostik,

Fa. bioMérieux). Typisch fur C. dubliniensis sind folgende Merkmale (2,115,119):

1. eine grofRe Anzahl an Chlamydosporen

2. viele Verzweigungen der Pseudomyzelien

3. Chlamydosporen, die in Duplets oder Triplets angeordnet sind

4. kurze Pseudomyzelien.

C. albicans produziert auf Reisagar wenig Chlamydosporen, die meistens singular am

Ende einer Pseudohyphe auftreten.

Insgesamt wurden 341 Isolate auf Reisagar getestet, wovon laut AP-PCR 200 Isolate C.
dubliniensis und 141 Isolate C. albicans waren. Alle 200 C. dubliniensis-Isolate bildeten
Pseudomyzel und Chlamydosporen, aber nur 34 % (68/200) bildeten Merkmale aus, die
eindeutig C. dubliniensis zuzuordnen waren. Zu diesen Merkmalen gehérten:

Unter den 68 Isolaten mit C. dubliniensis-typischen Merkmalen kam das Merkmal
».groRe Anzahl an Chlamydosporen* am haufigsten vor (bei 54 Stammen).

5 % (7/141) der getesteten C. albicans-Isolate bildeten ebenfalls C. dubliniensis-

spezifische Merkmale aus.
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Abbildung 12. Pseudohyphen und
dickwandige Chlamydosporen vog.
dubliniensis auf Reisagar (24)

Abbildung 11. Chlamydosporen an einer
einzelnen Versorgungszelle (S) am Ende
eines Pseudomyzeliums v@ndubliniensis
auf Reisagar (24)
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4.1.4 Kultivierung auf Cryptococcus -Agar nach Staib

C. dubliniensis zeichnet sich auf Cryptococcus-Agar nach Staib (,Staibagar”)
makroskopisch durch die Bildung von rauen Kolonien aus, welches durch Uppiges
Wachstum von Myzel mit Chlamydosporen an den Enden von Pseudohyphen bedingt
ist. C. albicans wachst in glatten Kolonien, es werden kein Pseudomyzel und keine
Chlamydosporen gebildet (2,55,113).

Insgesamt wurden 278 Isolate auf Staibagar untersucht, wovon 171 laut AP-PCR C.
dubliniensis und 106 C. albicans waren. 98 % (167/171) der C. dubliniensis-Isolate
hatten auf Staibagar ein raues Wachstum, die restlichen 2 % (4/171) hatten das fur C.
albicans typische glatte Wachstum.

97 % (103/106) der C. albicans-Isolate waren glatt berandet. Die restlichen 3 % (3/106)

der untersuchten C. albicans-Isolate zeigten ein raues Wachstumsmuster.

Abbildung 13. Koloniemorphologie auf Staibagar (17):
(a) rau (C. dubliniensis)
(b) glatt (C. albicans)

Abbildung 14. C. dubliniensis-Kolonie- Abbildung 15. C. albicans-Kolonie-
Morphologie auf Staibagar in 100-facher Morphologie auf Staibagar in 100-facher
Vergro3erung (17) Vergrol3erung (17)
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4.1.5 Wachstumsverhalten bei erhéhten Temperaturen

C. dubliniensis zeigt im Gegensatz zu C. albicans bei 42 und 45 € kaum bzw. gar kein
Wachstum (91,119).

Es wurden 270 Isolate auf ihr Wachstumsverhalten bei 42 und 45 T untersucht, 147
Isolate wurden in der AP-PCR als C. dubliniensis, 123 als C. albicans identifiziert. 3 %
(4/147) der C. dubliniensis-Isolate zeigten kein Wachstum bei 42 C, 97 % (143/147)
wuchsen bei dieser Temperatur. Alle 123 C. albicans-Isolate wuchsen bei 42 C.

Bei 45 T zeigten 95 % (140/147) der C. dubliniensis-Isolate kein Wachstum, 5 %
(7/147) wuchsen auch bei 45 T. 2 % (2/123) der C. albicans-Isolate wuchsen nicht beli
45 T, 98 % (121/123) wuchsen bei dieser Temperatur .

4.1.6 Identifizierung Uber den Analytischen Profil Index ID 32 C

Es wurden 350 Isolate mit dem API® ID 32 C-System untersucht. Hiervon wurden 61 %
(212/350) in der PCR als C. dubliniensis und 39 % (138/350) als C. albicans identifiziert.
94 % (199/212) der als C. dubliniensis identifizierten Isolate hatten nach dem api-web®
von 2006 einen C. dubliniensis-spezifischen API®-Code. Einen C. albicans-typischen
API®-Code hatten 6 % (13/212) der C. dubliniensis-Isolate.

99 % (136/138) der C. albicans-Isolate hatten einen C. albicans-typischen Code. Zwei
C. albicans-Isolate hatten einen C. dubliniensis-typischen Code (7142.1400.15). Beide
Isolate stammten von derselben Patientin (Proben 11-19 und 11-21).

Tabelle 7.Verteilung der API®-Codes

API®-CODE ANZAHL BEI ANZAHL BEI IDENTIFIZIERUNG
C. DUBLINIENSIS C. ALBICANS API-WEB®
7142.1400.15 172 2 C. dubliniensis
7142.1000.15 24 0 C. dubliniensis
7143.1400.15 1 0 C. dubliniensis
7042.1000.15 1 0 C. dubliniensis
7142.1400.11 1 0 C. dubliniensis
7147.1400.15 2 2 C. albicans
7147.3400.15 9 129 C. albicans
7347.1400.15 1 0 C. albicans
7147.3500.15 1 0 C. albicans
7347.3400.15 0 5 C. albicans
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Alle C. dubliniensis-Isolate assimilierten Galaktose, Aktidion (Cycloheximid), Maltose,
Saccharose, Kalium 2-Keto-Glukonat, Sorbit, Mannit und Glukose. Keiner von ihnen
konnte Arabinose, Cellobiose, Raffinose, Ribose, Rhamnose, Erythritol, Melibiose,
Glukuronat, Melezitose, Kalium-Glukonat, Levulinat, Laktose, Inosit oder Sorbose
assimilieren.

N-Acetyl-Glukosamin wurde zu 99,5 % von C. dubliniensis assimiliert, Laktat zu 0,5 %,
Trehalose zu 7 %, Methyl-aD-Glykosid zu 6 %, Xylose zu 5 %, Glycerol zu 0,5 %,

Palatinose zu 88 % und Glukosamin zu 99,5 %. Siehe dazu auch Tabelle 8 und 9.

Tabelle 8.Ubersicht der API®-Codes der untersuchfzmlbicans-Isolate

7142140015 | 7147140015 | 7147340015 | 7347.3400.15 | [ %] | API®-Datenbank [ %]
GAL + + + + 100 98
ACT + + + + 100 99
SAC + + + + 100 100
NAG + + + + 100 100
LAT - - - + 4 96
ARA - - - - 0 0
CEL - - - - 0 0
RAF - - - - 0 1
MAL + + + + 100 100
TRE - + + + 100 97
2KG + + + + 100 100
MDG - + + + 99 98
SOR + + + + 100 99
XYL - - + + 97 98
RIB - - - - 0 1
GLY - - 0 10
RHA - - - - 0 0
PLE + + + + 100 100
ERY - - - - 0 0
MEL - - - - 0 0
GRT - - - - 0 0
MLZ - - - - 0 0
GNT - - - - 0 2
LVT - - - - 0 1
MAN + + + + 100 100
LAC - - - - 0 1
INO - - - - 0 1
GLU + + + + 100 98
SBE - - - - 0 0
GLN + + + + 100 99
Anzahl 2 2 129 5 Gesamt 138




Tabelle 9.Ubersicht der API®-Codes der untersuchBedubliniensis-Isolate

7042100015 | 7142100015 | 7142140011 | 7142140015 | 7143140015 | 7147140015 | 7147340015 | 7347140015 | 7147350015 | [ %] Dateﬁ\tl:));?l; [ %]
GAL + + + + + + + + + 100 100
ACT + + + + + + + + + 100 100
SAC + + + + + + + + + 100 100
NAG - + + + + + + + + 99,5 90
LAT - - - - - - - + - 0,5 10
ARA - - - - - - - - 0 0
CEL - - - - - - - - - 0 0
RAF - - - - - - - - - 0 0
MAL + + + + + + + + + 100 100
TRE - - - - + + + + + 7 0
2KG + + + + + + + + + 100 100
MDG - - - - - + + + + 6 0
SOR + + + + + + + + + 100 100
XYL - - - - - - + - + 5 0
RIB - - - - - - - - 0 0
GLY - - - - - - - + 0,5 0
RHA - - - - - - - - - 0 0
PLE - - + + + + + + + 88 1
ERY - - - - - - - - - 0 0
MEL - - - - - - - - - 0 0
GRT - - - - - - - - - 0 0
MLZ - - - - - - - - - 0 0
GNT - - - - - - - - - 0 0
LVT - - - - - - - - - 0 0
MAN + + + + + + + + + 100 100
LAC - - - - - - - - - 0 0
INO - - - - - - - - - 0 0
GLU + + + + + + + + + 100 100
SBE - - - - - - - - - 0 0
GLN + + - + + + + + + 99,5 60
Anzahl 1 24 1 172 1 2 9 1 1 Gesamt 222
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4.1.7 Gutekriterien der Tests zur ldentifizierungv ~ on C. dubliniensis

Der Youden-Index Y (130) wurde hier verwendet, um eine Aussage Uber den
Zusammenhang zwischen dem positiven Testergebnis und dem tatséachlichen Vorliegen
von C. dubliniensis zu machen. Wenn der Youden-Index nahe 1 liegt, haben sowohl
Sensitivitat als auch Spezifitat Werte nahe 1 erreicht, was einen engen Zusammenhang
zwischen einem positiven Testergebnis dem tatséchlichen Vorliegen von C. dubliniensis
bedeutet. Der positiv pradiktive Wert wurde nicht bestimmt, weil die Pravalenz von C.
dubliniensis in der untersuchten Population nicht reprasentativ fur die Gesamtpravalenz
ist. (Die Kolonisierung mit C. dubliniensis war ein Einschlusskriterium fir diese Arbeit.)
Zusatzlich wurden die Signifikanzen der Sensitivitdten mittels Chi-Quadrat-Test im
Vergleich zur AP-PCR berechnet. Ein Ergebnis wurde bei p < 0,001 als signifikant
gewertet.

Die Kultivierung auf Staibagar hatte eine vergleichbare Sensitivitdt wie die Referenz-
Methode AP-PCR mit dem Primer RP02. Die Sensitivitat aller anderen durchgefiihrten
Tests war signifikant schlechter als die AP-PCR.

Tabelle 10.Beurteilung der Tests zur Differenzierung zwiscledubliniensis undC. albicans

Signifikanz Youden- | falsch falsch
Sensitivitat gnitixan. Spezifitat negatives | positives
(Sensitivitat) Index . C
Ereignis Ereignis
CHROMagar 0 o o o
Candida® 15 % p < 0,0001 96 % 0,14 85 % 4 %
Reisagar 34 % p < 0,0001 95 % 0,32 66 % 5%
Staibagar 98 % p =0,0784 97 % 0,95 2% 3%
Wachstum 0 _ 0 0 0
bei 45 C 95 % p = 0,0036 98 % 0,94 5% 2%
Wachstum 0 0 0 0
bei 42 C 3% p < 0,0001 100 % 0,03 97 % 0%
API®ID 32 C 94 % p = 0,0006 99 % 0,93 6 % 1%
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Abbildung 16. Gutekriterien der unterschiedlichen Tests

Eine Ubersicht uiber die Ergebnisse der unterschiedlichen Identifizierungsmethoden fiir
C. dubliniensis ist im Anhang Kapitel 8.4, Tabelle 14 zu finden.

4.2 Klinische Bedeutung von C. dubliniensis

Oropharyngeale Candidose und C. dubliniensis

In diesem Abschnitt soll nur die pseudomembrantse Form der OPC weiter ausgewertet
werden. Andere madgliche Symptome wie Enanthem der Mundschleimhaut,
Mundtrockenheit, Mundwinkelaphten (Perléche), belegte Zunge, sowie Sodbrennen,
Dysphagie und retrosternale Schmerzen als méglicher Hinweis flr eine Soorésophagitis
sind nicht eindeutig einer Candida-Infektion zuzuordnen und werden hier deshalb nicht
weiter bertcksichtigt. 30 % (9/30) der untersuchten Patienten litten unter einer oralen
pseudomembrandsen Candidose (Synonym: Soor), bei der C. dubliniensis beteiligt war.
Alle diese Patienten waren HIV-positiv.

Unabhangig von den einzelnen Patienten betrachtet trat C. dubliniensis in 4 % (9/208)

der Falle mit einer OPC auf. Vier dieser Isolate lagen als Monokultur und funf als
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Mischkultur vor. Vier Mischkulturen lagen zusammen mit C. glabrata und eine
Mischkultur zusammen mit C. krusei vor. Eine Mischkultur von C. dubliniensis
zusammen mit C. albicans kam wahrend des Auftretens einer OPC nicht vor.

Funf der neun C. dubliniensis-Isolate mit einer OPC wurden in einer Konzentration von
> 10* KBE/ml, die uibrigen vier in einer Konzentrationen von < 10* KBE/ml (dreimal 10°
KBE/ml und einmal 10> KBE/ml) aus der Mundhohle isoliert. Der Mittelwert der C.
dubliniensis-Keimzahl, bei dem eine OPC verursacht wurde, betrug 10* + 31.88
KBE/ml. Eine von C. dubliniensis verursachte OPC wurde schon bei einer

Konzentration von 102 KBE/ml beobachtet.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und HI-Viruslast

Die Viruslast der Patienten, bei denen C. dubliniensis an einer OPC beteiligt war, betrug

im Mittel x = 125.000 Kopien/ml + 102.000. Durch C. dubliniensis (vorliegend in
Monokultur) bedingte Soorbeléage traten in einem Fall schon bei einer Viruslast von 351

Kopien/ml auf.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und Immunstatus
Der Mittelwert der CD4-Lymphozyten, bei der C. dubliniensis an einer OPC beteiligt

war, betrug X = 208/ul £ 178 (Normbereich: 300 bis 1.500/ul). Die héchste Zahl an
CD4-positiven Lymphozyten, bei der eine durch C. dubliniensis verursachte OPC

vorlag, betrug 315/pl.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und Behandlung

mit Proteaseinhibitoren

Von den 30 hier untersuchten Patienten erhielten acht eine antiretrovirale Therapie mit
Proteaseinhibitoren (PI), wahrend 13 Patienten diese Therapie nicht erhielten. (Bei
neun Patienten fehlt diese Information.)

Zwei der acht Pl-Behandelten und vier der zwdlf Nicht-PIl-Behandelten entwickelten
eine OPC. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 1).

Auf die C. dubliniensis-Isolate bezogen bedeutet das, dass 3 % (2/70) der Isolate unter
Pl-Behandlung und 4 % (6/135) der C. dubliniensis-Isolate ohne PI-Behandlung eine
OPC hervorriefen. Auch dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,86).
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Die klinischen Merkmale der Patienten, die wahrend der Isolation von C. dubliniensis

vorlagen, sind tbersichtlich im Anhang in Kapitel 8.5 Tabelle 15 bis 44 dargestellt.

4.3 Genotypisierung von C. dubliniensis mit der Son de Cd25

Es wurden 208 C. dubliniensis-Isolate von 29 Patienten mit der Sonde Cd25 untersucht.
25 dieser Patienten waren HIV-positiv, vier waren HIV-negativ. Insgesamt wurden bei
diesen Patienten 58 unterschiedliche Bandenmuster entsprechend 58 unterschiedlichen
Genotypen oder Klonen gefunden. Pro Patient traten maximal sieben unterschiedliche

Klone auf. Bei Probe 11-4 liel} sich auch nach wiederholten Versuchen kein

Bandenmuster generieren.
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£ c
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2.322 bp- < 12,322 bp
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Abbildung 17. Southern Blot am Beispiel der Isolate von Patie2i®@ Sonde Cd25 enthalt
Lambda-Sequenzen und hybridisiert somit auch nmt NMarker Lambda-Hind-111.
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Abbildung 18. Beispiel eines Southern Blots anhand der Patietited8, 22 und 25. Die Sonde
Cd25 enthélt Lambda-Sequenzen und hybridisiert tsanwh mit Lambda-Hind-Ill. Das 5. und
6. Lambda-Hind-lllI-Fragment ist zu schwach, umisidieser Aufldésung zu sehen.

Die willkurliche Benennung der Klone erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde eine
,Grob-Einteilung” in neun Gruppen (Gruppe 1 bis 9) unter ausschliel3licher Betrachtung
des unteren Teils des Bandenmusters vorgenommen. Dann erfolgte unter Betrachtung
des oberen Teils des Bandenmusters die ,Fein-Einteilung® der neun Gruppen in
Untergruppen, denen Buchstaben in der Reihenfolge des Auftretens zugeordnet
wurden. Es ergab sich folgende Benennung der 58 unterschiedlichen Klone:

Gruppe 1:  Klon 1a bis 1c

Gruppe 2:  Klon 2a bis 2z (20 fehlt), 2aa und 2ab
Gruppe 3:  Klon 3a und 3b

Gruppe 4:  Klon 4a bis 4c

Gruppe 5:  Klon 5a bis 5l

Gruppe 6: Klon 6a bis 6h

Gruppe 7:  Klon 7

Gruppe 8: Klon 8

Gruppe 9: Klon 9

Das Distanzmal dg,, das in der Software Gelscan® nach der euklidischen
Distanzfunktion berechnet wurde und als Mal3 fur den Verwandtschaftsgrad zwischen
den unterschiedlichen Klonen dienen sollte, lag zunachst in einem Bereich zwischen

153 und 1.304, wobei dgy = O eine Ubereinstimmung aller Banden von zwei oder
mehreren unterschiedlichen Isolaten bedeutet.
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In anderen epidemiologischen Studien, in denen C. dubliniensis-Stamme mit der Sonde
Cd25 typisiert wurden (4,30,44), wurde eine andere, mir nicht zur Verfiigung stehende
Software benutzt (Dendron®, Fa. Solltech, lowa). Die Clusteranalysen wurden hier mit
dem AhnlichkeitsmaR ,Dice“ und der ,unweighted pair-group method* erstellt. Das
AhnlichkeitsmaR Dice wird nach der Formel: Sag (picey = 2E/(2E+a+b) berechnet, wobei E
die Anzahl der gemeinsamen Banden von Isolat A und Isolat B, a die Anzahl der
Banden, die individuell bei Isolat A auftreten und b die Anzahl der Banden, die
individuell bei Isolat B auftreten, darstellt. Diese Formel basiert nur auf den
Fragestellungen: ,Ist eine bestimmte Bande in zwei zu vergleichenden Stammen
vorhanden?“ oder ,Ist eine bestimmte Bande nur in einem der zu vergleichenden
Stamme vorhanden?”. In die Berechnung des DistanzmalRes nach Dice werden die
Ubereinstimmungen von Banden ins Verhaltnis zu den insgesamt bestehenden Banden
unterschiedlicher Gro3e bei den zu vergleichenden Stdmmen gesetzt. Es ergibt sich
eine Sas (ice) -Skala von 0 bis 1, wobei 1 eine 100 %-ige Ubereinstimmung der Banden
und O keine Ubereinstimmende Bande bedeutet.

Die Berechnung der Similaritatskoeffizienten nach dem Algorithmus Dice war in dem
hier verwendeten Programm Gelscan® nicht moéglich. Bei dem von mir verwendeten
euklidischen Distanzmald werden die Zahlenwerte, die den Banden entsprechend des
Markers zugeordnet werden, qualitativ in die Berechnung mit einbezogen. Eine
Vergleichbarkeit zwischen den publizierten epidemiologischen Studien von C.
dubliniensis und meiner Arbeit war demnach nur bedingt moglich. Deshalb wurden die
Zahlenwerte fur die Bandenpositionen, die hier zwischen 100 und 600 lagen, mit einem
mir freundlicherweise von der Firma BioSciTec zur Verfiigung gestellten Zusatzmodul
des Programms Gelscan® durch den Wert 1 ersetzt. Die Distanz zwischen zwei

Stammen entspricht nach euklidischer Formel dann der Wurzel aus der Anzahl der
unterschiedlichen Banden [zur Erinnerung: d(x,y) = Zinzl(xl—xz)z]. Eine absolute

Ubereinstimmung der Banden bedeutet dann nach wie vor dgy = 0, und je hoher dgy)
wird, um desto mehr Banden unterscheiden sich die Klone, bzw. desto geringer ist der
Verwandtschaftsgrad zwischen den Klonen (siehe Tabelle 11).

Wie oben erwéhnt, geht die Gesamtzahl der unterschiedlichen Banden von zwei zu
vergleichenden Stammen in die Berechnung des Dice-AhnlichkeitsmaRes ein. Aus

diesem Grund wurde der arithmetische Mittelwert der Bandenanzahl von den 58

gefundenen Klonen ermittelt (?( = 19,85 Banden + 1,8). In Tabelle 11 wurden mit
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diesem Wert die Sag-Werte nach Dice naherungsweise umgerechnet und fir lineare
Funktionen interpoliert (Abb. 19). Im folgenden Text wird immer der Euklidische
Abstand und in Klammern das entsprechend berechnete Ahnlichkeitsmafl? nach Dice

angegeben, um die Vergleichbarkeit zu bisherigen Studie herzustellen.

Tabelle 11.Umrechnung des euklidischen Distanzmal}ggid das Ahnlichkeitsmaf3,g nach Dice

Anzahl der d ) Sas
unterschiedlichen (berechnet als (berechnet als
Banden Euklidischer Abstand) AhnlichkeitsmaR Dice)
0 0 1
1 1 0,95
2 1,41 (2) 0,91
3 1,73 (V3) 0,87
4 2 (\V4) 0,83
5 2,24 (\5) 0,8
6 2,45 (\V6) 0,77
7 2,66 (\7) 0,74
8 2,83 (8) 0,71
3
2,5
2
—s— Euklid
1,5 -
—a— Dice
l -
0,5
0 -/

0 1 2 3 4 5 6 7

Anzahl der unterschiedlichen Banden

Abbildung 19. die Distanzmalf3e nach Euklid und Dice je nach Ahdahunterschiedlichen
Banden

In bisherigen Publikationen, in denen Candida-Stamme molekular typisiert und in
Dendrogrammen miteinander verglichen wurden, wurde ein Sag (pice)—Grenzwert von =
0,8 fur ,enge Verwandtschaft® zwischen Stammen gewahlt (99,103). Von
Samaranayake et al. (99) wurden die Begriffe ,tight Clusters® (eng verwandte Cluster)

und ,loose Clusters” (lose verwandte Cluster) mit Sag (pice—Grenzwerten von 0,8 bzw.
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0,7 eingefuhrt. In Anlehnung an Tabelle 11 habe ich diese Schwellenwerte bei dgy =
2,24 (\5) fir eng verwandte und 2,83 (V8) fiir lose verwandte Cluster gesetzt. Als
Schwellenwert flir sehr enge Verwandtschaft als Hinweis flr stattgehabte
Mikroevolution verwendete Soll (109) einen Sag pice—Wert von 0,9. Anhand von Tabelle
11 entspricht das dey) = 1,41, was wiederum ein bis zwei unterschiedlichen Banden bei

den zu vergleichenden Stdmmen entspricht.

4.3.1 Genotypische Variabilitat in der Gesamtheitd  er Klone

Die 58 unterschiedlichen Klone, die insgesamt bei den 29 untersuchten Patienten
gefunden wurden, lie3en sich in der Clusteranalyse bei einem Knotenpunkt von dgy
von 2,78 (Sae (picey = 0,72) in zwei Hauptgruppen aufteilen (siehe Abb. 20). Zu Cd25
Gruppe | gehorten 85 % (49/58) der Klone, zu Cd25 Gruppe Il gehérten 16 % (9/58) der
Klone. Gruppe | liel3 sich an einem Knotenpunkt von 2,64 (Sag icey = 0,74) in zwei
weitere Subgruppen unterteilen. Subgruppe 1 enthielt 33 % (19/58), Subgruppe 2
enthielt 52 % (30/58) der Klone.

Die maximale Distanz unter den untersuchten Klonen betrug 1 < dgy 2 2,78 (0,95 <

Sasice) 2 0,7). Der Mittelwert ist d gy = 1,68 mit einer Standardabweichung von + 0,51

(Sae (Dice) = 0,88). Die Klone der Cd25 Gruppe | hatten ebenfalls eine mittlere Distanz
von d gy = 1,68 + 0,49 (Sag pice) = 0,88) die Klone der Cd25 Gruppe Il hatten eine

mittlere Distanz von dgy = 1,53 * 0,52 (Sas iy = 0,90). Entsprechend dem
Schwellenwert von dgy = 2,24 liel3en sich alle Klone in zehn eng verwandte Cluster
unterteilen (I bis X). Cluster | bis 1l gehérten zu Cd25 Gruppe |, Subgruppe 1, Cluster IV
bis XIII zu Cd25 Gruppe I, Subgruppe 2 und Cluster IX und X zu Cd25 Gruppe II.
Gruppe Il enthielt die Klone 5a, 5b, 5c¢, 5d, 5g, 5h, 5i, 5j und 8, die bei den Patienten 7,
22 und 26 auftraten.

Bei genauer Betrachtung bestimmter Aspekte (HIV-Status, Resistenz der Isolate,
Vorliegen einer OPC, Verabreichung von antimykotischer und antiretroviraler Therapie,
Viruslast und Immunstatus bei HIV-Infektion) dieser drei Patienten fielen keinerlei
Unterschiede zu den Patienten, von denen die C. dubliniensis-Klone der Gruppe |

isoliert wurden, auf.
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5 % (3/58) der Klone (Klon 2i, 2w und 5h) traten jeweils bei zwei unterschiedlichen
Patienten auf. Klon 2i trat bei Patientin 11 und 15, Klon 2w bei Patient 14 und 25 und
Klon 5h bei Patient 7 und 26 auf. Die restlichen 95 % (55/58) der Klone traten nur

individuell bei einem Patienten auf.

Cd25 Gruppe |
Subgruppe 1

Cd25 Gruppe |
Subgruppe 2

Cd25 Gruppe Il

T
200

Schwellenwert
fur engen

Verwandtschaftsgrad

Abbildung 20. Dendrogramm von allen unterschiedlichen KlanBre Zahlen, mit denen das
Dendrogramm beschriftet ist, sind die Proben-Nunmmeie exemplarisch einen bestimmten
Klon darstellen. Der erste Teil der Probennummtediis Patientennummer (siehe auch Tabellen

15 bis 44)
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4.3.2 Longitudinalverlauf bei einzelnen Patienten

Fur jeden Patient wurde ein Dendrogramm aus den fingerprints“ von dessen C.
dubliniensis-Isolaten erstellt. Dann wurden die Patienten nach der maximalen Distanz
ihrer Klone zueinander anhand der oben genannten Schwellenwerte in unterschiedliche
Verwandtschaftsgrade sortiert. Die Cluster, deren Klone identisch waren, hatten ein
Distanzmald von dg, = 0. Eng verwandt waren die Cluster, deren Klone eine Distanz
von 0 < dgy) < 2,24 (V5) hatten, und maRige Verwandtschaft bestand bei 2,24 < dgy) <
2,83 (V8). Bei dey) > 2,83 bestand kein Verwandtschaftsverhaltnis mehr, was bei den
hier untersuchten Klonen nicht vorkam.

Bei acht Patienten existierte nur eine Probe, weshalb sie im Folgenden nicht weiter
interpretiert werden. Von den Ubrigen Patienten waren 29 % (6/21) in aufeinander
folgenden Kulturen mit dem gleichen Subtyp kolonisiert bzw. infiziert. Bei 71 % (15/21)
der Patienten konnte im Verlauf mehr als ein Klon identifiziert werden. Pro Patient traten
wie oben erwahnt hdochstens sieben unterschiedliche Klone auf (Patient 26).

Fur jedes Dendrogramm wurden die Mittelwerte des euklidischen Distanzmal3es mit

entsprechender Standardabweichung ermittelt. Alle Mittelwerte lagen bei H(Eu) < 1. Die
longitudinale Betrachtung der ,,Cd25-fingerprints” der einzelnen Patienten erfolgte unter
besonderer Berucksichtigung der Aspekte Resistenzentwicklung und Kklinischer
Symptomatik. Im Folgenden sind Dendrogramme einiger ausgewahlter Patienten

dargestellt.

Identische Klone im Verlauf

Sechs Patienten (Patient 3, 7, 9, 10, 17 und 29) waren in aufeinander folgenden

Kulturen mit dem gleichen Subtyp kolonisiert oder infiziert.

Patient 9

Von Patient 9, der unter einem hochmalignen B-Zell-Lymphom litt, gab es drei Isolate
im Verlauf von 08/94 bis 11/94 (Probe 9-B, 9-E und 9-F), die alle Klon 4a darstellen. Es
gab keine Resistenzentwicklung. Der Patient zeigte zweimalig Zeichen einer OPC. Er
wurde durchgehend mit 100 mg Fluconazol/Tag behandelt.
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Patientin 10

Alle vier Proben dieses Patients (10-1, 10-4, 10-5b und 10-7), isoliert zwischen 08/89
und 09/90, gehorten zu Klon 2c. Sowohl die C. albicans- als auch die C. dubliniensis-
Isolate entwickelten eine simultane Resistenz gegen Itraconazol und Fluconazol. Probe
10-7 ist von allen hier untersuchten das einzige Isolat mit Fluconazol-Resistenz.
Einmalig bestanden Zeichen einer OPC. Der Patient wurde intermittierend mit 100 mg

Fluconazol/Tag behandelt, hat aber nie Itraconazol erhalten.

Patientin 29

Patientin 29 war ein Madchen mit Sichelzell-3-Thalassamie, das 01/95 eine
Knochenmarkstransplantation erhielt. Die Isolate (Probe 29-1 und 29-2) wurden 01/95
aus einer Blutkultur und 07/98 aus einem Rachenspulwasser isoliert und stellten Klon
2m dar. Es lagen weder Resistenz noch OPC vor. 1995 wurde sie mit 150 mg

Fluconazol und 24 ml Amphotericin B/Tag behandelt.

Enger Verwandtschaftsgrad
Dieser Gruppe wurde mit 62 % (13/21) der Grol3teil der Patienten (Patient 1, 2, 6, 11,
14, 16, 18, 21, 25, 26, 27, 33, 38) zugeordnet. In den einzelnen Dendrogrammen

gehorten alle Klone eines Patienten je einem engen Cluster an.

Patient 6 (siehe Abb. 21)
Es wurden neun C. dubliniensis-Isolate (Probe 6-F, 6-H, 6-I, 6-J, 6-K, 6-L, 6-M, 6-N und
6-T) von 12/94 bis 07/02 isoliert, die in zwei unterschiedlichen Klonen (Klon 3a und 3b)

auftraten. Klon 3b persisierte tber flnf Visiten in einem Zeitraum von sechs Jahren und

zehn Monaten und war der am langsten persistierende Klon in der gesamten
Untersuchungsgruppe. Er war, ebenso wie Klon 3a, immer sensibel fur Fluconazol. Im
Juli 2002 verursachte Klon 3b (Probe 6-T) eine OPC. Die antimykotische Therapie
erfolgte Uber den ganzen Zeitraum entweder prophylaktisch (2 x 100 mg/Woche) oder
therapeutisch (100 mg/Tag) mit Fluconazol. Der Genotyp verdnderte sich unter
Ausbildung einer OPC nicht, wahrend er bei stabiler Sensibilitat fir Antimykotika von

Klon 3a auf 3b wechselte.
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Abbildung 21. Dendrogramm von Patient 6
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Abbildung 22. Dendrogramm von Patientin 11

Patientin 11 (siehe Abb. 22)

Bei dieser Patientin wurden 29 C. dubliniensis-Isolate (Probe 11-1 bis 11-17, 11-22, 11-
23, 11-25 bis 11-28, 11-29a, 11-30 bis 11-32, 11-34 und 11-36) im Zeitraum zwischen
12/93 und 04/00 isoliert, die funf unterschiedlichen Klonen (Klon 2i, 2j, 2k, 2| und 2t)

zugeordnet werden konnten. Die beiden dominant vorkommenden Klone waren Klon 2i

und 2t, die 9- bzw. 14-Mal vorkamen und fast abwechselnd isoliert wurden. Die anderen
drei Klone kamen jeweils nur einmal vor. Zeichen einer OPC lagen zu drei Zeitpunkten

vor (zweimal bei Klon 2i und einmal bei Klon 2t). In der ersten Zeit (Probe 11-1 bis
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Probe 11-6) wurde antimykotisch mit Fluconazol behandelt. Der Klon wechselte also

ohne Auswirkung auf Klinik oder Resistenz.

Patient 21 (siehe Abb. 23)
Die 16 Isolate (Probe 21-1 bis 21-6, 21-13, 21-15 bis 21-17, 21-20, 21-21, 21-23 bis 21-
25 und 21-28) wurden von 05/91 bis 12/94 gewonnen. Sie traten in zwei

unterschiedlichen Klonen auf (Klon 5e und 5f). Sowohl die C. albicans- als auch die C.
dubliniensis-Isolate entwickelten eine Resistenz gegen Itraconazol bei gleich
bleibenden Klon. Ab 05/94 erfolgte eine Therapie mit Fluconazol. Das Vorliegen einer

OPC spiegelte sich nicht in einer Veranderung des Genotyps wider.
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Abbildung 23. Dendrogramm von Patient 21

Patient 27 (siehe Abb. 24)
Von diesem Patient wurden 22 C. dubliniensis-Isolate (Probe 27-1, 27-2 und 27-4 bis

27-23) zwischen 12/94 und 10/01 isoliert, die vier unterschiedlichen Klonen entsprachen
(Klon 1b, 1c, 5k und 5I). Nur Probe 27-11 war resistent gegen Itraconazol, mdgliche
Zeichen einer OPC (Schluckbeschwerden, Sodbrennen, retrosternale Schmerzen)
traten bei den Proben 27-6, 27-10 und 27-23 auf. Uber die ganze Zeit wurde keine
antimykotische Therapie verabreicht. Die Anderung des Genotyps hatte also weder
Auswirkung auf Symptomatik noch auf Resistenzentwicklung.

Exemplarisch wurden hier dreimal aus der Kultur einer Rachenspulwasser-Probe
mehrere Kolonien entnommen und der Hybridisierung mit Cd25 zugefuhrt. 02/98
wurden Probe 27-11, 27-12 und 27-13 entnommen, 04/98 wurden Probe 27-14 und 27-
15 und 07/98 wurden Probe 27-16 und 27-17 entnommen. Es fanden sich jeweils
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unterschiedliche Klone zu einem Zeitpunkt. 02/98 waren Klon 5I, 5k und 1b, 04/98
waren Klon 1b und 1c und 07/98 waren Klon 5k und 1b nachzuweisen. Klon 5l und Klon
5k, sowie Klon 1b und Klon 1c hatten jeweils eine Distanz von dey = 1,42 (Sag (Dice) =

0,91) zueinander.
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Abbildung 24. Dendrogramm von Patient 27

Patient 33 (siehe Abb. 25)
Von diesem Patient gab es funf C. dubliniensis-Isolate (Probe 33-1, 33-3, 33-5, 33-7

und 33-8) aus dem Zeitraum von 09/95 bis 02/97, die zwei verschiedenen Klonen
entsprachen (Klon 2 n und 2y). Beim Wechsel auf Klon 2y (Probe 33-7) trat eine OPC
auf. Es entwickelte sich keine Resistenz, Fluconazol wurde einmalig als Reaktion auf
die OPC verabreicht.
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Abbildung 25. Dendrogramm von Patient 33
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Patient 38 (siehe Abb. 26)
Von diesem Patient existierten zehn C. dubliniensis-Isolate (Probe 38-2 bis 38-5 und
38-8 bis 38-13) aus dem Zeitraum zwischen 10/98 und 03/00, die aus drei

unterschiedlichen Klonen bestanden (Klon 6a, 6b und 6f). Der Wechsel von Klon 6a auf

6f und 6b ging mit Entwicklung einer Resistenz gegen Itraconazol einher. Nach dem
Zurickspringen auf Klon 6a war keine Resistenz mehr vorhanden. Bei der ersten
(Probe 38-2) und der letzten (Probe 38-13) Probenentnahme bestand Mundtrockenheit

als mogliches Symptom einer OPC. Es erfolgte keine antimykotische Therapie.

Itraconazol-Resistenz —p Klon 6 | 11389 #+

ltraconazol-Resistenz ——— » | 0299 =3 |
Klon &f |
ltraconazol-Resistenz——— 3 | 26368 =5
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04/99 36

05/98 33
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Mundtrockenheit——— | 0300 13

0o 150 1 150 20

Abbildung 26. Dendrogramm von Patient 38

MaRiger Verwandtschaftsgrad

Zu dieser Gruppe gehdrten zwei Patienten (Patient 22 und 28). Hierbei ist
bemerkenswert, dass Patient 28 eine homosexuelle Beziehung mit Patient 14 fuhrte. Es
konnte kein Teilen identischer Isotypen bei diesen Paar beobachtet werden. Das

Dendrogramm, in dem alle bei diesen Patienten aufgetretenen unterschiedlichen Klone
verglichen wurden, ergab sich eine mittlere Distanz von H(Eu) = 1,73 (siehe Abb. 27),

was etwas Uber der mittleren Distanz der Gesamtheit der Klone (H(Eu) = 1,68) lag. Die
15 Isolate von Patient 14 (Probe 14-3, 14-10, 14-13, 14-14, 14-16 bis 14-19, 14-22, 14-
24, 14-25, 14-27 bis 14-29 und 14-31) stammten aus dem Zeitraum zwischen 02/95 und
09/01, wéahrend die funf Isolate von Patient 28 (Probe 28-3a, 28-8, 28-9a, 28-14 und 28-
15) aus der Zeit von 12/93 bis 10/95 stammten. Eine zeitliche Uberschneidung ergab
sich nur bei den letzten drei Isolaten von Patient 28 mit dem ersten Isolat von Patient
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14. In einem gemeinsamen Dendrogramm der sich zeitlich Uberschneidenden Klone

ergab sich eine durchschnittliche Distanz von d g, = 1,43.
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Abbildung 27. Dendrogramm der Klone von Patient 14 und 28 aussiemiiberschneidenden
Zeitraum

4.3.3 Genotypische Variabilitat bei HIV-positiveni  m Vergleich zu HIV-
negativen Patienten

96 % (200/208) der mit Cd25 untersuchten C. dubliniensis-Isolate stammten von HIV-
infizierten Patienten, die zu 53 unterschiedlichen Genotypen gehorten. Bei der

Clusteranalyse der 53 Klone (siehe Abb. 28) ergab sich eine maximale Distanz von dy

= 2,69. Der Mittelwert der Distanzen betrug d gy = 1,71 + 0,54 (Sas (pice) = 0,87). Das
entsprach in etwa dem Mittelwert der Gesamtheit der Klone. Auch hier wurden zehn
eng verwandte Cluster gefunden (Cluster | bis X), denen 98 % (52/53) der Klone
zugeordnet werden konnten. Lose Cluster wurden nicht gebildet, weil der dazugehdrige
Schwellenwert von dgy = 2,83 (Sas (pice) = 0,7) nicht erreicht wurde. Klon 5i (Probe 22-
15) lie3 sich keinem engen Cluster zuordnen und kam insgesamt nur einmal vor.
Klinisch ergab sich kein Hinweis auf eine besondere Eigenschaft dieses Klons (keine
OPC, keine Resistenz etc.).
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Abbildung 28. Dendrogramm der Klone der HIV-positiven Patienten

Von den vier HIV-negativen Patienten (Patient 13, 16, 23 und 29) existierten zusammen
acht Isolate, unter denen es funf unterschiedliche Klone gab. Bei der Clusteranalyse

dieser Klone (siehe Abb. 29) ergab sich eine maximale Distanz von dgy = 2,85. Der

Mittelwert der Distanz war d gy = 2,02 + 0,62, (Sas (vice) = 0,83). Der Schwellenwert fiir
lose Verwandtschaft (dey = 2,83) wurde hier tGberschritten, so dass sich die Gruppe an
dem Knotenpunkt von dey) = 2,85 (Sas icey = 0,7) in zwei lose Cluster aufteilte. Cluster |

bestand aus vier Klonen und war ein in sich eng verwandter Cluster. Cluster Il bestand
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nur aus Klon la (Probe 13-1). Dieser Klon trat ausschlief3lich bei Probe 13-1 auf und
war klinisch durch Resistenz gegen Itraconazol (MHK-Wert 6,25 pg/ml) auffallig.
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Abbildung 29. Dendrogramm der Klone der HIV-negativen Patienten

4.3.4 Genotypische Variabilitat bei Patienten mit h ~ oher im Vergleich zu
Patienten mit niedriger Viruslast

Die Patienten wurden hinsichtlich der Viruslast in zwei Gruppen eingeteilt. Die erste
Gruppe bestand aus den Patienten, die im Mittel eine hohere Viruslast als 36.000
Kopien/ml hatten (Patient 6, 7, 26 und 33), die zweite Gruppe bestand aus den
Patienten, die im Mittel eine niedrigere Viruslast als 36.000 Kopien/ml hatten (Patient 1,
11, 14, 22, 27, 28 und 38). Aus den Klonen beider Gruppen wurde je ein Dendrogramm
erstellt und verglichen.

Der mittlere Abstand der Klone bei den Patienten mit niedriger Viruslast war E(Eu) =
1,71 £ 0,56 (Sas (picey = 0,87). Es stellten sich sechs eng verwandte Cluster dar (Cluster
| bis VI), denen 96 % (25/26) der Klone zugeordnet werden konnten (siehe Abb. 30).
Klon 5i (Probe 22-15) gehdrte keinem eng verwandten Cluster an und liel3 sich an
einem Knotenpunkt von dey) = 2,55 (Sas (pice) = 0,76) von den anderen Klonen trennen.

Dieser Klon stellte sich auch im Dendrogramm der Klone von den HIV-positiven
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Patienten separat dar (Abb. 28). Er kam, wie erwahnt, nur einmal vor, und es ergab sich
kein Hinweis auf eine besondere klinische Eigenschaft dieses Klons.
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Abbildung 30. Dendrogramm der Klone, die bei einer Viruslast wa36.000 Kopien/ml
auftraten
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Abbildung 31. Dendrogramm der Klone, die bei einer Viruslast #036.000 Kopien/ml
auftraten
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Der mittlere Abstand der Klone bei den Patienten mit hoher Viruslast war E(EU) =1,65+
0,65 (Sae (icey = 0,88). Es stellten sich drei eng verwandte Cluster dar, denen alle elf

Klone der Gruppe zugeordnet werden konnten (siehe Abb. 31).

4.3.5 Genotypische Variabilitat bei Patienten mit n  iedriger im Vergleich zu
Patienten mit hoher CD4-Zahl

Die Patienten wurden hinsichtlich der CD4-Zellzahl in zwei Gruppen eingeteilt. Die erste
Gruppe bestand aus den Patienten, die im Mittel eine niedrigere CD4-Zahl als 200/pl
hatten (Patient 2, 3, 6, 9, 10, 15, 17, 18, 21, 22, 25 und 33), die zweite Gruppe aus den
Patienten, die im Mittel eine hohere CD4-Zahl als 200/ul hatten (Patient 1, 11, 14, 26,
27, 28 und 38). Aus den Klonen jeder Gruppe wurden Dendrogramme erstellt und

verglichen.

Der mittlere Abstand der Klone bei den Patienten mit niedriger CD4-Zahl war a(Eu) =
1,8186 + 0,57 (Sae icey = 0,86). Es wurden sechs eng verwandte Cluster gebildet
(Cluster | bis VI), denen alle 20 Klone der Patienten mit einer CD4-Zahl von < 200/ul
zugeordnet wurden (siehe Abb. 32).
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Abbildung 32. Dendrogramm der Klone, die bei einer CD4-Zahl vaz08/ul auftraten
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Der mittlere Abstand der Klone bei den Patienten mit hoher CD4-Zahl lag bei a(Eu) =
1,68 + 0,55 (Sas (pice) = 0,88). Auch hier wurden sechs eng verwandte Cluster (Cluster |
bis VI) gebildet, denen alle 30 Klone der Patienten mit einer CD4-Zahl von > 200/ul
zugeordnet wurden (siehe Abb. 33).
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Abbildung 33. Dendrogramm der Klone, die bei einer CD4-Zahl vaz08/ul auftraten.

4.3.6 Genotypische Variabilitat von Patienten miti  m Vergleich zu Patienten

ohne oropharyngeale Candidose

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme von C. dubliniensis wurde 9-mal eine
pseudomembrantése OPC bei dem entsprechenden Patient beobachtet. Unter den neun
Isolaten wurden acht unterschiedliche Klone (Klon 2d, 2g, 2q, 2y, 3b, 4a, 5c und 5f)
gefunden. Somit wurden 14 % (8/58) aller hier gefundenen Klone im Zusammenhang
mit einer OPC beobachtet.

Die Klone, die zu Zeitpunkten isoliert wurden, an denen die Patienten keine OPC
zeigten, und die Klone, bei denen eine OPC auftrat, wurden getrennt in den folgenden

Dendrogrammen dargestellt.
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Die maximale Distanz bei den Klonen, die beim Auftreten einer OPC isoliert wurden,
betrug dey = 2,49, der Mittelwert war E(EU) = 2,10 + 0,27 (Sae (picey = 0,82). Es
entstanden zwei eng verwandte Cluster (Cluster | und Il) mit jeweils drei Klonen (siehe
Abb. 34). Sechs der acht Klone bildeten enge Cluster. Klon 5c und 2y (Probe 26-4 bzw.
33-7) gehoérten zu keinem eng verwandten Cluster und bildeten zusammen einen losen
Cluster an einem Knotenpunkt von dey) = 2,45 (Sag (pice) = 0,77).

Die maximale Distanz bei den ,asymptomatischen Klonen* betrug dgy = 2,76; der

Mittelwert war a(Eu) = 1,67 = 0,51 (Sas (picey = 0,88). Es entstanden sieben eng
verwandte Cluster (I bis VII), denen 98 % (48/49) der Proben zugeordnet werden
konnten (siehe Abb. 35). Klon 2z (Probe 19-1) war der einzige Klon, der zu keinem
engen Cluster gehorte. Er trennte sich von den anderen Klonen an einem Knotenpunkt
von dey) = 2,41 (Sae ice) = 0,78). Klinisch bestanden bei Isolation dieses Klons keine

Auffalligkeiten.
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Abbildung 34. Dendrogramm von allen Klonen, die bei Vorliegereei®PC isoliert wurden
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4.3.7 Genotypische Variabilitat unter Resistenzentw  icklung

Bei der Auswertung wurden nur Isolate bertcksichtigt, die nach der NCCLS von 1997
(siehe Tabelle 4) als resistent galten. Der ,breakpoint* (Schwellenwert) fir Fluconazol-
Resistenz war demnach ein MHK-Wert von = 64 pg/ml. MHK-Werte von < 32 bis > 63
ug/ml gehérten der Kategorie ,intermediar‘ an, galten aber ebenfalls als resistent. Bel
Itraconazol lag der ,breakpoint* bei einem MHK-Wert von =1 pg/ml.

Bei 31 % (9/29) der Patienten entwickelte C. dubliniensis eine Resistenz gegen
Itraconazol (Patient 3, 13, 14, 17, 21, 25, 26, 27 und 38), bei Patientin 10 erst gegen
Itraconazol und dann gegen Fluconazol.

Insgesamt wurden 17 Azol-resistente C. dubliniensis-Isolate gefunden. Hiervon bestand
bei einer der 194 gegen Fluconazol getesteten C. dubliniensis-Isolate (Probe 10-7) eine
Resistenz gegen Fluconazol. Insgesamt wurde bei 8 % (16/194) der gegen Itraconazol
getesteten C. dubliniensis-Isolate eine Resistenz nachgewiesen.

Sieben der acht Patienten, bei denen Resistenz gegen Azole auftrat (bei einem
Patienten fehlt diese Information), und neun der 13 Patienten, bei denen keine
resistenten C. dubliniensis-Isolate vorkamen, waren antimykotisch vorbehandelt. Auf die
einzelnen Proben bezogen bedeutet das, dass bei 88 % (14/16) der resistenten und bei
68 % (114/167) der sensiblen C. dubliniensis-Isolate eine Vorbehandlung mit
Antimykotika bestand, wobei dieser Unterschied statistisch nicht signifikant war (p =
0,188). Insgesamt bestanden bei 128 aller hier untersuchten C. dubliniensis-Stamme
eine Vorbehandlung mit Antimykotika, bei 11 % (14/128) fuhrte diese zur
Resistenzentwicklung, in 89 % der Falle (114/128) blieben die C. dubliniensis-Stamme
sensibel.

Die 17 gegen Itraconazol oder Fluconazol resistenten C. dubliniensis-Isolate gehorten
13 verschiedenen Cd25 Genotypen an. Bei 14 resistenten Isolaten lagen vollstandige
Informationen vor. In Bezug auf den Genotyp trat Azol-Resistenz unter folgenden
Bedingungen auf: Bei drei der 14 resistenten Isolate (21 %) korrelierte der Austausch
des Genotyps eindeutig mit Resistenzentwicklung. Zwei der 14 resistenten Isolate (14
%) wurden sukzessiv unter persistierendem Genotyp resistent. Das trifft auch fir das
gegen Fluconazol resistente Isolat zu. Bei ebenfalls zwei der resistenten Isolate fand
ein Austausch gegen einen anderen sensiblen Genotypen statt. Bei sieben resistenten
Isolaten (50 %) gab es keine Korrelation zwischen Resistenz und Cd25 Genotyp (siehe
auch Tabellen 15 bis 44):
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1. Resistenz ging mit Veranderung des Genotyps einher

Bei Patient 38 trat bei Resistenzentwicklung von Klon 6f gegen Itraconazol ein Ersatz
durch den sensiblen Klon 6a auf (siehe Abb. 36). Vor Isolation der ersten C.
dubliniensis-Probe wurde der Patient antimykotisch behandelt. Zum Zeitpunkt aller hier

aufgefuhrten Probenentnahmen bestand keine Behandlung.
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Abbildung 36. Resistenzentwicklung bei Patient 38

2. Sukzessiver Anstieg der MHK-Werte bei persistierendem Genotyp

Dieser Fall trat bei Patient 21 und bei Patientin 10 ein. Dargestellt ist beispielhaft Patient
21 (siehe Abb. 37). Der zum Ende persistierende Klon 5f bildete simultan Resistenz
gegen Itraconazol und Fluconazol aus. Seit Isolation der Probe 21-13 wurde Fluconazol

in unterschiedlichen Dosierungen verabreicht.
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Abbildung 37. Resistenzentwicklung bei Patient 21

3. Austausch des resistenten Klons gegen einen anderen sensiblen Klon

Dieser Fall trat bei Patient 25 und 26 ein. Dargestellt ist beispielhaft Patient 25 (siehe
Abb. 38). Der gegen Itraconazol resistent gewordene Klon 2w wurde durch den
sensiblen Klon 2h ersetzt. Intermittierend wurde tber den ganzen Zeitraum Fluconazol
verabreicht. Die MHK von den Proben 25-2a und 25-2b konnte nicht bestimmt werden,

weil die Kultur nach dem Einfrieren nicht mehr anwuchs.
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Abbildung 38. Resistenzentwicklung bei Patient 25
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4. Zwischen der Entwicklung einer Resistenz und dem Cd25 Genotyp konnte kein

Zusammenhang hergestellt werden

Bei Patient 3 und 10 persisierte der Genotyp Uber den ganzen Zeitraum trotz
Resistenzentwicklung. Der Genotyp der gegen lItraconazol resistenten Isolate war vor
und nach dem Auftreten der Resistenz sensibel fur Itraconazol. Bei Patient 14, 26 und
27 konnte kein Zusammenhang zwischen dem Wechseln des Genotyps und der
Entstehung einer Resistenz hergestellt werden. Beispielhaft ist Patient 14 dargestellt
(siehe Abb. 39). Klon 2d wurde zweimal resistent gegen Itraconazol, war aber beide
Male sowohl vorher als auch nachher sensibel fiir Itraconazol. Bei Isolation der Probe
14-10 wurde der Patient prophylaktisch mit zweimal wochentlich 100 mg Fluconazol
behandelt. Zum Zeitpunkt der Ubrigen Probenentnahmen wurde keine antimykotische

Therapie verabreicht.
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Abbildung 39. Resistenzentwicklung bei Patient 14
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5 Diskussion

5.1 Methoden

5.1.1 Identifizierungstests fur  C. dubliniensis

Die Validitdtsparameter Sensitivitdt und Spezifitdt eines diagnostischen Tests geben
Auskunft Uber richtig positive bzw. richtig negative Befunde. Der Youden-Index Y macht
eine Aussage Uber den Zusammenhang zwischen dem Testergebnis und dem
tatsachlichen Vorliegen von in diesem Fall C. dubliniensis (siehe auch Kapitel 4.1.7).

Die Spezifitat war in allen funf in dieser Arbeit durchgefuhrten Tests zur Identifizierung

von C. dubliniensis relativ gut (Mittelwert X =98 %). Es bestand bei diesen Tests also
eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass bei einem negativen Testergebnis tatsachlich nicht
C. dubliniensis vorlag.

Die Sensitivitdt, das heil3t, die Wahrscheinlichkeit, dass C. dubliniensis als solcher
identifiziert werden konnte, war bei den Tests sehr unterschiedlich und wird im

folgendem Teil dargestellt und diskutiert.

Fur die Arbitrarily Primed Polymerase Kettenreaktion (AP-PC  R) mit dem Primer
RPO02 wurden die Gutekriterien eines diagnostischen Tests nicht berechnet, weil diese
Methode als Referenz bzw. als Goldstandard definiert wurde.

Abgesehen von einer Ausnahme stand das Ergebnis der AP-PCR nicht im Widerspruch
zu der Mehrheit der Ergebnisse aus den anderen ldentifizierungsmethoden. Bei dieser
Ausnahme handelte es sich um Probe 11-19, die mittels AP-PCR als C. albicans
identifiziert wurde, wobei alle Ubrigen Identifizierungsmethoden fur das Vorliegen von C.
dubliniensis sprachen. Es ist also wahrscheinlich, dass die AP-PCR zu einem falschen
Ergebnis gefuhrt hatte. Zur Verifizierung dieser Hypothese wirde die Moglichkeit der
Sequenzierung bestehen, die hier nicht wahrgenommen wurde.

Berechnet man die Glitekriterien der AP-PCR gegen das Gesamtergebnis der anderen
Identifizierungsmethoden fur C. dubliniensis, ergibt sich eine Spezifitat von 99,7 %
(140/141) und eine Sensitivitat von 100 %.
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Bei der AP-PCR mit dem Primer RP02 handelt es sich also um ein sehr effektives
Verfahren zur Identifizierung von C. dubliniensis und zur Differenzierung zwischen C.
albicans und C. dubliniensis. Es unterscheidet sich durch die anderen
Identifizierungstests dadurch, dass es unterschiedliche Spezies auf DNS-Ebene
voneinander unterscheidet und nicht aufgrund von phano- oder biotypischen
Charakteristika.

In der Literatur sind diverse andere AP-PCR-Methoden mit unterschiedlichen Primern
beschrieben, die es ebenfalls ermdglichen sollen, zwischen C. dubliniensis und C.
albicans zu unterscheiden (27,53,83).

Fur die Amplifikation mittels AP-PCR wird nur ein kurzer Primer (ca. 10 Basenpaare
lang) mit zufalliger Sequenz verwendet, der mit unterschiedlichen Bereichen im Genom
hybridisiert. Die ,Annealing” Temperatur ist gering, damit der Primer auch an
Sequenzen binden kann, die nur teilweise komplementar sind. Die Amplifikation fiihrt zu
einem Bandenmuster, das unter standardisierten Bedingungen reproduzierbar ist. Die
Amplifikationsbedingungen missen so eingestellt werden, dass eine moglichst grol3e
Anzahl von Banden entsteht, die gut auswertbar ist. Bei geringen Veranderungen der
Bedingungen (z. B. unterschiedliche Thermocycler oder verschiedene Marken Taq
Polymerase) verschlechtert sich die Reproduzierbarkeit (68,124).

Die héchste Sensitivitéat und den hochsten Youden-Index aller Identifizierungsmethoden
zeigte die Kultivierung der Isolate auf Cryptococcus-Agar nach Staib (Sensitivitat 98 %,
Youden-Index 0,95). Die Sensitivitat dieses Tests war als einzige nicht signifikant
schlechter als die der Referenzmethode AP-PCR (p = 0,0784).

Die zweitbeste Sensitivitdit und den zweitbesten Youden-Index erreichte die Testung
des Wachstumsverhaltens bei 45 T (Sensitivitat 96 %, Youden-Index 0,94).
Vergleichend wurde die Sensitivitat fur das Wachstumsverhalten bei 42 C bestimmt.
Sie war mit 3 % inakzeptabel bei entsprechend schlechtem Youden-Index (0,03) trotz
guter Spezifitat (100 %), so dass die Differenzierung von C. albicans und C. dubliniensis
immer bei 45 T erfolgen sollte. Die gleiche Empfehlung geben Pinjon et al. (91),
obwohl die Sensitivitat fir den Wachstumstest bei 42 € hier mit 91 % wesentlich
besser war.

Die Biotypisierung mit dem API® ID 32 C-System hatte mit 94 % die drittbeste
Sensitivitat (Youden-Index 0,93).
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Die Sensitivitat der drei letztgenannten Tests war signifikant schlechter als die der AP-
PCR (p = 0,0036 bei 45 T bzw. p > 0,0001 bei 42 T bzw. p = 0,0006 beim API).

Die Kultivierung auf Staibagar ist ein methodisch sehr einfaches Verfahren, bei der die
Réander der Kolonien makroskopisch als rau oder als glatt zu beurteilen sind. Zur
Hilfestellung kann man mikroskopisch das Wachstum von Chlamydosporen
kontrollieren, durch die die rauen R&nder bedingt sind. Normalerweise wird
Cryptococcus-Agar (auch Negersaat Agar oder Birdseed Agar genannt) zur selektiven
Isolierung und Identifizierung von Cryptococcus neoformans verwendet. Staib und
Morschhéuser entdeckten 1999, dass sich dieser Agar auch zur Differenzierung

zwischen C. albicans und C. dubliniensis eignet (113).

Auch der Wachstumstest bei 45 € ist ein simples und preisgtinstiges Verfahren. Nach
dem Ausplattieren des Isolats und Inkubation bei entsprechender Temperatur ist nur zu

beurteilen, ob das Isolat gewachsen ist oder nicht.

Der Vorteil bei der Biotypisierung mit ID 32 C  besteht vor allem in der relativen
Objektivitat des Tests. Mdgliche Testergebnisse sind , Tribung®, was eine Assimilation
des entsprechenden Zuckers bedeutet, oder ,keine Tribung®, was keine Assimilation
bedeutet. Diese Entscheidung ist durch die Mdglichkeit des Vergleichs zu den anderen
Assimilationsreaktionen relativ einfach zu treffen. Eine Fehlerquelle liegt in der
Moglichkeit von Feuchtigkeitsbriicken zwischen den Vertiefungen des Teststreifens
beim VerschlieBen, so dass auf diesem Wege die Minimalmedien miteinander
vermischt werden kénnen. Eine weitere Fehlerquelle liegt in der Tatsache, dass gerade
bei der Unterscheidung zwischen C. albicans und C. dubliniensis oft nur eine einzige
Assimilationsreaktion ausschlaggebend ist. Bei zu frihem Ablesen kann es zu falschen
Diagnosen kommen. So ist beispielsweise der C. dubliniensis-typische API®-Code
7143.1400.15 nach Angabe des Herstellers erst nach 48 h reprasentativ. Alle in dieser
Arbeit durchgefiihrten Biotypisierungen mit dem API®-Kit wurden aus diesem Grund
erst nach 48 h abgelesen, obwohl nach Anleitung des Kits eine Ablesung schon nach
24 h erfolgen kann.

Die bisher publizierten API®-Codes fir C. dubliniensis sind: 7142.1400.15,
7143.1400.15, 7142.1000.15, 7143.1000.15 und 7042.1000.11 (90,116,119).
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93 % (197/212) der von mir getesteten C. dubliniensis-Isolate hatten einen API®-Code,
der bereits fir C. dubliniensis-Isolate publiziert wurde. Zwei Isolate hatten C.
dubliniensis-typische API®-Codes, die bisher nicht publiziert wurden (7042.1000.15 und
7142.1400.11). Die beiden anderen publizierten API®-Codes (7143.1000.15 und
7042.1000.11) kamen unter den C. dubliniensis-lsolaten dieser Arbeit nicht vor. 6 %
(13/212) der C. dubliniensis-lsolate hatten Codes, die nach Hersteller-Angaben
eigentlich C. albicans zugeordnet werden.

Fur die Unterscheidung zwischen C. dubliniensis und C. albicans sind die
Kohlenhydrate am Besten geeignet, bei denen der Prozentsatz der Assimilation bei
beiden Spezies am unterschiedlichsten ist. Nach meinen Ergebnissen eignen sich die
Zucker Methyl-aD-Glukopyranosid (6 % Assimilation von C. dubliniensis versus 99 %

Assimilation bei C. albicans), Xylose (5 % versus 97 %) und Trehalose (7 % versus 100
%) am Besten. Nach einer Studie von Pincus et al. (90), bei der 80 C. dubliniensis-
Isolate untersucht wurden, sind die am Besten geeigneten Kohlenhydrate Laktat (0 %
Assimilation von C. dubliniensis versus 96 % Assimilation bei C. albicans), Methyl-a-D-
Glukopyranosid (0 % versus 98 %), Xylose (0 % versus 98 %) und Trehalose (30 %

versus 97 %). Im Gegensatz dazu wurde Laktat in meinen Tests nur zu 4 % von C.
albicans und zu 0,5 % von C. dubliniensis assimiliert und scheint somit fir deren
Differenzierung nicht geeignet zu sein. Vom Hersteller des ID 32 C-Systems gibt es
eine Statistik, die Auskunft dartber gibt, wie viel Prozent der Stdmme einer Spezies die
einzelnen Zucker assimilieren (API®-Datenbank). In Ubereinstimmung mit der Studie
von Pincus et al. (90) wird laut API®-Datenbank Laktat ebenfalls zu 96 % von C.
albicans assimiliert. Meine Ergebnisse stimmten hinsichtlich der Laktatassimilation bei
C. dubliniensis neben den Ergebnissen von Pincus et al. (90) auch mit denen aus der
ursprunglichen Spezies Beschreibung von Sullivan et al. (64 untersuchte Isolate) (119)
Uberein (0,5 %). Nach API®-Datenbank sind es 10 % der C. dubliniensis-Stamme, die
Laktat assimilieren kdnnen. Bei anderen Autoren (106,121) zeigten die C. dubliniensis-
Stamme eine Laktatassimilation von bis zu 86 % (12 bzw. 53 untersuchte Isolate). In
dieser Arbeit wurden Methyl-aD-Glukopyranosid und Xylose zu 6 % bzw. zu 5 %
assimiliert, wahrend nach API®- Datenbank, Pincus et al. (90), Salkin et al. (98) (10

Isolate untersucht), Alves et al. (6) (19 Isolate untersucht) und nach der urspringlichen
Beschreibung als neue Spezies (119) keiner C. dubliniensis-Stamme diese beiden
Zucker assimilieren konnte. In anderen Arbeiten (21, 12 bzw. 53 untersuchte Isolate)

(54,106,121) assimilierte C. dubliniensis Xylose bis zu einem Prozentsatz von 57 %.
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Trehalose wurde bei mir zu 7 % assimiliert, wahrend nach API®-Datenbank 0 % diesen
Zucker assimilieren. In der Studie von Pincus et al. (90) waren es 30 % der Stamme.
Mein Ergebnis stimmt diesbeziglich also eher mit der API®-Datenbank tberein. In der
Arbeit von Kurzai et al. (54) konnten sogar 100 % der getesteten C. dubliniensis-
Stamme Trehalose assimilieren. In dieser Arbeit assimilierten 88 % der Isolate
Palatinose, was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Pincus et al. (90) steht
(91 %). Laut API®-Statistik kdnnen nur 1 % der C. dubliniensis-Stamme Palatinose
assimilieren.

Zwischen meinen bzw. den Ergebnissen der genannten Autoren und der API®-Statistik,
auf der die Zuordnung von den Assimilationsreaktionen zu den entsprechenden
Spezies beruht, gibt es einige Widerspriche. In dieser Arbeit wurden 212 C.
dubliniensis-Isolate mit dem ID 32 C untersucht. Eine so grof3e Anzahl von Proben
wurde bisher nicht untersucht, wobei die C. dubliniensis-Isolate von 30 Patienten
stammten, also keine unabh&ngigen Isolate darstellen. Die meisten Isolate (n = 80)
wurden bisher von Pincus et al. (90) untersucht. Hier stammten die Isolate aus einer
Stammsammlung, wobei unklar ist, ob diese unabhéngig voneinander gewonnen
wurden oder nicht.

Die Widerspriche mogen verantwortlich fir die Rate der Missidentifizierungen von C.
dubliniensis (hier 6 %) sein. Die kritischen Kohlenhydrate, das heil3t, die Zucker, bei
denen Widerspriiche zwischen meinen Ergebnissen und der API®-Statistik aufgetaucht

sind, sind Methyl-aD-Glukopyranosid, Xylose, Trehalose und Palatinose. Meine

Ergebnisse zeigen entgegen der Erstbeschreibung (119) und in Ubereinstimmung mit
den Arbeiten von Kurzai, Mahnf3, Schoofs und Tintelnot (54,58,106,121), dass C.
dubliniensis Xylose und Methyl-aD-Glukopyranosid assimilieren kann.

Die geringsten Sensitivitaten zeigten sich bei der Kultivierung auf CHROMagar®
Candida mit 15 % (Youden-Index 0,14) und auf Reisagar mit 34 % (Youden-Index
0,32). Die Sensitivitdt beider Methoden war signifikant schlechter als die der
Referenzmethode AP-PCR (beide p < 0,0001).

Hefekolonien farben sich auf CHROMagar® Candida aufgrund der unterschiedlichen
3-N-Acetylgalaktosaminase-Aktivitat unterschiedlich an, was es madglich macht,
verschiedene Candida-Spezies voneinander zu unterscheiden. Es ist eine geeignete

Methode, um Mischkulturen voneinander zu trennen, um sie unabhangig voneinander
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weiterzuverarbeiten. Das schlechte Ergebnis in dieser Arbeit konnte dadurch erklarbar
sein, dass viele Proben Uber einen zum Teil jahrelangen Zeitraum in Magermilch bei -20
T eingefroren waren, dann rekultiviert und auf CHR OMagar® Candida ausplattiert
wurden. Die dunkelgrine Farbexprimierung kann dann mangelhaft und eine
Differenzierung zu der etwas helleren grinen Farbexprimierung von C. albicans

unmadglich sein (106).

Etwa die Halfte (116/222) der in dieser Arbeit untersuchten C. dubliniensis-Isolate
wurde vor der Erstbeschreibung dieser Spezies gewonnen. Charakteristische
Merkmale, wie die Ausbildung von kurzen Pseudomyzelien oder Triplets auf Reisagar
wurden erst danach dokumentiert. Eine Wiederholung der Tests war bei einem Teil der
alten Isolate nicht mdglich, nachdem diese nicht mehr rekultivierbar waren. Dieser
Umstand konnte eine Ursache fur die schlechte Sensitivitdt der Methode darstellen.
Somit macht es Sinn, die Gutekriterien fur die Kultivierung auf Reisagar extra fir die
Zeit nach 06/96 anzugeben. Die Sensitivitat betragt dann 54 % (62/116), falsch negativ
sind 47 % (54/116), die Spezifitat betragt 91 % (42/46) und falsch positiv sind 9 %
(4/46). Der Youden-Index betragt 0,5. Diese Ergebnisse sind besser als die, die unter
Einbeziehung der bis 1996 gewonnenen Isolate erzielt wurden, dennoch sind die

Gutekriterien dieses Tests nicht befriedigend.

Generell hangen die Testergebnisse auf CHROMagar® Candida und auf Reisagar im
Gegensatz zu der Kultivierung auf Staibagar und dem Wachstumstest bei 45 T sehr
von der Erfahrung der Person ab, die diese Tests abliest und interpretiert. Die
Agarplatten mussen sehr differenziert betrachtet und nach moglichen spezies-typischen
Hinweisen abgesucht werden. Am Besten sind die Tests im Vergleich mit

Kontrollstammen abzulesen.

Ahnlich unbefriedigende Ergebnisse, was die Zuverlassigkeit von phanotypischen
Methoden zur Diskriminierung zwischen C. dubliniensis und C. albicans betrifft, haben
auch andere Autoren erzielt. Kurzai et al. (54) und Hartung de Capriles et al. (38)
kamen zu dem Schluss, dass die Beurteilung der Kolonie-Morphologie auf Staibagar
der einzige phanotypische Test ist, der ebenso gute diskriminatorische Eigenschaften
hat wie molekulare Methoden. Das Wachstumsverhalten und der ID 32 C erreichten in

diesen Studien keine befriedigenden Ergebnisse. Sehr gute Ergebnisse auf Staibagar
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erlangten auch die Erstbeschreiber von Cryptococcus-Agar zur ldentifizierung von C.
dubliniensis (113). Eine 100 %-ige Sensitivitat und Spezifitat erreichten Pinjon et al. (91)
fur den Wachstumstest bei 45 <C. Sehr gute Ergebnisse fur die Testung auf
CHROMagar® Candida und bei 45 € Wachstumstemperatu r erzielten Giammanco et
al. (31) mit einer Sensitivitat von jeweils 100 %. In den meisten anderen Studien wurde
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit CHROMagar® Candida als
insuffiziente Methode fiur die Differenzierung zwischen C. dubliniensis und C. albicans
beschrieben (38,54,58,121).

Um die Zuverlassigkeit der Identifizierung zu erhdhen, sollten immer mehrere Tests in
Kombination miteinander durchgefuhrt werden (58). Ich schlage folgenden
Untersuchungsablauf vor: Erst sollte die Trennung von C. albicans und C. dubliniensis
(grine Kolonien) von anderen Candida Sp. auf CHROMagar® Candida erfolgen. Die
weitere Differenzierung sollte nach folgendem Flussdiagramm erfolgen: Erst erfolgt die
Kultivierung auf Staibagar bei den auf CHROMagar® Candida grin gefarbten Kolonien.
Bei Chlamydosporen-Wachstum, was typisch fur C. dubliniensis ist, sollte das Ergebnis
durch Beurteilung des Wachstumsverhaltens bei 45 T und die Durchfiihrung des API®
ID 32 C bestétigt werden.

grine Kolonien
auf
CHROMaga®
Candida
Staibagar
/\remﬁlicheS
kein Chlamydosporen
Chlamydosporen Wachstum
Wachstum A
Assimilationstes Wachstums-
t test bei 45T
C. albicans API®ID 32 C l
v
C. dubliniensis- kein
typischer Code Wachstum
C. dubliniensis

Abbildung 40. Flussdiagramm fiir den vorgeschlagenen Untersudalohauf zur
Identifizierung vonC. dubliniensis
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In dieser Arbeit wurden 132 der in der AP-PCR als C. dubliniensis identifizierten Isolate
nach dem vorgeschlagenen Schema getestet. Hiervon wurden 91 % (120/132) mit
Ubereinstimmenden Ergebnissen in allen vier Tests als C. dubliniensis erkannt. 3 %
(4/132) der Isolate hatten auf Staibagar ein glattes Wachstum, so dass sie gar nicht erst
in die Bestatigungstests (Wachstumsverhalten bei 45 T und API® ID 32 C) eingingen.
Bei einem der 132 Isolate fielen beide Betatigungstests negativ aus, sie wurden somit
auch nicht als C. dubliniensis erkannt. Bei 5 % (7/132) der C. dubliniensis-Isolate war
einer der zwei Bestatigungstests nicht richtig. Diese wurden mit einem positiven
Betatigungstest als C. dubliniensis gewertet. Zusammenfassend bedeutet das, dass 96
% (127/132) der Isolate mit dem vorgeschlagenen Flussdiagramm richtig identifiziert
werden konnten, was einer guten Sensitivitdt zur Identifizierung von C. dubliniensis

entspricht.

Die in Kapitel 3.4.3 beschriebene Genotypisierung kann auch als Identifizierungs-
methode genutzt werden. 207 der 208 getesteten C. dubliniensis-Stamme generierten
ein komplexes Bandenmuster, entsprechend einer Sensitivitdt von nahezu 100 %. Die
Spezifitat kann nicht berechnet werden, weil nur C. dubliniensis-Stamme getestet
wurden. Das Verfahren ist allerdings fir den Laboralltag viel zu aufwendig und teuer,
als dass es als Identifizierungstest fur C. dubliniensis eine praktische Bedeutung hatte.

Es wurden viele weitere phanotypische Testmethoden wie z. B. die Kultivierung auf
Sonnenblumenkern Agar (Synonym: Pal’s Agar), Tomatensaft Agar oder Tabak Agar
beschrieben (3,5,47). Zudem wurde 2006 von Marot-Leblond et al. (59) ein
monoklonaler Antikérper entwickelt, der spezies-spezifisch an ein Oberflachen-Antigen
von C. dubliniensis bindet. Aus diesem Antikérper wurde ein kommerzieller Latex-
Agglutinationstest entwickelt (Bichro-dubli Fumouze test®, Fumouze diagnostics), der
sehr viel versprechend fur eine schnelle und sichere Identifizierung von C. dubliniensis
im Routine-Labor ist (23,97). Auf diese Methoden soll hier jedoch nicht weiter

eingegangen werden.
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5.1.2 Genotypisierung von C. dubliniensis

DNS-Extraktion und Verdau

Unter optimalen Bedingungen schneidet das Enzym EcoR | an der Erkennungssequenz
5 G'AATT C 37, 3 C TTAA'G 5". Unter sub-optimalen Bedingungen (z. B. zu hohe
Glycerol-Konzentrationen, zu hohe pH-Werte, Anwesenheit von organischen
Losungsmitteln) ist eine unspezifische Spaltung der DNS zu beobachten. Dieses
Pha&nomen ist als Ursache fur die negative Hybridisierung mit der Gensonde Cd25 bei
acht Proben zu betrachten (120).

Southern Blot

Die Durchfuhrung eines Southern Blots zur Fixierung von elektrophoretisch getrennter
DNS ist einfach und preisginstig. Die hier verwendete Blottechnik (22,112) erméglicht
durch leicht alkalotische Bedingungen und das Nutzen der Schwerkraft einen Transfer
der DNS innerhalb von 1 Stunde.

Manche Autoren empfehlen zur besseren Fixierung der DNS die Nylon-Membranen zu
,.Cross-linken“ (Bestrahlung mit UV-Licht) und nicht wie die herkdmmlichen
Nitrozellulose-Membranen 2 Stunden zu backen (75). In dieser Arbeit wurden Nylon-
Membranen gebacken, was aufgrund der schlechteren Bindung eine Ursache daflr sein
konnte, weshalb die Filme sehr lange mit den radioaktiv markierten Blots exponiert
werden mussten, um ein ausreichend starkes Bandenmuster auf den Filmen zu

generieren.

Markierung

Bei den ersten Southern Blots wurde die Sonde Cd25 mit dem kommerziellen Kit
Alkphos Direkt® markiert. Es basiert auf dem Enzym Alkalische Phosphatase. Diese
Markierungsmethode soll eine hohere Sensibilitat (0,06 pg) haben als das alternative
radioaktive Markierungssystem Megaprime® (25 ng) ohne ein Gefahrenpotential durch
radioaktive Strahlung (Amersham Biosciences, Freiburg). In dieser Arbeit wurden
Nylonmembranen verwendet, weil diese wesentlich stabiler und haltbarer sind als die
klassischen Nitrozellulose-Membranen. Leider entstand bei der Markierung mit
Alkalischer Phosphatase ein sehr starker Hintergrund, was ein haufig beobachtetes
Problem darstellt (75). Aus diesem Grund erfolgte die Markierung der Sonde

letztendlich radioaktiv mit dem Kit Megaprime®.
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Genotypisierung

Die Sonde Cd25 der Arbeitsgruppe Joly et al. (44) wurde verwendet, weil sie sich im
Vergleich mit anderen ,DNS-fingerprinting-Sonden* als die einzige spezies-spezifische
fur C. dubliniensis erwies.

Ein Problem bei der Auswertung der komplexen ,fingerprint-Muster* bestand darin, dass
die Software nur einen kleinen Teil der Banden, die man mit dem Auge erkennen
konnte, automatisch detektierte, bzw. nicht zwischen zwei dicht beieinander liegenden
Banden differenzieren konnte. Die manuelle Nachbearbeitung hatte eine gewisse
Testungenauigkeit zur Folge. Fur epidemiologische Fragestellungen sind DNS-basierte
Typisierungsmethoden sehr etabliert, weil sie durch die Generierung von sehr
komplexen Bandenmustern eine hohe diskriminatorische Kapazitdt haben. Um
unterschiedliche Stamme im Vergleich als identisch zu werten, ist moglicherweise keine
100 %-ige Ubereinstimmung der Bandenmuster notwendig (120).

Andere Methoden, um DNS ,fingerprint-Muster” zu generieren, sind elektrophoretische
Karyotypisierung, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, AP-PCR (auch
RAPD fur Randomly amplified polymorphic DNA genannt), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) und Mini- bzw. Mikrosatelliten-Analysen (78). Darauf soll hier

nicht weiter eingegangen werden.

5.2 Klinische Bedeutung von C. dubliniensis

Oropharyngeale Candidose und C. dubliniensis

4 % (9/208) der C. dubliniensis-Isolate waren an einer OPC beteiligt, vier dieser C.
dubliniensis-Isolate traten als Monokultur und funf als Mischkultur (zusammen mit C.
glabrata oder C. krusei) auf. Bei zwei der finf Mischkulturen wurde C. dubliniensis in
hoherer Konzentration [KBE/mI] nachgewiesen als die jeweilige Mischkultur. Bei den C.
dubliniensis-Isolaten, die in Monokultur oder in hoherer Konzentration als die
Mischkultur vorlagen, ist davon ausgehen, dass C. dubliniensis der ursachliche Keim fur
die OPC war. Auf die Gesamtzahl der C. dubliniensis-Isolate bezogen heif3t das somit,
dass C. dubliniensis in 3 % (6/208) eine OPC verursachte. Alle Patienten, bei denen C.

dubliniensis an einer OPC beteiligt war, waren HIV-infiziert. Es konnte also bestatigt
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werden, dass C. dubliniensis das Potential hat, oropharyngeale Infektionen der
Mundhdhle bei HIV-Patienten hervorzurufen.

Diese Beobachtung wurde bereits von Coleman et al. (24) gemacht, ist aber in der
Literatur sehr selten beschrieben. Auch fir andere Non-C. albicans Sp. wie C. glabrata,

C. krusei, oder C. tropicalis konnte dieses Potential gezeigt werden (93).

Die biologische Grundlage der Virulenz von C. dubliniensis ist bis heute nicht géanzlich
geklart. Es gibt vergleichende Studien zwischen C. dubliniensis und C. albicans mit
sehr kontroversen Ergebnissen, bei denen untersucht wurde, wodurch der Ubergang
eines kommensalen Keims in einen pathogenen Keim zustande kommt
(15,25,32,37,40,43,50,63). Die Daten dieser Arbeit sprechen fir eine sehr geringe

Virulenz von C. dubliniensis.

Interessanterweise waren hier beim Vorliegen einer OPC Mischkulturen zusammen mit
C. glabrata mit 54 % am haufigsten und nicht wie in der Literatur beschrieben mit C.
albicans (24,106). Mischkulturen mit C. albicans kamen beim Vorliegen einer OPC hier
gar nicht vor. Eine mdgliche Ursache koénnte der zunehmende Gebrauch von
Antimykotika sein, der zur Selektion von Candida Sp. fuhrt, die natlrlicherweise weniger
empfindlich auf diese Substanzen reagieren (21,79,93). Bei acht der neun C.
dubliniensis-Isolate, die bei einer klinisch manifesten OPC gewonnen wurden, waren

die Patienten mit Fluconazol vorbehandelt.

Alle Patienten, die Symptome einer OPC hatten, an der C. dubliniensis beteiligt war,
waren HIV-infiziert. Bei den vier HIV-negativen Patienten konnte keine durch C.
dubliniensis verursachte OPC beobachtet werden.

In verschiedenen Studien wurde vermutet, dass es einen direkten Zusammenhang
zwischen dem HI-Virus bzw. AIDS und dem Auftreten von Candidosen gibt. So konnten
Hickman et al. (41) zeigen, dass Mutationen im HIV-Protease Gen wesentlich haufiger
bei Patienten mit OPC als bei Patienten ohne OPC vorkommen. Eine weitere Studie
beobachtete, dass C. albicans eine groRere Adharenz zu den Wangenschleimhaut-
zellen einer HIV-positiven als zu denen einer HIV-negativen Person hatte. Das HI-Virus
oder das geschwachte Immunsystem fuhren also mdglicherweise zu Veranderungen in
der Wirts-Mukosa, was sie empfindlich fir Candida-Zellen macht (123). Im Vordergrund

der Pathogenese von OPC bei HIV- bzw. AIDS-Patienten steht der Immundefekt und
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nicht die Virulenz der Erreger (126). Die tragende Rolle spielt hierbei der T-Zell-Defekt
(19), die Dysfunktion der neutrophilen Granulozyten als Bestandteil der zellularen
Immunantwort spielen eine untergeordnete Rolle, da Komplement und Granulozyten im
Speichel kaum vorhanden sind (95). Die zentrale Rolle der T-Zell-gebundenen
Immunabwehr in der Pathogenese von Candidosen belegt z. B. eine Studie, in der
gezeigt wurde, dass ,Knockout-Mause*, denen bestimmte T-Zell-Rezeptoren fehlten,
eine Resistenz gegen disseminierte Candidosen hatten (45). Des Weiteren konnten die
Candida-Populationen selbst durch eine sich im Krankheitsverlauf entwickelnde
Resistenz gegen die im Speichel vorhandenen Abwehrmechanismen, wie z. B.
Lysozym, flr eine erhéhte Pravalenz von Candida-Infektionen verantwortlich sein (100).
Dass AIDS-Patienten als Primarprophylaxe oder zur Behandlung von rezidivierenden
OPC haufig mit Fluconazol behandelt werden und gezeigt wurde, dass C. dubliniensis
nach Fluconazol-Exposition eine stabile Resistenz gegen dieses Medikament
entwickeln kann (73), konnte ebenfalls eine Ursache fur das erhohte Risiko fur das
Vorkommen von C. dubliniensis als pradominante Spezies in der Mundhohle bei HIV-
Patienten sein (42,73).

Die pathologische Konzentration von Candida Sp. in der Mundhéhle wurde bisher bei =
10* KBE/ml angenommen, wahrend weniger als 100 KBE/ml als normale Kolonisierung
betrachtet wurden (76). In der vorliegenden Arbeit lag die mittlere Keimzahl von C.
dubliniensis bei dem Auftreten einer OPC ebenfalls bei 10* KBE/ml. In 44 % wurde eine
C. dubliniensis-bedingte OPC in ,physiologischer Keimzahl* hervorgerufen. In einem
Fall (Probe 26-4) wurde eine durch C. dubliniensis verursachte OPC sogar bei einer
Keimzahl von nur 100 KBE/ml| beobachtet. Die CD4-Zahl war zu diesem Zeitpunkt mit
239/ul noch ausreichend, die Viruslast war bis dato noch nicht bestimmt worden. Hier
ist also wahrscheinlich, dass das Auftreten der OPC eher mit der Virulenz des Keims
oder dem lokalen, als mit dem systemischen Immundefekt des Patienten zu tun hatte.
Die pathologische Konzentration von C. dubliniensis scheint somit bei 10* KBE/ml zu
liegen. Allerdings scheint C. dubliniensis unter bestimmten, nicht geklarten Umstanden,

auch Infektionen in wesentlich geringerer Konzentration hervorrufen zu kénnen.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und HI-Viruslast
Der Mittelwert der Viruslast, bei der C. dubliniensis eine OPC verursacht hatte, betrug
etwa 125.000 Kopien/ml. Die Viruslast, ab der mit Candidosen zu rechnen ist, liegt bei

36.000 Kopien/ml (25). Fur C. dubliniensis scheint dieser Richtwert héher zu liegen. Es
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ist vorstellbar, dass aufgrund der geringeren Pathogenitdt von C. dubliniensis eine
hohere HI-Viruslast bzw. eine starkere Immunsuppression erforderlich ist, um anfallig

fur eine C. dubliniensis-Infektion zu sein. Beweise hierfur gibt es bislang nicht.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und Immunstatus

Der Mittelwert der CD4-Zellzahl, bei dem in dieser Arbeit eine OPC auftrat, lag bei
208/ul. Man geht davon aus, dass das Immunsystem bei einer CD4-Zellzahl von unter
200/ul so weit geschwacht ist, dass mit dem Auftreten von Candida-Infektionen
gerechnet werden muss (56). Dieser Richtwert scheint also auch fir Infektionen mit C.

dubliniensis zu gelten.

Oropharyngeale Candidose mit Nachweis von  C. dubliniensis und Behandlung

mit Proteaseinhibitoren

Die HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), auch cART (,combined Anti-
Retroviral Therapy”) genannt, bezeichnet eine 1996 eingefiihrte Kombinationstherapie
fur die Behandlung von HIV bzw. AIDS. Sie besteht aus mindestens drei verschiedenen
antiretroviralen Substanzen, wovon eine ein Proteaseinhibitor (PIl) sein muss. Fur C.
albicans konnte gezeigt werden, dass Pl nicht nur hemmend auf die retrovirale
Protease, sondern auch hemmend auf Candida Proteasen wirken (52). Diese
Medikamentengruppe gilt somit als protektiv gegen C. albicans Infektionen bei HIV-
infizierten bzw. AIDS-kranken Patienten. Seit Beginn der HAART-Ara konnte ein
Absinken der der OPC bei HIV-Infizierten von 30 % auf 4 % verzeichnet werden (61).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Auftreten von durch C. dubliniensis verursachte OPC bei Patienten, die mit Pl behandelt
wurden, und solchen, die nicht mit Pl behandelt wurden, festgestellt werden. Die
Hypothese, dass PI eine protektive Wirkung gegen das Auftreten von manifesten OPC
bei Kolonisierung von C. dubliniensis in der Mundhéhle haben, kann also nicht bestéatigt
werden. Es lasst sich lediglich sagen, dass Pl das Auftreten von C. dubliniensis-
Infektionen nicht verhindern kénnen. Eine interessante Fragestellung ware, ob PI
protektiv gegen eine Kolonisierung von C. dubliniensis in der Mundhéhle wirken, was
anhand dieser Daten kann nicht beurteilt werden kann, weil die Besiedlung bzw. die
Infektion mit C. dubliniensis das Einschlusskriterium in diese Studie war.
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5.3 Genotypisierung von C. dubliniensis mit der Son de Cd25

5.3.1 Genotypische Variabilitat in der Gesamtheitd  er Klone

In den bisherigen epidemiologischen Studien mit C. dubliniensis (4,30,44) wurden C.
dubliniensis-Stamme mittels Hybridisierung mit der Sonde Cd25 in drei unterschiedliche
Gruppen eingeteilt (Cd25 Gruppe I, Il und III).

Joly et al. (44) typisierten 57 unabh&ngige C. dubliniensis-Isolate aus elf verschiedenen
Landern mit Cd25 und konnten sie an einem Knotenpunkt von Sag (picey = 0,24 in zwei
unterschiedliche Gruppen unterteilen. Zu Cd25 Gruppe | gehdrten 86 % der Isolate,
welche untereinander sehr eng verwandt waren (mittlerer Sag (picey = 0,8). Cd25 Gruppe
[l mit den restlichen 14 % der Isolate war in sich inhomogener mit einem mittleren Sag
oicey = 0,47. Die Isolate in Cd25 Gruppe | stammten aus Belgien, GroRbritannien,
Australien, Deutschland und der Schweiz. Die Isolate der Cd25 Gruppe Il stammten
hauptsachlich aus Grol3britannien, ein Isolat aus Spanien und eins aus den
Niederlanden.

2002 haben Gee et al. (30) eine Sammlung von 98 Isolaten von 94 Patienten aus 15
Landern mit Cd25 untersucht. Die Einteilung von Joly et al. (44) in Cd25 Gruppe | und Il
konnte bestatigt werden, der Knotenpunkt der Trennung der beiden Gruppen lag hier
bei Sag (pice) = 0,19. 68 % der Cd25 Gruppe I-Isolate stammten von HIV-positiven und 70
% der Cd25 Gruppe ll-Isolate von HIV-negativen Patienten. Die Cd25 Gruppe I-Isolate
stammten aus Nordamerika, Stidamerika, Europa und Israel, wahrend die Cd25 Gruppe
ll-lsolate aus Kanada, Irland, Israel und England stammten. Es wurde mittels
Nukleotidsequenzanalyse untersucht, ob die Gruppierungen des ,Cd25-fingerprints*
spezifischen Genotypen entsprachen. Dabei ergaben sich vier unterschiedliche
Sequenztypen, entsprechend Genotyp 1 bis 4. Der am haufigsten vorkommende
Genotyp 1 gehdorte zu Cd25 Gruppe |, Genotyp 2, 3 und 4 gehérten zu Cd25 Gruppe Il.
Moran et al. (72) haben 2002 die enge Verwandtschaft unter den Cd25 Gruppe I-
Isolaten bestétigt. 58 % der von ihm getesteten C. dubliniensis-Isolate der Gruppe |
hatten eine bestimmte Genmutation, die bei den Gruppe lI-Isolaten nicht nachweisbar
waren. Das lasst vermuten, dass viele dieser Gruppe I-Isolate urspriinglich ein Isotyp

waren.
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2005 haben Al Mosaid et al. (4) anhand des ,,Cd25-fingerprints® eine dritte Gruppe von
C. dubliniensis-Isolaten entdeckt. Es wurden 30 C. dubliniensis-Isolate aus Saudi
Arabien und Agypten und 16 Isolate aus Israel genotypisiert. Dann wurden ,fingerprints®
mit Cd25 generiert und die von Gee et al. (30) beschriebe Nukleotidsequenzanalyse
durchgefthrt. Die Hybridisierung mit Cd25 ergab im Dendrogramm zwei Hauptgruppen,
wobei Cd25 Gruppe | dem Genotyp 1 und Cd25 Gruppe Il dem Genotyp 3 und 4
entsprachen. In einem Dendrogramm, das zusammen aus den von Al Mosaid et al. (4)
untersuchten Isolaten, sowie denen von Gee et al. (30) erstellt wurde, ergaben sich drei
Cd25 Hauptpopulationen. Die ersten beiden Gruppen entsprachen den
vorbeschriebenen Cd25 Gruppen | und Il (Knotenpunkt Sag (picey = 0,13). Die dritte
Gruppe wurde vorher nicht beschrieben und bestand aus den saudiarabischen und
agyptischen lIsolaten, die vorher mittels Nukleotidsequenzanalyse als Genotyp 3 und 4
identifiziert und Gruppe Il zugeordnet wurden. Der Genotypen 3 und 4 kamen also
Cd25-Gruppen-ubergreifend in Gruppe Il und 1l vor. Auffallig war, dass alle
saudiarabischen Cd25 Gruppe lll-Isolate resistent gegen das Antimykotikum 5-
Flucytosin (5FC) waren. Alle Cd25 Gruppe I- und ll-Isolate waren empfindlich fiir 5FC.
Das legt die Vermutung nahe, dass Cd25 Gruppe lll-Isolate dominant in arabisch
ethnischen Gruppen sind.

Eine &hnliche Beobachtung wurde 2003 in Sudafrika von Blignaut et al. (12) gemacht.
Es wurde vermutet, dass die Kolonisierung mit C. dubliniensis starker von ethnischer
Rasse als vom HIV-Status abhéngt. So wurde in der gesunden weif3en Bevdlkerung
eine Pravalenz von C. dubliniensis von 14 % festgestellt, unter den weil3en HIV-
infizierten waren es nur 9 %. Hingegen wurde C. dubliniensis gar nicht in der gesunden
schwarzen Bevolkerung und nur zu 1,5 % in der HIV-infizierten schwarzen Bevoélkerung
isoliert.

Auch fur C. albicans konnte gezeigt werden, dass die sich Verteilung des Genotyps
unter den ethnischen Gruppen der Araber und der Drusen grundlegend von dem der

restlichen Weltbevdlkerung unterscheidet (62).

Die mittlere Distanz unter allen von mir gefundenen Klonen betrug a(Eu) =168 £0,51
(Sae (pice) = 0,88). Das bedeutet, dass die untersuchten Isolate insgesamt ein sehr enges
Verwandtschaftsverhaltnis untereinander hatten und eine geringe genetische Variabilitat
zwischen den Isolaten bestand. Die Klone lief3en sich an einem Knotenpunkt von dgy) =

2,78 (Sas (ice) = 0,72) in zwei Gruppen teilen. Die jeweilige mittlere Distanz in den
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Gruppen | und Il war ahnlich gering (a(Eu) 1= 1,68 £ 0,49 bzw. a(Eu) 1 =1,53 £0,52) wie
die mittlere Distanz in der Gesamtheit der Klone. Der Unterschied zwischen der
mittleren Distanz der Klone der Gruppe | und der Gruppe Il war statistisch nicht
signifikant (p = 0,44). Der Knotenpunkt, an dem sich die beiden Hauptgruppen
voneinander trennten (dgyw = 2,78, entsprechend Sag (pice) = 0,72), lag im Bereich der
mafigen Verwandtschaft, wahrend in den bisherigen Studien (4,30,44) der
Knotenpunkt, an dem sich Cd25 Gruppe | von Cd25 Gruppe Il trennte, bei Sag (pice)-
Werten zwischen 0,13 bis 0,24 lag, entsprechend keinem relevanten
Verwandtschaftsgrad. Alles spricht dafur, dass alle Klone dieser Arbeit wahrscheinlich
zu der bisher beschriebenen Cd25-Gruppe | gehorten (4,30,44). Diese Vermutung wird
durch die Tatsache unterstitzt, dass 91 % (53/58) der von mir untersuchten Klone von
HIV-infizierten Patienten stammten, was als charakteristisch fur Cd25 Gruppe | gilt (30).
Des Weiteren bestand kein offensichtlicher klinischer oder phéanotypischer Unterschied
zwischen den von mir gebildeten Cd25 Gruppe |- und Gruppe IlI-Klonen. Die bisher aus
Deutschland stammenden C. dubliniensis-Isolate, die in eine groRere epidemiologische
Studie mit der Sonde Cd25 eingegangen sind, gehdrten ebenfalls zu Cd25 Gruppe |
(30,44). Eine sichere Aussage uber die Gruppenzugehdrigkeit der von mir untersuchten
Isolate kann letztendlich nur getroffen werden, wenn man eine gemeinsame
Clusteranalyse mit den bisher verdoffentlichen Isolaten durchfiihren wirde.

Bei Cd25 Gruppe | konnte es sich entweder um eine jungere und deshalb homogenere
Subgruppe von C. dubliniensis handeln, oder die Cd25 Gruppe Il Isolate kénnten eine
hohere Frequenz der Cd25-Sequenz-Reorganisation haben (44). Der Grund fur die
Dominanz von HIV-Klonen in Cd25 Gruppe | kdnnte darauf zurtickgeftihrt werden, dass
Cd25 Gruppe I-Isolate speziell an die Kolonisierung und das Uberleben in der
Mundhohle adaptiert und durch die HIV-Pandemie lberreprasentiert sind (30).
Aussagen Uber Unterschiede der C. dubliniensis-Stamme in unterschiedlichen
ethnischen Gruppen kénnen anhand dieser Studie nicht gemacht werden, weil es keine
Rassenunterschiede in der von mir untersuchten Patientenpopulation gab und alle

Isolate aus Deutschland stammten.

Die Mehrzahl (95 %) der 58 unterschiedlichen hier gefundenen Klone trat individuell bei
einem Patienten auf. Nur 5 % der Klone kamen bei jeweils zwei unterschiedlichen
Patienten vor, zwischen denen es keine bekannte Verbindung gab. Die betroffenen

Patienten waren HIV-infiziert und stellten sich unabhangig voneinander regelmafig in
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der HIV-Ambulanz der Klinik vor. Somit kdnnte es einerseits Zufall sein, dass bei zwei
Patienten unabhangig voneinander der gleiche Klon entstanden ist. Andererseits
konnten bestimmte C. dubliniensis-Stamme auch in der Lage sein, sich in einzelnen
Kliniken bzw. Patientenpopulationen zu etablieren, so dass die Ubertragung von einem
Patienten auf den anderen in der Klinik stattgefunden haben kénnte. Die Ubertragung
eines Klons bei den hier untersuchten Patienten ist bei nicht-zeithahem Auftreten der
gemeinsamen Klone und bei ausschliellich ambulanter Behandlung eher
unwahrscheinlich, es sei denn, der etablierte Stamm differenziert sich mikroevolutionar
in der Klinik weiter, und es kommt dann zur Ubertragung der bereits leicht veranderten
Klone (30).

In der epidemiologischen Studie von Gee et al. (30) ergab das ,fingerprinting” mit Cd25
sogar viele identische Bandenmuster bei unterschiedlichen Patienten, die zum Teil
stationér in derselben Klinik behandelt wurden.

Hier konnte zwar ein Teilen von Klonen unter unabhangigen Individuen beobachtet
werden, aber ein Austauschen von genetisch identischen C. dubliniensis-Stammen
unter Sexualpartnern konnte nicht gezeigt werden. Allerdings gab es in dieser
Patientenpopulation nur ein Paar, und in dem Zeitraum, in dem Probenentnahmen von
beiden Partnern erfolgten, wurden nur eine Probe von Patient 14 und drei Proben von
Patient 28 gewonnen. Ein genereller Austausch von C. dubliniensis-Isolaten zwischen
AIDS-Patienten ist grundsatzlich denkbar, weil der Verwandtschaftsgrad der hier
gefundenen Isolate insgesamt sehr hoch war. Bei C. albicans wurde in einigen Studien
ein Austausch von oral gewonnenen (102) bzw. ein Austausch zwischen oral und
vaginal gewonnenen Isolaten unter Sexualpartnern beobachtet (57,104,107).
Insgesamt wurde derselbe C. albicans-Stamm jedoch selten von zwei Individuen geteilt
(89,99).

5.3.2 Longitudinalverlauf bei einzelnen Patienten

In der Verlaufsbeobachtung der sequentiellen C. dubliniensis-lsolate, mit denen die
Patienten kolonisiert oder infiziert waren, zeigten sich drei verschiedene Situationen:
1. Der gleiche Genotyp persisierte im Verlauf (29 %).
2. Es zeigten sich kleinere Veranderungen des Genotyps im Rahmen von enger
Verwandtschaft. Diese Situation kam mit 62 % am haufigsten vor.
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3. Genotypen wurden im Verlauf durch andere, nicht verwandte Genotypen ersetzt
(9 %).

Bei den Patienten, die im Verlauf mit dem gleichen Genotyp kolonisiert waren, lagen
hdchstens vier Proben vor. Bei wenigen Proben ist die Wahrscheinlichkeit hoher, dass
nur ein Genotyp auftritt, als bei vielen Proben. Deshalb kénnte diese Situation hier
Uberreprasentiert sein. Das dominierende Szenario ist also eindeutig die Veranderung

des Genotyps im Rahmen von enger Verwandtschaft. Bei allen Patienten lag die

mittlere Distanz der Klone bei d gy) < 1. Die sequentiellen Klone waren also so eng
miteinander verwandt, dass die Veranderung des Genotyps in vielen Féllen im Rahmen
von progressiver Mikroevolution (Schwellenwert dgy) < 1,41) stattgefunden haben
kénnte. Das heil3t, dass die unterschiedlichen Klone aus dem zuerst aufgetretenen Klon
entstanden sind. Das traf z. B. bei Patient 6 zu. Bei einem Unterschied von nur einer
Bande im ,Cd25-fingerprint® (dey = 1, entspricht Sag @icey = 0,95) war eine
Mikroevolution von Klon 3a zu Klon 3b wahrscheinlich. Bei den Patienten 11, 21, 26 und
38 ist auch von einer mikroevolutionédren Veranderung der Klone auszugehen. Ebenso
konnten die kleinen Varianten Folge eines stetigen Rearrangements im C. dubliniensis-
Genom sein.

Das gleiche Phanomen wurde schon im Zusammenhang mit sequentiellen C. albicans-
Isolaten im Verlauf der AIDS-Progression beschrieben (103). Allerdings wurde gezeigt,
dass die meisten HIV-infizierten Individuen im Verlauf ihrer Erkrankung mit einem
einzigen C. albicans-Stamm infiziert bzw. kolonisiert waren (10,57,69,102,103,126).
Dieser Stamm war charakteristisch fur das jeweilige Individuum und konnte unabhangig
von Symptomatik, antimykotischer Therapie und Resistenzentwicklung persistieren
(10,14,67,110).

In den letzten beiden Szenarien konnte ich bei C. dubliniensis auch ein Abwechseln
zwischen zwei oder mehreren Genotypen beobachten. Eine mdgliche Ursache kdnnte
sein, dass gleichzeitig mehr als ein C. dubliniensis-Genotyp vorlag, aber weil pro
Rachenspilwasser-Kultur nur eine Hefekolonie in die weiteren Untersuchungen
eingegangen ist, zufallig nur einer dieser Genotypen ausgewahlt worden ist. Denkbar
ware somit, dass gleichzeitig unterschiedliche Genotypen vorliegen, die sich im Verlauf
nicht verandern. Zur Testung dieser Hypothese wurden bei Patient 27 exemplarisch aus

den Kulturen von drei verschiedenen Rachenspilwasser-Proben je mehrere Kolonien
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entnommen und mit Cd25 genotypisiert. Der Patient war bei allen drei
Probenentnahmen simultan mit mehr als einem C. dubliniensis-Genotyp kolonisiert. Es
konnte beobachtet werden, dass nicht nur mikroevolutionar verbundene Genotypen

gleichzeitig vorkamen (Klone 5k/5I und Klone 1b/1c), sondern auch ,nur® eng
miteinander verwandte Genotypen (Klon 5k und Klon 1b) mit einer Distanz von dgy) =
2,23 (Sas (picey = 0,80). In letztem Fall fand also wahrscheinlich eine Neuinfektion statt,
bei der der alte Klon weiterhin persistierte.

Moglicherweise wurde die gleichzeitige Kolonisierung von unterschiedlichen C.
dubliniensis-Klonen durch den HIV-bedingten Immundefekt pradisponiert (14). Die
mittlere CD4-Zahl war bei diesem Patienten mit 365/ul noch nicht unter dem kritischen
Wert, genauso wenig wie eine Kkritisch erhéhte Viruslast mit durchschnittlich 800
Kopien/ml vorlag. Eine wichtigere Rolle scheint hier eher der lokale Immundefekt in der

Mundhohle als der systemische Immundefekt gespielt zu haben.

Lockhart et al. (57) und Boerlin et al. (14) vermuteten bei C. albicans-verursachter
Vaginitis, dass die Unterstamme eines etablierten infektiosen Stammes in sequenziellen
Infektionen gemischt werden. Dieses Phanomen ist in der Literatur als ,genetic
shuffling® (genetisches Vermischen oder genetische Umbesetzung) beschrieben und
konnte auch eine Ursache fiur das sequentielle Abwechseln von verschiedenen Klonen
bei einem Patienten sein. Samaranayake et al. (99) vermuteten, dass es durch das
vermehrt auftretende genetische ,shuffling” von Candida Sp. bei AIDS-Patienten zu
dem gehauften Auftreten von Candidosen bei diesen Patienten kommt. Eine andere
maogliche Erklarung ist, dass es zu endogenen Reinfektionen mit einem identischen
Klon von anderen Korperstellen (z. B. Haut, Vagina) oder zu exogenen Infektionen von
Sexualpartnern kommt (99,103). In einem Dendrogramm, in dem hier die Klone der

Partner Patient 14 und Patient 28 aus dem gleichen Zeitraum aufgetragen wurden,

ergab sich eine durchschnittliche Distanz von a(Eu) = 1,43, was keinen Hinweis auf eine
stattgehabte Mikroevolution darstellte. In dieser Arbeit konnte also kein engeres
Verwandtschaftsverhéltnis unter den Klonen der Sexualpartner als unter der
Gesamtheit der Klone festgestellt werden.

Die Vielfalt der C. dubliniensis-Subtypen bei einem Patienten kdnnte auch durch die
Akquisition eines resistenteren Subtyps von einer exogenen Quelle oder durch die
Selektion einer resistenten Subpopulation aus einer urspringlich gemischten Infektion

bedingt sein. Nach Schroppel et al. (107) wird durch die Behandlung mit Antimykotika
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entweder eine Selektion von Varianten des ehemals infizierenden Keims oder ein
Ersatz durch einen genetisch nicht verwandten Stamm verursacht. Die fehlgeschlagene
Eradikation eines C. dubliniensis-Stammes durch Antimykotika kbnnte nicht nur zur
Resistenzentwicklung fihren (10), sondern auch das Persistieren eines Stammes in der
Mundhohle bedingen (14). In anderen Fallen, in denen die vollstandige Eradikation
Erfolg hatte, ware somit die Vorraussetzung fur die Kolonisierung mit einem neuen
Keim geschaffen. Von Moran et al. (73) wurde vermutet, dass eine durch Fluconazol-
Therapie induzierte Mikroevolution (ein Patient ist gleichzeitig mit unterschiedlichen
Stdmmen kolonisiert, die sich in progressiver Mikroevolution befinden) eine Generation
von veranderten Genotypen entstehen koénnte, von denen einige einen selektiven
Vorteil unter schnellen Veranderungen der Umweltbedingungen haben kénnten. Diese
Beobachtung konnte Folgen fir die medikamentése Behandlung von C. dubliniensis
verursachten Candidosen haben, weil eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegentber
Antimykotika denkbar wére. Fur C. albicans konnte ein simultanes Vorkommen von
mehreren Klonen, die unterschiedlich sensibel fir Fluconazol waren, gezeigt werden
(14). Diese mikroevolutionaren Klon-Verdnderungen konnten Konsequenzen fur die
Klinik haben. So ging bei Patient 33 das Auftreten einer OPC eindeutig simultan mit der
mikroevolutionaren Veranderung des Genotyps (von Klon 2n zu 2y und danach wieder
zu 2n) einher (dey = 1, entsprechend Sag pice) = 0,95), der mdglicherweise virulenter
war als der eigentliche Klon. Eine Resistenz entwickelte sich nicht.

Von Martinez et al. (60) wurde nicht nur eine Veranderung des Genotyps einer Spezies
unter Fluconazol-Therapie beobachtet, sondern auch ein Wechsel der Spezies. In einer
Longitudinalstudie einer Gruppe von HIV-infizierten Patienten, die initial mit einem for
Fluconazol sensitiven C. albicans-Stamm infiziert waren, war bei 27 % der Patienten
der C. albicans-Stamm nicht in der Lage, eine Resistenz gegen Fluconazol
auszubilden, und es zeigte sich ein Wechsel von C. albicans zu C. dubliniensis.
Verlassliche Aussagen uUber Mikroevolution innerhalb einer Spezies sind nur bedingt
zulassig. Algorithmen zur Berechnung von Similaritatskoeffizienten (wie z. B. Dice)
wurden entwickelt, um phylogenetische Baume auf Spezies-Niveau und nicht auf
Subspezies-Niveau zu generieren (109). Zum anderen stellten Joly et al. (44) im
direkten Vergleich fest, dass Mikroevolution in vivo besser mit den DNS-Sonden Cd1l
und Cd24 untersuchbar ist.
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5.3.3 Genotypische Variabilitat bei HIV-positiveni  m Vergleich zu HIV-
negativen Patienten

Die C. dubliniensis-Klone der HIV-positiven Patienten waren genetisch etwas naher

miteinander verwandt als die C. dubliniensis-Klone der HIV-negativen Individuen, was
an der niedrigeren mittleren Distanz unter den Klonen erkennbar war (d g, = 1,71 vs.

H(Eu) = 2,02). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,001). Bei den HIV-
positiven Patienten bildeten 98 % der Klone enge Cluster, bei den HIV-negativen
Patienten waren es nur 80 %. Dass sich bei den Klonen der HIV-negativen Patienten
als einzige der hier vergleichend untersuchten Gruppen auch lose Cluster bildeten,
wahrend die Klone der HIV-positiven Patienten ausschlie3lich eng verwandte Cluster
bildeten, zeigt ebenfalls an, dass Erstere genetisch verschiedenartiger waren. In beiden
Gruppen lagen die mittleren Distanzen der Klone jedoch noch im Bereich von engem
Verwandtschaftsgrad. Die mittlere Distanz der Gesamtheit der Klone lag ebenfalls in
diesem Bereich (d gy = 1,68).

Auch wenn die genetische Diversitat von C. dubliniensis-Klonen von HIV-Patienten im
Vergleich zu denen von HIV-negativen Individuen reduziert war, bildeten die HIV-Klone
keine eigene genetische Gruppe. Sie kamen im gemischten Dendrogramm der HIV-
positiven und HIV-negativen Klone zwar nur in der von mir gebildeten Cd25 Gruppe |
vor, aber da es sich bei den durch mich untersuchten Cd25 Gruppen | und II
wahrscheinlich um Untergruppen der publizierten Cd25 Gruppe | handelt (4,30,44), ist
nicht von einer eigenen genetischen Gruppierung auszugehen. Schmid et al. (103)
kamen in Hinblick auf C. albicans bei HIV-positiven und HIV-negativen Patienten zu
dem gleichen Ergebnis.

Die Tatsache, dass die C. dubliniensis-lsolate der HIV-Patienten keine eigene
genetische Gruppe bilden, kbnnte implizieren, dass sie keinen direkten Selektionsvorteil
bei AIDS-Patienten haben, sondern nur besser an die Mundhohle bei oraler und
systemischer Abwehrschwache angepasst sind (111).

In Studien mit C. albicans wurde gezeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den aus der Mundhohle stammenden C. albicans-Isolaten von AIDS-kranken

und denen gesunder Patienten gibt (14,126).
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5.3.4 Genotypische Variabilitdt bei Patienten mith ~ oher im Vergleich zu
Patienten mit niedriger Viruslast

Die Klone von den Patienten mit niedriger Viruslast (< 36.000 Kopien/ml) waren in sich

etwas inhomogener als die der Patienten mit hoher Viruslast (= 36.000 Kopien/ml), well

sie eine etwas héhere Distanz zueinander hatten (d g, = 1,71 vs. d g, = 1,65). Dieser
Distanzunterschied war allerdings statistisch nicht signifikant (p = 0,756). Alle Klone der
Patienten mit hoher Viruslast ordneten sich in engen Clustern an und bildeten
insgesamt halb so viele eng verwandte Cluster aus, wie die Klone der Patienten mit
niedriger Viruslast, die zu 96 % (25/26) enge Cluster ausbildeten. Die mittleren
euklidischen Distanzen der beiden Gruppen lagen in einem Spg (pice)-Bereich 0,87 bzw.
0,88. Zusammenfassend ist nicht von einem relevanten genetischen Unterschied
zwischen den C. dubliniensis-Klonen von Patienten mit einer Viruslast von unter 36.000

Kopien/ml und denen mit einer Viruslast von tber 36.000 Kopien/ml auszugehen.

5.3.5 Genotypische Variabilitdt bei Patienten mit n  iedriger im Vergleich zu
Patienten mit hoher CD4-Zahl

Die Klone von den Patienten mit niedriger CD4-Zahl (< 200/ul) waren in sich
inhomogener als die von den Patienten mit hoher CD4-Zahl (> 200/ul), weil sie eine

hohere Distanz zueinander hatten (0I (Eu) = 1,82, entsprechend SAB (Dice) = 0,86 vs.

a(Eu) = 1,68, entsprechend SAB (Dice) = 0,88). Dieser Unterschied erwies sich nicht
als statistisch signifikant (p = 0,415). Beide Gruppen bildeten gleich viele eng verwandte
Cluster aus, und in beiden Gruppen wurden alle Klone engen Clustern zugeordnet, was
auf eine enge Verwandtschaft in beiden Gruppen hindeutet. Also ist auch nicht von
einem genetischen Unterschied zwischen den C. dubliniensis-Klonen von Patienten mit
kritischem Immunstatus und den Klonen von Patienten mit ausreichendem Immunstatus

auszugehen.
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5.3.6 Genotypische Variabilitdt von Patienten miti ~ m Vergleich zu Patienten
ohne OPC

14 % (8/58) der unterschiedlichen Klone waren mit Symptomen einer OPC assoziiert.
25 % (2/8) der Genotypen, die im Zusammenhang mit einer OPC isoliert wurden (Klon
2g und 2y), traten nie ohne Symptome einer OPC auf. Die Mehrzahl der Klone (75 %)
traten aber mindestens an einem anderen Zeitpunkt auf, an dem keine Symptome einer
OPC vorlagen, zum Teil sogar bevor und nachdem sie eine OPC verursacht hatten. Es
scheinen also keine spezifischen Genotypen fur die Ausbildung von Symptomen
verantwortlich zu sein. Eine durch C. dubliniensis verursachte OPC scheint dann eher
auf den lokalen oder systemischen Immundefekt von HIV-Infizierten als auf das
Auftreten eines speziell virulenten C. dubliniensis-Stammes zuriickfihren zu sein. Diese
Vermutung wurde bereits im Zusammenhang mit C. albicans geaul3ert (126). Ebenso
konnte kein genetischer Unterschied zwischen kommensalen und pathogenen vaginal
(104) oder oral gewonnenen (14,89) C. albicans-Isolaten festgestellt werden.

Die mittlere Distanz unter den Klonen der asymptomatischen Patienten war signifikant
(p = 0,038) niedriger als die unter den Klonen der symptomatischen Patienten (H(Eu) =

1,67, entsprechend Sag (pice) = 0,88 vs. a(Eu) = 2,10, entsprechend Sag (pice) = 0,82). 98
% der Klone von den Patienten ohne Symptomatik ordneten sich in sieben eng
verwandten Clustern ein, wahrend es bei den Klonen mit Symptomatik nur 75 % der
Klone waren, die sich in zwei eng verwandten Clustern formierten. Aul3erdem hatten die
Patienten, die unter einer OPC litten (n = 15), an der C. dubliniensis beteiligt war, im
Schnitt 2,6 unterschiedliche Klone. Die Patienten, die keine durch C. dubliniensis
verursachten Symptome hatten (n = 11), hatten im Schnitt 1,6 unterschiedliche Klone.

Alle drei Aspekte implizieren, dass die Klone, bei deren Isolation keine OPC vorlag, in
sich homogener waren, als die Klone, die im Zusammenhang mit einer OPC auftraten.

Samaranayke et al. (99) zeigten im Gegensatz dazu fur C. albicans, dass die Isolate der
asymptomatischen Patienten eine grol3ere genetische Diversitdt als die der
symptomatischen Patienten zeigten. Es konnte nicht gezeigt werden, dass die

infektiosen C. albicans-Isolate eine eigene genetische Gruppierung reprasentieren.

Dass in dieser Arbeit in den Vergleichsgruppen Viruslast und Immunstatus keine
relevanten Unterschiede gezeigt werden konnten und dass die Klone der
symptomatischen und HIV- negativen Patienten zwar Unterschiede zu den
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Vergleichsgruppen zeigten, aber keine eigene Gruppierung darstellten, konnte
einerseits daran liegen, dass das ,Cd25-fingerprint-Profil“ nicht ausreichend ist, um alle
C. dubliniensis-Stamme eindeutig voneinander zu unterscheiden. Die gleiche
Vermutung hatten Gee et al. (30), weil der mittels ,Cd25-fingerprint-Profil* vermutete
hohe Verwandtschaftsgrad unter den untersuchten C. dubliniensis-Stammen nur zum
Teil in der Karyotypanalyse bestatigt werden konnte. Andererseits kbnnte es tatséachlich
keine genetischen Subpopulationen von C. dubliniensis geben, die bevorzugt bei
Patienten mit HIV-Infektion und insbesondere bei hoher Viruslast und schlechtem
Immunstatus auftreten. Auch die infektiosen C. dubliniensis-Stamme wirden dann im
Vergleich zu den kommensalen Stdmmen keine gesonderte genetische Subpopulation
darstellen. Die grofR3ere genetische Diversitat unter den C. dubliniensis-Klonen der HIV-
negativen und der symptomatischen Patienten im Vergleich zu der entsprechenden
Bezugsgruppe konnte jeweils auf unterschiedliche evolutionére genetische Trends von
C. dubliniensis in diesen Gruppen hinweisen. Diese unterschiedlichen Entwicklungen
konnten bisher noch keine Konsequenz fir die Ausbildung von genetischen
Subpopulationen gehabt haben, was aber bei weiterer auseinander driftender
genetischer Entwicklung in Zukunft durchaus mdglich sein kdonnte. Diese These wird
dadurch unterstitzt, dass es sich bei C. dubliniensis um eine relativ junge Spezies
handelt, in der noch keine grundlegenden evolutionaren Veranderungen stattgefunden

haben.

5.3.7 Genotypische Variabilitdt unter Resistenzentw icklung

C. dubliniensis ist sensibel fur Fluconazol (51,73) und andere gangige Antimykotika, wie
z. B. ltraconazol, Amphotericin B und Voriconazol (87,88). In der hier untersuchten
Patientengruppe waren 9 % (17/194) der getesteten C. dubliniensis-Isolate resistent
gegen lItraconazol oder Fluconazol. Auffallig war, dass nur eins der 194 resistenten
Isolate (0,5 %) resistent gegen Fluconazol, aber 16 Isolate (8 %) resistent gegen
Itraconazol waren. Fluconazol-Resistenz von C. dubliniensis in vivo ist eher selten
(73,84,96). Es wurden aber auch C. dubliniensis-Populationen untersucht, in denen das
Vorkommen von Fluconazol-resistenten Stammen relativ haufig (19 %) vorkam (38).
Die untersuchte Probenzahl war mit n = 16 jedoch gering, weshalb dieser hohe
Prozentsatz mdglicherweise nicht reprasentativ ist. Die Resistenz gegen Itraconazol
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wurde in dieser Arbeit bei 12 % der Isolate auch ohne vorausgehenden antimykotischen
Selektionsdruck beobachtet, was die These unterstitzt, dass C. dubliniensis zu den fir
gangige Antimykotika weniger empfindlichen Candida Sp. gehort (21,79,79,93). Das
gehaufte Auftreten von Itraconazol-resistenten C. dubliniensis-Stdmmen wurde bisher
nicht beschrieben.

Die Patienten mit den resistenten C. dubliniensis-lsolaten wurden héaufiger mit
Antimykotika vorbehandelt als die mit den sensiblen Isolaten (88 % vs. 68 %), wobei
sich die Signifikanz dieses Unterschiedes wegen der geringen Fallzahl von resistenten
C. dubliniensis-Isolaten im Verhaltnis zu den sensiblen statistisch nicht berechnen lief3
(16 resistente vs. 167 sensible Isolate). Dennoch kdnnten diese in vivo Ergebnisse die
Ergebnisse von Moran et al. (73) unterstiitzen, die gezeigt haben, dass C. dubliniensis
nach Fluconazol-Exposition in vitro eine stabile Resistenz gegen dieses Medikament
entwickeln kann. Die Mehrzahl der C. dubliniensis-Isolate blieb trotz Fluconazol-
Exposition fur diese Substanz als auch fur Itraconazol sensibel. Keiner der gegen
Itraconazol resistenten Patienten wurde mit Itraconazol vorbehandelt. Patientin 16 war
die Einzige in der Untersuchungsgruppe, die Uberhaupt mit Itraconazol behandelt
wurde. Bei ihr trat jedoch keine Itraconazol-Resistenz auf. Es besteht offenbar eine
Kreuzresistenz zwischen Fluconazol und Itraconazol.

Die Tatsache, dass sich unter Resistenzentwicklung gegen Antimykotika nur in drei von
14 Fallen ein Zusammenhang mit dem ,fingerprint-Muster* mit Cd25 herstellen lief3,
kbnnte einerseits implizieren, dass eine Resistenz ohne genetische Verdanderungen des
Stammes einhergeht. Andererseits ist die molekulare Typisierungsmethode mit Cd25
maoglicherweise inadaquat, um genetische Veranderungen, die bei der Akquisition einer
Resistenz gegen Itraconazol oder Fluconazol entstehen, zu detektieren.

Gee et al. (30) haben in vivo mehrere Populationen von C. dubliniensis aus einer
Patientenprobe mit Cdl, Cd24 und Cd25, sowie der Karyotypanalyse untersucht und
konnten bei reduzierter Fluconazol-Sensibilitat nur mit den Sonden Cdl und Cd24
signifikante genetische Variationen oder Mikroevolution beobachten. Meine Ergebnisse
zeigen in 3 von 14 Fallen (21 %) Variabilitaten des C. dubliniensis-Genotyps bei
reduzierter Itraconazol-Sensibilitat in vivo mit der Sonde Cd25.

Zur Klarung der in vitro Mikroevolution unter Fluconazol-Exposition haben Gee et al.
(30) C. dubliniensis-Isolate steigenden Konzentrationen Fluconazol ausgesetzt und
anschlielend sowohl karyotypisiert als auch mit Cd1, Cd24 und Cd25 hybridisiert. Bei
zunehmender Fluconazol-Resistenz konnten auch hier keine Variationen der Cd25-
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Muster beobachtet werden. Unter Fluconazol-Exposition wurde eine steigende
Variabilitatt im  Karyotyp-Muster festgestellt, was aber nicht mit einer
Resistenzentwicklung einherging.

Fur C. albicans konnte gezeigt werden, dass die Selektion eines resistenten Stammes
unter Fluconazol-Therapie nicht selten war (69,89,96). Es ist auch publiziert, dass C.
albicans und C. dubliniensis eine simultane Resistenz gegen Fluconazol ausbilden
konnen (96). Auch bei den von mir untersuchten Isolate konnte eine simultane
Resistenz von C. albicans und C. dubliniensis gegen Antimykotika bei 13 % (4/30) der
Patienten (Patientin 10, Patient 14, 21 und 38) beobachtet werden.

Bei den resistent werdenden C. albicans-Stammen wurde sowohl ein Persisieren des
Genotyps, als auch ein Ubergang zu einem anderen Genotyp beobachtet
(10,14,67,69,102). Dem Persistieren eines Klons im Krankheitsverlauf konnte eine
fehlgeschlagene Eradikation des infizierenden Agens durch Antimykotika zugrunde
liegen und zur Entwicklung eines resistenten Klons fuhren (10).
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6 Zusammenfassung

6.1 Methoden

Die besten unter den von mir getesteten kulturellen Methoden zur Identifizierung von C.
dubliniensis bzw. zur Differenzierung zwischen C. albicans und C. dubliniensis fur ein
Routinelabor sind die Kultivierung der Isolate auf Cryptococcus-Agar nach Staib, der
Wachstumstest bei 45 T und die Biotypisierung mit dem API® ID 32 C. Der einzige
kulturelle Test, der nicht signifikant schlechter war als die molekulare Referenzmethode
AP-PCR, war die Kultivierung auf Staibagar. Die Differenzierung von C. albicans und C.
dubliniensis sollte immer bei 45 € und nicht bei 42 T erfolge n. Um eine ausreichende
Testgenauigkeit zu erreichen, sollten immer mehrere kulturelle Methoden miteinander
kombiniert werden. Zwei der 212 untersuchten C. dubliniensis-Isolate hatten C.
dubliniensis-typische API®-Codes, die bisher nicht publiziert wurden (7042.1000.15 und
7142.1400.11). Die Assimilation der Kohlenhydrate Trehalose, Methyl-aD-
Glukopyranosid und Xylose eignen sich am Besten fur die Differenzierung zwischen C.
dubliniensis und C. albicans. Laktat ist zu diesem Zweck nicht geeignet. C. dubliniensis

kann in einigen Fallen Methyl-aD-Glukopyranosid und Xylose assimilieren.

6.2 Klinische Bedeutung von C. dubliniensis

C. dubliniensis hat zu einem sehr geringen Prozentsatz das Potential, oropharyngeale
Infektionen der Mundhéhle bei HIV-Patienten hervorzurufen. Die Kolonisierung mit C.
dubliniensis wurde nur bei HIV-Patienten klinisch relevant und verursachte
oropharyngeale Candidosen (OPC). In allen Fallen waren die Patienten entweder
prophylaktisch oder therapeutisch mit Fluconazol vorbehandelt worden. C. dubliniensis
wurde in dieser Patientenpopulation am haufigsten in Mischkultur zusammen mit C.
glabrata und nicht mit C. albicans isoliert.

Eine durch C. dubliniensis verursachte OPC wurde bei einer durchschnittlichen
Keimzahl von 10* KBE/ml verursacht, was der in der Literatur beschriebenen

pathologischen Konzentration von C. albicans entspricht. Allerdings konnte auch
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beobachtet werden, dass C. dubliniensis eine OPC in einer deutlich geringeren
Konzentration (10° KBE/ml) bei HIV-Infizierten hervorrief. Eine durch C. dubliniensis
verursachte OPC trat durchschnittlich bei einer Viruslast von 125.000 Kopien/ml auf.
Der Richtwert der Viruslast, bei dem HIV-Infizierte ein signifikant erhdhtes Risiko fur
Candida-Infektionen haben, liegt mit 36.000 Kopien/ml niedriger. Diese Differenz spricht
daflr, dass C. dubliniensis eine geringere Virulenz hat als C. albicans. Der allgemein fur
Candida Spp. in der Literatur angegebene Richtwert, ab welcher CD4-Zellzahl bei HIV-
Infizierten mit Candida-Infektionen zu rechnen ist, hat sich auch fir C. dubliniensis
bestatigt (etwa 200 Zellen/pl).

Es gibt keinen signifikanten Unterschied im Auftreten von oropharyngealen C.
dubliniensis-Infektionen zwischen den Patienten, die mit und solchen, die nicht mit
Proteaseinhibitoren behandelt wurden. Die protektive Wirkung, die Proteaseinhibitoren
gegen C. albicans-Infektionen nachgesagt wird, konnte bezilglich C. dubliniensis-

Infektionen also nicht bestatigt werden.

6.3 Genotypisierung von C. dubliniensis mit der Son de Cd25

Alle Isolate hatten untereinander einen sehr engen genetischen Verwandtschaftsgrad
und gehorten héchstwahrscheinlich geschlossen zu der publizierten Cd25 Gruppe I. Die
Mehrzahl der unterschiedlichen Klone trat individuell bei einem Patienten auf. Selten
konnte zwar ein gemeinsames Vorkommen des gleichen Klons bei unabhangigen
Individuen beobachtet werden, ein Austauschen von genetisch identischen C.
dubliniensis-Stammen unter Sexualpartnern konnte jedoch nicht gezeigt werden.

In den sequentiellen C. dubliniensis-lsolaten der HIV-Patienten zeigten sich am
haufigsten kleinere Veranderungen des Genotyps im Rahmen von enger
Verwandtschaft. Am zweithdufigsten persistierte der gleiche Isotyp im Verlauf. Selten
wurden Klone im Verlauf auch durch andere nicht verwandte Klone ersetzt. Die
sequentiellen Klone waren so eng miteinander verwandt, dass die Veranderung des
Genotyps in vielen Féllen im Rahmen von progressiver Mikroevolution stattgefunden
haben kdnnte. Es konnte gezeigt werden, dass ein HIV-Patient nicht nur gleichzeitig mit

mikroevolutiondr verbundenen C. dubliniensis-Genotypen kolonisiert bzw. infiziert sein
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kann, sondern dass auch nur eng, fast schon lose miteinander verwandte Genotypen
nebeneinander vorkommen kdnnen.

Mittels Hybridisierung mit der Sonde Cd25 konnten keine genetischen Unterschiede
zwischen: 1. C. dubliniensis-Isolaten von Patienten mit niedriger (< 36.000 Kopien/ml)
und hoher (> 36.000 Kopien/ml) Viruslast und 2. C. dubliniensis-Isolaten von Patienten
mit ausreichendem (CD4-Zellzahl > 200/ul) und schlechtem (CD4-Zellzahl < 200/pl)
Immunstatus gefunden werden. Die C. dubliniensis-Klone der Patienten, die 1. HIV-
negativ waren und der Patienten, die 2. unter einer OPC litten, hatten jeweils eine
groBere genetische Diversitat als die Klone von HIV-positiven Patienten bzw. von den
Patienten, die asymptomatisch mit C. dubliniensis kolonisiert waren. Eine eigene
genetische Gruppe wurde von den Klonen der Patienten mit OPC und den Klonen der
HIV-negativen Patienten allerdings nicht gebildet. Es gibt also keine mittels Cd25
detektierbare genetische Subpopulation von C. dubliniensis, die bevorzugt bei Patienten
mit HIV-Infektion und insbesondere bei hoher Viruslast und schlechtem Immunstatus
auftritt. Auch die infektiosen C. dubliniensis-Isolate stellen im Vergleich zu den
kommensalen lIsolaten keine gesonderte genetische Subpopulation dar. Durch C.
dubliniensis verursachte OPC scheint also eher auf den lokalen Immundefekt in der
Mundhohle oder das systemische Immundefizit von HIV-Infizierten als auf das Auftreten
eines speziell virulenten C. dubliniensis-Stammes zurtckzufihren zu sein.
Moglicherweise ist das Cd25-fingerprint-Profil nicht ausreichend, um alle C.
dubliniensis-Genotypen eindeutig voneinander zu unterscheiden.

Es konnte gezeigt werden, dass resistente C. dubliniensis-Stamme in vivo durch
Fluconazol-Therapie selektioniert werden konnen. Die Mehrzahl der C. dubliniensis-
Isolate konnten trotz Fluconazol-Exposition ihre Sensibilitat gegeniber Fluconazol und
Itraconazol erhalten.

Es wurde eine Kreuzresistenz zwischen Fluconazol und Itraconazol beobachtet. Die C.
dubliniensis-Isolate entwickelten wesentlich haufiger Resistenzen gegen Itraconazol als
gegen Fluconazol, auch ohne vorausgehenden antimykotischen Selektionsdruck. Das
Mittel der Wahl bei C. dubliniensis-Infektionen ist also eher Fluconazol als Itraconazol.
Bei reduzierter Itraconazol-Sensibilitdt wurden in vivo in 21 % der Falle Variabilitaten
des C. dubliniensis-Genotyps beobachtet. Meistens (79 %) wurde aber reduzierte

Sensibilitat gegentber Fluconazol oder Itraconazol ohne Cd25-Varianten beobachtet.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Gerate und Materialien

Tabelle 12.
Gerat Firma Geratenummer
Abzug Kottermann, Hanigsen Typ 2-450-DAHD
Behalter fur Sarstedt, Nimbrecht 3474262
Rachenspilwasser
Amersham
Blotmembran Hybond-N+ Biosciences, RPN 2020 BPL
Freiburg
Brutschrank Haraeus, Hanau Typ B5028
Deckglaser Menzel-Glaser, #1
Braunschweig
Durchleuchtungstisch FAME D-1, Polen L-110
sterile Einmalspritzen, 5 ml Braun, Melsungen 17094 LO501
: Scotsman, *
Eisautomat Schottland AF-10
Elektrophoresekammer OWL, Portsmouth, Model A5
(Verdau) USA (800-242-5560)
LifeTechnologies, Horizon 11-14

Magnetrthrer

Elektrophoresekammer (PCR) Gaithersburg, USA
Entwicklungsautomat Kodak, N.Y., USA X-OMAT Multiloader
300 Plus
Feinwaage MC 1 Sartorius, Géttingen RC 210 P
Filmkassette Kodak, N.Y., USA X-Omatic cassette
Hoefer, Scientific
Filterpapier Instruments, 80-6211-29
S.F., USA
Heil3luftschrank Haraeus, Hanau uT20
Heizplatte Klees, Dusseldorf
Heizplatte Isotopenlabor UniEquip, Martinsried Unimaag AARE
Horizontalschittler Renner GmbH, 35 114
Celloshaker variospeed/ variotime Dannstadt
Hybridisierungsofen GFL, Burgwedel 7601
Hybridisierungsrohrchen GFL, Burgwedel 7945
Impfschlinge NUNC Brand Products, 253287
Danemark
Klarsichtfolie (Cling Film) Bartling-Werke, EAN 40 06897 520511
Selm-Bork
Heidolph, Schwabach MR 2000

380078-0030

Mikroskop

Zeiss, Oberkochen
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Greiner bio-one,

Mikrotiterplatten, U-Form : 650101
Frickenhausen
Mikrowelle Jump R 59
Papiertlcher TORK
Parafilm American National

Can, Greenwich
Scananalytics,

PC-Programm 1 Frankfurt/Main Gelscan V5.1

Scientific Imagin Kodak Digital

PC-Programm 2 ging Science 1D,

Systems, New Haven .
Version 2.0.3

PC-Programm 3

Adobe System Inc.,
Unterschleil3heim

Adobe Photoshop
Version D1-4.0

PC-Programm 4 MedCalc Version 9.2
PC-Programm 5 SPSS Version 13.0
PCR-Platz Herolab, Wlesloch CleneCab
Petrischalen, 90 mm Bibby Sterilin Ltd, 101 VR 20
England
Photometer Eppendorf, Hamburg 1101 M
Pipettierhilfe Integra Blosciences, PIPETBOY acu
Fernwald
Plastikpipette Falcon 357525
Plastikréhrchen Sarstedt, Niumbrecht 55.478
Protect-Bacterial Mickley-Diagnostica 12509
Preservers GmbH, Berlin
Quarz-Klvette Hellman

Reaktionsgefale 0,5 ml

Eppendorf, Hamburg

0030 121.023

ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

0030 125.150

Amersham Biosciences,

Rontgenfilm Hyperfilm ECL Freiburg RPN 3103K
Safety Screen Amersham 'B|OSC|ences, RPN 1536
Freiburg
Scanner Epson Perfection 1670
Standzentrifuge Heé?ﬁgjli’sﬁg:gi(;h Varifuge-RF 151318
Hoefer, Scientific
Stromversorgungsgerat Instruments, PS500XT DC
S.F., USA
Taumelrollmischer IDL, Nidderau TRM 56
Thermocycler Biometra, Gottingen TRIO-Thermoblock
. . Heraeus Sepatech .
Tischzentrifuge GmbH, He?nau Biofuge 13
Amersham
UV/visible Spectrometer Biosciences, Ultrospec 2100 pro
Freiburg

UV-Digitalkamera

Kodak, N.Y., USA

Science DC 120
Zoom
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Hoefer, Scientific

UV-Transilluminator Instruments, Mighty Bright
S.F., USA
. Scientific Industries,
Vortex-Genie 2 N.Y., USA G-560E
Waage Mettler, Giessen 1200
y Test Tube

Warmeblock 1 Roth, Karlsruhe Thermostat-TCR 100
Warmeblock 2 Eppendorf, Hamburg Thermomixer 5436

Wasseraufbereitung
Reinstwasser System

IMB, KolIn

Wasserbad GFL, Burgwedel 1083
Wasserbad Isotopenlabor Memmert GmbH, WB 10
Schwabach
8.2 Chemikalien und Losungen
Tabelle 13.
Reagenz Zusammensetzung Hersteller Bestell-
nummer
Serva,
Agarose Heidelberg 12314
Agarose .
Bacto-Agar® Difco, USA 85693AJA
Agarose-Gel .
(0,8 % fiir TAE, Agarose Qb'ggi”e’
Southern Blot)
Agarose-Gel Serva,
(1,2 % fur PCR) TBE, Agarose Heidelberg 42557
Labelling reagent, Cross-linker
solution, Reaction buffer, Water, Amersham
AlkPhos Direct® Control unlabelled DNA, Biosciences, RPN 3680
Hybridization buffer, Freiburg
Blocking reagent
API® ID 32 C Teststreifen, Dgckel, API® C bloMerlgux, 32 200
Medium Frankreich
Aqua destillata Braun, 2351544
Melsungen
Bacto
vitaminfree Difco, USA 0288-01
Casamino acids
BBL-TM Dicllzﬁgg): and
Sabouraud 211584
Dextrose-Agar Company,
Sparks, USA
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2445,
Chloroform D;';’r'renrgfé it 2500 313
K19411545
Chloroform/
Isoamylalkohol Amresco, Ohio X205
(24:1)
Mast
CHROMagar Diagnostica, 150409
Candida® .
Reinfeld
Cryptococcus- heipha,
Agar Eppelheim 375e
Denaturations-
N Merck,
l6sung 0,4M NaOH, 3M NaCl 1.064.045
Darmstadt
Southern Blot
DNase |, Roche,
Rnase-free Mannheim 776785
i Roche Applied
DNSArio'ﬁ’;naerase Biosystems, | N808-0166
piitaq CA, USA
Roche Applied
dNTP Biosystems, N808-0007
CA, USA
. Coleman et al.,
E. coli LE 392 Dublin, Ireland
Invitrogen
EcoR | GmbH, 15202-021
Karlsruhe
Sigma,
EDTA Steinheim E-5134
Merck,
Ethanol 70 % Ethanol 96 %, Aqua dest. 100.971
Darmstadt
o ) Serva,
Ethidiumbromid Heidelberg 21238
Fluconazol-
Stocklésung Fluconazol-Pulver, Aqua dest. Pfizer
(1280 pg/ml)
Sigma,
Gelladepuffer Steinheim G-2526
Roche Applied
PGC‘*Q_GPAJ;& Biosystems, | N808-0006
CA, USA
Merck,
HCI Darmstadit 1.09063
Hybridisierungs- Amersham
puffer Rapid- Biosciences, RPN 1636
Hyb-Buffer® Freiburg
Merck,
Isopropanol Darmstadit 109.634
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Itraconazol- , . Janssen
Stocklosung Itraconazol, Dimethyl Sulfoxid Biotech N.V. 30.211.44
Kontrollstamm C. albicans Ame(?gl?grg Pe
ATCC 90028 ' )
Collection
Lachssperma Invitrogen
P GmbH, 15632-011
DNS-LGsung
Karlsruhe
Magermilch Difco
(,Skim Milk®) Laboratories, | 0032-17-3
i Detroit, USA
McFarland- bioMérieux,
Standard 0,5 Frankreich 70900
McFarland- bioMérieux,
Standard 2 Frankreich 70900
Megaprime DNA Primer solution, dNTPs, Reaction Amersham
Labelling buffer, Enzyme solution, Standard Biosciences, RPN 1604
System® DNA solution, Carrier DNA solution Freiburg
Serva,
Mercaptoethanol Heidelberg 28625
Sigma,
MgCl Steinheim M-8266
Molekular- Amersham
gewichtsmarker Biosciences, | 27-4048-01
Lambda Hind I Freiburg
Molekular- Roche Applied
gewichts- Biosystems, 85829720
marker VI CA, USA
. Sigma,
NazCitrat Steinheim S-4641
Merck,
NacCl Darmstadit 1.064.045
NaCl-EDTA- 0,15M NaCl, 0,1M EDTA Merck, 1.064.045
Losung Darmstadt
Merck,
NaOH Darmstadt 64.981
NZCYM Briihe Sigma, N-3643
Steinheim
PEG 8000 Sigma, P-2139
Steinheim
Phagensus- Coleman et al.,
pension mit Cd25 Dublin
Phenol/Chloro- .
form/Isoamylal- Amrezcso AOth’ 883
kohol (25:24:1)
TibMolbiol .
. 5'gCg ATC
Primer RP02 MOLBIOL, CCCA 3°

Berlin
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Proteinase K Merck, 1.245.680.
Darmstadt 100
Rachen- 10 ml isotone NaCl-Lésung Braun, 2350548
spiulwasser Melsungen
. . Amersham
radiomarkierte L
Biosciences,
dNTPs .
Freiburg
. heipha,
Reisagar Eppelheim 350e
. Invitrogen
Restriktionspuffer GmbH. 16303-018
React 3®
Karlsruhe
RNase, Roche,
DNase-free Mannheim 1.119.915
Difco
DeSxE:rbo?suer-%ur?J_he Laboratories, 382179
Detroit, USA
Merck,
Sbs Darmstadt 13760
SE-Puffer 0,1M EDTA, 1M Sorbitol
_ Sigma,
Sorbitol Steinheim S-6021
SSC (20x) 0,3M NasCitrat, 3M NacCl
Qbiogene,
TAE USA TAE50X01
Serva,
TBE Heidelberg 42557
TE-Puffer 100mM Tris-Cl, 10 mM EDTA
Transferlésung Merck
Southern Blot 3M NacCl, 8mM NaOH Darmstédt 1.064.045
(pH 11,4 - 11,45)
. Sigma,
Tris-ClI Steinheim T-5941
Waschpuffer | 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS
Waschpuffer Il 1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS
Wizard Lambda
Pre_p; DNA Promega, USA A7290
Purification
System®
YST-LOsung modifiziertes HR-Medium Sifin, Berlin TN 1283
Zymolase-20T ICN, Ohio 32-092
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8.3 Abkirzungsverzeichnis

5FC
81/222
pl

Abb.
AIDS
AML
API
AP-PCR
Aqua dest.
ATCC
BAL

BK

bp

bzw.

ca.
CART

C. dub.

CALL
CD

Cl
Ci/mmol
cm
CMV
cop
CS
deew)
Dat.
dATP
dCTP
dGTP
DIN

5-Flucytosin

81 von 222 Proben

Mikroliter

Abbildung

Aquired Immunodeficiency Syndrome
Akute Myeloische Leukamie
Analytischer Profilindex

Arbitrarily Primed Polymerase Chainreaction
Aqua destillata (lat.), destilliertes Wasser
The American Type Culture Collection
Bronchoalveolare Lavage

Blutkultur

Basenpaare

beziehungsweise

circa

combined Anti-Retroviral Therapy
Candida dubliniensis

Candida

common Acute Lymphoblastic Leukemia
Cluster of differentiation
Chloroform/lsoamyalkohol
Curie/Millimol

Zentimeter

Cytomegalie Virus

Kopien

Chlamydosporen

Euklidisches Distanzmalf3

Datum

Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat

Deutsches Institut fir Normung e.V.
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DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribo-Nukleosid-Triphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
evtl. eventuell

Fa. Firma

Fluco Fluconazol

FUR Uracil Phosphoribosyltransferase
Geb.-Dat. Geburtstagsdatum

g Gramm

HAART Highly Active Antiretroviral Therapy
HIV Human Immunodeficiency Virus
HR-Medium High-Resolution-Medium

Itra Itraconazol

J. Jahr(e)

KBE Koloniebildende Einheiten

kbp Kilo-Basenpaare

KM-Tx Knochenmarkstransplantation

M molar

Mg Magnesium

MgCl Magnesiumchlorid

MHK Minimale Hemmstoffkonzentration
min Minute

ml Milliliter

NacCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NCCLS National Commmittee for Clinical Labatory Standards
ng Nanogramm

0.g. oben genannt

oD Optische Dichte

OPC Oropharyngeale Candidose

P Phosphat
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po per os

Pat. Patient

PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
PEG Polyethylenglycol

Pfu Plaque forming units

pg Pikogramm

Pl Proteinaseinhibitor

PM Pseudomyzel

RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA Analysis
RNS Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute

rRNS ribosomale RNS

RSW Rachenspulwasser

SaB Similaritatskoeffizient berechnet nach Dice
S-DD dosisabhangig sensibel

SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

S Sekunde

SE-Puffer Sorbitol-EDTA-Puffer

Sp. Spezies

Sp. nov. Spezies novum

TAE Tris-Acetat-EDTA

Thc Tuberkulose

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

U/min Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

viv volume by volume (ml geldst in ml)
VS. versus

wiv weight by volume (g geldst in ml)
Y-Index Youden-Index

z. B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem



8.4 Ergebnisse der unterschiedlichen Identifizierun

gsmethoden

Tabelle 14.Ein ,Minus* bedeutet, dass der jeweilige Test hidlwrchgefuhrt werden konnte.

Art der

CHROMagar

C. dub.-

Nr. Pat. | Probe Datum PCR KBE/mI . Staibagar Reisagar API® ID 32 C . Cd25 42T | 45T
Probe Candida® typisch
1 1 C 04.11.1994 RSW [ C. dub. 10 dunkelgrin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2p - -
2 1 D 09.02.1995 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2a - -
3 1 E 18.09.1995 RSW [ C.dub. | 10-100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2p ja nein
4 1 F 16.11.1995 RSW | C.dub. [ 10-100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2p - -
5 1 H 04.09.1996 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2p ja nein
6 1 I 31.03.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2p ja nein
7 1 K 17.09.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2p ja nein
8 1 L 10.12.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2p ja ja
9 1 N 12.02.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2p - -
10 1 (6] 11.03.1998 RSW | C. dub. 1 grin - PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2a ja nein
11 1 P 06.05.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2p ja nein
12 1 Q 25.11.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2a ja nein
13 1 R 01.12.1998 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2a ja nein
14 1 S 23.02.1999 RSW | C.dub. | 10-100 grin rau PM (kurz)+/CS++ 7142140015 ja Klon 2a ja nein
15 1 T 26.10.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM (kurz)+/CS++ 7142140015 ja Klon 9 ja nein
16 1 U 16.03.2000 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM (kurz)+/CS++ 7142140015 ja Klon 2b ja nein
17 1 \% 16.05.2000 RSW | C. dub. 10 grin - PM (kurz)+/CS++ 7142140015 ja Klon 2a ja nein
18 2 Al 31.08.1990 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2v ja nein
19 2 D 20.02.1991 RSW | C. dub. 500 dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2u - -
20 2 E 27.03.1991 RSW | C. dub. 10° dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2u - -
21 2 F 24.04.1991 RSW | C. dub. 10° dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2v - -
22 2 F1 31.05.1991 RSW | C. dub. 10" grin rau - 7142140015 ja Klon 2v ja nein
23 3 E 29.07.1994 | RSW [ C.dub. | 107° - - PM+/CS+ - - Klon 2ab - -
24 3 F 22.09.1994 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2ab - -
25 3 G 22.12.1994 RSW | C. dub. 10°° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2ab ja nein
26 3 H 26.01.1995 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2ab - -
27 4 A 29.06.1995 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2q ja nein
28 5 A 12.04.1995 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ - - Klon 7 - -
29 6 F 01.12.1994 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3a - -
30 6 H 02.02.1995 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3b - -
31 6 I 02.03.1995 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3a - -




Nr. | Pat | Probe | Dawm | AM9eT | per | kee/mi | CHROMAgAr | oo dar Reisagar AP@ID32C | ©dUb- | o5 | a2 | 45T
Probe Candida® typisch
32 6 J 06.04.1995 RSW | C. dub. 10 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3a ja nein
33 6 K 28.11.1995 RSW [ C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3b ja nein
34 6 L 03.06.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 3b - -
35 6 M 02.04.1997 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3b - -
36 6 N 20.05.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 3b ja nein
37 6 T 05.07.2002 RSW | C.dub. | Rasen grin glatt PM+/CS+ 7147140015 nein Klon 3b ja nein
38 7 A 28.11.1995 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h ja nein
39 7 B 19.02.1996 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h - -
40 8 A 19.11.1990 RSW | C. dub. - dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 4c ja nein
41 9 B 22.08.1994 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 4a ja ja
42 9 E 13.10.1994 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 4a - -
43 9 F 03.11.1994 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 4a - -
44 10 1 28.08.1989 RSW | C. dub. - dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2c - -
45 10 4 04.07.1990 RSW | C. dub. - - - - 7142140015 ja Klon 2¢ - -
46 10 5b 30.07.1990 RSW | C. dub. - dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2c ja nein
47 10 7 10.09.1990 RSW | C. dub. 10" dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2c ja nein
48 11 1 20.12.1993 RSW | C. dub. 20 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
49 11 2 15.09.1994 RSW - 10 - - PM+/CS+ 7142140015 ja - - -
50 11 3 13.10.1994 RSW | C. dub. 100 - - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t - -
51 | 11 | 4 | 10111994 | RSW |C.dub.| 40 griin - PM+/CS+ 7142100015 | ja ke'rr'nizt”edre”' - .
52 11 5 02.02.1995 RSW | C. dub. 30 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
53 11 6 06.11.1995 RSW | C. dub. 200 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
54 11 7 22.01.1996 RSW | C. dub. 140 grin - PM+/CS+ 7142100015 ja - - -
55 11 8 05.02.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
56 11 9 04.03.1996 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
57 11 10 01.04.1996 RSW | C. dub. 10 - - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t - -
58 11 11 30.05.1996 RSW | C. dub. 40 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t - -
59 11 12 27.06.1996 RSW | C. dub. 40 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t - -
60 11 13 19.08.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
61 11 14 17.09.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t - -
62 11 15 15.10.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
63 11 16 28.04.1997 RSW [ C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
64 11 17 18.06.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
65 11 22 11.03.1998 RSW | C. dub. 300 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2t ja nein




Nr. | Pat | Probe | Dawm | AM9eT | per | kee/mi | CHROMAgAr | oo dar Reisagar AP@ID32C | ©dUb- | o5 | a2 | 45T
Probe Candida® typisch

66 11 23 15.07.1998 RSW | C. dub. 40 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
67 11 25 16.09.1998 RSW | C.dub. [ 10-100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2i - -
68 11 26 03.11.1998 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2j ja nein
69 11 27 01.12.1998 RSW | C. dub. 30 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
70 11 28 05.01.1999 RSW | C. dub. 40 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
71 11 29a 02.03.1999 RSW | C.dub. | 100-170 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2t ja nein
72 11 30 13.04.1999 RSW | C. dub. 100 grin rau PM++/CS++ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
73 11 31 11.05.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
74 11 32 13.07.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7147340015 nein Klon 2i ja nein
75 11 34 11.01.2000 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2k ja nein
76 11 36 05.04.2000 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7042100015 ja Klon 2| ja nein
77 13 1 17.10.1990 RSW | C. dub. 210 grin rau - 7142100015 ja Klon la nein ja
78 14 3 20.02.1995 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 2d ja nein
79 14 10 24.07.1996 | RSW [ C.dub.| 10™ griin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 2w ja |ja
80 14 13 17.02.1997 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2d - -
81 14 14 24.02.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2d ja nein
82 14 16 18.06.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 2d ja nein
83 14 17 17.09.1997 RSW | C. dub. - grin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 2d ja nein
84 14 18 17.12.1997 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2x - -
85 14 19 19.02.1998 RSW | C.dub. [ 10-100 hellgriin - PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2d - -
86 14 22 08.07.1998 RSW | C. dub. 100 hellgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2d ja nein
87 14 24 03.11.1998 RSW [ C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2w ja | nein
88 14 25 15.04.1999 RSW | C. dub. 100 grin rau PM (kurz)+/CS++ 7142100015 ja Klon 2d ja nein
89 14 27 29.06.1999 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2d ja nein
90 14 28 12.10.1999 RSW [ C. dub. 100 hellgriin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2d ja nein
91 14 29 24.02.2000 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2d ja nein
92 14 31 10.09.2001 RSW | C.dub. [ 10-100 hellgriin - PM (lang)+/CS+ 7142140015 ja Klon 2d - -
93 15 4 05.05.1994 RSW | C. dub. 10 grin - PM++/CS++ 7147340015 nein - - -
94 15 5 02.06.1994 RSW | C. dub. 10 - - PM+/CS+ - - - - -
95 15 6 12.07.1994 RSW | C.dub. [ 10-100 grin - - 7142140015 ja - - -
96 15 9 15.09.1994 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja - - -
97 15 18 19.12.1995 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2i ja nein
98 16 1 10.06.1998 BAL | C.dub.| 10° griin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2e ja | nein
99 16 2 17.06.1998 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2f ja nein
100 16 4 29.09.1998 RSW | C.dub. | 10-100 | dunkelgriin rau PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2e ja nein




Nr. | Pat | Probe | Dawm | AM9eT | per | kee/mi | CHROMAgAr | oo dar Reisagar AP@ID32C | ©dUb- | o5 | a2 | 45T
Probe Candida® typisch

101 16 6 01.12.1998 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2f - -

102 17 4 30.05.1994 RSW | C. dub. 100 - - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2g - -

103 17 5 27.10.1994 RSW | C. dub. 10* dunkelgriin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 2g ja nein
104 18 1 02.11.1995 RSW | C. dub. 20 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 4b ja nein
105 18 2 09.11.1995 RSW | C. dub. 20 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6g ja nein
106 19 1 12.04.1995 RSW | C. dub. 400 grin - PM+/CS+ - - Klon 2z - -

107 21 1 08.05.1991 RSW | C.dub. | 2x10° grin rau - 7142140015 ja Klon 5f ja nein
108 21 2 03.07.1991 RSW | C. dub. 10° grin rau - 7142140015 ja Klon 5e ja nein
109 21 3 17.05.1993 RSW | C. dub. - grin rau - 7142140015 ja Klon 5f ja nein
110 21 4 06.09.1993 RSW | C. dub. 20 grian rau PM(+)/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
111 21 5 09.11.1993 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5e ja nein
112 21 6 06.12.1993 RSW | C. dub. 60 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
113 21 13 09.05.1994 RSW | C. dub. 10° grun - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
114 21 15 30.05.1994 RSW | C.dub. | Rasen grin glatt PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
115 21 16 16.06.1994 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
116 21 17 11.07.1994 RSW | C. dub. 10* grun - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
117 21 20 08.08.1994 RSW | C. dub. 10* grun - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
118 21 21 19.09.1994 RSW | C.dub. | 2x10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
119 21 23 24.10.1994 RSW | C. dub. 10° grin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f ja nein
120 21 24 07.11.1994 RSW | C. dub. 10°° grin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f nein | nein
121 21 25 21.11.1994 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5f nein | nein
122 21 28 19.12.1994 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 5f nein | nein
123 22 8 30.05.1996 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 5a - -

124 22 9 27.06.1996 RSW | C. dub. 50 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5a - -

125 22 10 27.08.1997 RSW | C. dub. 10%" grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 5a - -

126 22 11 24.09.1997 RSW | C. dub. 10°° grin rau PM+/CS++/Triplets 7142140015 ja Klon 5a ja nein
127 22 12 29.10.1997 RSW | C. dub. 10°° grin rau PM+/CS++/Triplets 7142140015 ja Klon 8 ja nein
128 22 14 25.05.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++/Triplets 7142140015 ja Klon 5a ja nein
129 22 15 04.06.1998 RSW | C. dub. 30 grin rau PM+/CS++/Triplets 7142140015 ja Klon 5i ja nein
130 22 17 02.09.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+/Triplets 7142100015 ja Klon 5a ja nein
131 22 20 11.06.1999 RSW | C. dub. 250 dunkelgriin rau PM+/CS+/Duplets 7142100015 ja Klon 5a ja | nein
132 22 21 29.07.1999 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 5a ja nein
133 22 22 22.10.1999 RSW | C. dub. 500 grin rau PM+/CS++/Duplets 7142140015 ja Klon 5a ja nein
134 23 1 21.08.1997 RSW | C.dub. | 10-100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2s ja nein




Nr. | Pat. | Probe | Datum ’?»rfo‘ﬂ,ir PCR | KBE/m CE';%';QZ%” Staibagar Reisagar API® ID 32 C %p‘li“s‘fh' Cd25 42 | 45C
135 24 1b 07.06.1995 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 2r ja nein
136 25 2 28.11.1994 RSW | C. dub. 10" hellgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2w nein | nein
137 25 2a 12.12.1994 RSW - 10;‘ grin - PM+/CS+ 7143140015 ja - - -
138 25 2b 19.12.1994 RSW - 10 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja - - -
139 25 3 02.01.1995 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2w ja nein
140 25 4 06.02.1995 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2h ja nein
141 25 5 06.03.1995 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2h ja nein
142 26 2 22.05.1995 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢g ja nein
143 26 3 17.07.1995 RSW | C. dub. 100 grin glatt PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5g ja ja
144 26 4 11.09.1995 RSW | C.dub. [ 10-100 grun - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢ - -
145 26 6 02.10.1995 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5c¢ ja nein
146 26 7 30.10.1995 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5b ja nein
147 26 9 28.11.1995 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢ ja nein
148 26 10 19.12.1995 RSW [ C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5b ja nein
149 26 11 29.01.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢ - -
150 26 13 20.05.1996 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM (kurz)+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢g - -
151 26 14 17.06.1996 RSW | C. dub. 10 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5c¢ - -
152 26 15 08.07.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢ - -
153 26 16 09.09.1996 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 5g - -
154 26 17 07.10.1996 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5d ja nein
155 26 18 19.11.1996 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢g ja nein
156 26 19 03.03.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5d ja nein
157 26 21 02.05.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5¢ - -
158 26 22 28.05.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h - -
159 26 23 23.07.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h - -
160 26 24 11.08.1997 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7147340015 nein Klon 5h ja nein
161 26 25 17.09.1997 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS++ 7147140015 nein Klon 5h ja nein
162 | 26 | 26 22.10.1997 | RSW | C.dub. | 107° griin rau PM+/CS++ 7147340015 | nein Klon 5h - -
163 26 27 19.11.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7147340015 nein Klon 5j - -
164 26 28 17.12.1997 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h ja nein
165 | 26 29 14.01.1998 | RSW | C.dub. | 10°° griin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h ja | nein
166 26 30 02.04.1998 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 5¢ ja nein
167 26 31 13.05.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5h - -
168 26 32 25.08.1998 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja - ja nein
169 26 33 14.04.1998 RSW - - - - - - - Klon 5h ja nein




Nr. | Pat | Probe | Dawm | AM9eT | per | kee/mi | CHROMAgAr | oo dar Reisagar AP@ID32C | ©dUb- | o5 | a2 | 45T
Probe Candida® typisch
170 26 34 22.09.1998 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja - ja nein
171 26 35 30.09.1998 RSW | C. dub. 50 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 5d ja nein
172 26 36 27.10.1998 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2aa ja nein
173 26 37 17.11.1998 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 2aa ja nein
174 26 38 08.12.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS++ 7147340015 nein Klon 5d ja nein
175 26 39 12.01.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 5d ja nein
176 26 40 16.02.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++ 7142140015 ja - ja nein
177 26 41 23.02.1999 RSW | C. dub. 10 grun rau PM+/CS+ 7142140015 ja - - -
178 27 1 19.12.1994 RSW | C. dub. 100 grun - PM+/CS+ 7142100015 ja - - -
179 27 2 16.01.1995 RSW | C. dub. 10 grin glatt PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 1c ja ja
180 27 4 19.06.1995 RSW_| C. dub. 100 dunkelgrin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5k ja nein
181 27 5 11.01.1996 RSW [ C. dub. 10 dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 1b ja nein
182 27 6 11.04.1996 RSW | C. dub. 20 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 1b - -
183 27 7 13.06.1996 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 1b ja nein
184 27 8 18.02.1997 RSW | C. dub. 100 grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 1b - -
185 27 9 19.11.1997 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 1b ja nein
186 27 10 17.12.1997 RSW | C. dub. 20 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5k - -
187 27 11 12.02.19981 | RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+/Triplets 7142140015 ja Klon 5I ja nein
188 27 12 12.02.1998 11 | RSW - - - - - - - Klon 5k ja nein
189 27 13 12.02.1998 11l | RSW - - - - - - - Klon 1b - -
190 27 14 14.04.19981 | RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+/Triplets 7142140015 ja Klon 1b - -
191 27 15 14.04.1998 11 | RSW - - - - - - - Klon 1c ja nein
192 27 16 15.07.19981 | RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+/Triplets 7142140015 ja Klon 5k - -
193 27 17 15.07.1998 11 | RSW - - - - - - - Klon 1b - -
194 27 18 20.01.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS++/Triplets 7142140015 ja Klon 1b ja nein
195 27 19 20.07.1999 RSW | C. dub. - dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 5I ja nein
196 27 20 12.11.1999 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 5k ja nein
197 27 21 03.02.2000 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin rau PM (kurz)+/CS++/Duplets | 7142140015 ja Klon 5k ja nein
198 27 22 23.07.2001 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7147340015 nein Klon 5k ja ja
199 27 23 15.10.2001 RSW | C. dub. 10 grin rau PM+/CS+ 7142140011 ja Klon 5k - -
200 28 3a 19.12.1993 RSW - - - - - - - Klon 6e - -
201 28 8 27.06.1994 RSW | C. dub. 10" grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6h ja nein
202 28 9a 25.07.1994 RSW | C.dub. | Rasen grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6d ja nein
203 28 14 12.06.1995 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6¢ - -
204 28 15 16.10.1995 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6¢ - -
205 29 1 24.01.1995 BK C. dub. - grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2m ja nein




Nr. | Pat | Probe | Dawm | AM9eT | per | kee/mi | CHROMAgAr | oo dar Reisagar API® ID 32 c | - dub.- Cd25 42¢C | 45C
Probe Candida® typisch

206 29 2 02.07.1998 RSW | C. dub. - dunkelgriin rau - 7142140015 ja Klon 2m ja nein
207 31 1 03.04.1995 RSW | C. dub. 10°° grin - PM+/CS+ 7347140015 nein - - -

208 33 1 21.09.1995 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2n ja nein
209 33 3 01.02.1996 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 2n ja nein
210 33 5 18.07.1996 RSW | C. dub. 10" grin - PM+/CS+ 7142100015 ja Klon 2n - -

211 33 7 22.10.1996 RSW | C. dub. 10° grin - PM+/CS++ 7142100015 ja Klon 2y - -

212 33 8 06.02.1997 RSW | C. dub. 10" grin - PM+/CS+ 7147350015 nein Klon 2n - -

213 38 2 13.10.1998 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6a ja nein
214 38 3 17.02.1999 RSW | C. dub. 100 grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6f ja nein
215 | 38 4 11.03.1999 | RSW | C.dub. | 10°° griin rau PM+/CS++ 7142140015 ja Klon 6b ja | nein
216 38 5 26.03.1999 RSW | C.dub. | Rasen dunkelgriin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6f ja nein
217 38 8 29.04.1999 RSW | C.dub. | Rasen grin rau PM+/CS+ 7147340015 nein Klon 6a ja nein
218 38 9 11.05.1999 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6a ja nein
219 38 10 22.06.1999 RSW | C. dub. 10° grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6a ja nein
220 | 38 11 13.07.1999 | RSW | C.dub. | 10°° griin rau PM+/CS++ 7147340015 nein Klon 6a ja | nein
221 38 12 05.11.1999 RSW | C. dub. 100 dunkelgriin - PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6a ja nein
222 38 13 10.03.2000 RSW | C.dub. | Rasen grin rau PM+/CS+ 7142140015 ja Klon 6a ja nein




8.5 Klinische Merkmale der C. dubliniensis-Isolate

Ein ,Minus” bedeutet, dass keine Angabe vorliegt.

Tabelle 15.Patient 1

Probe Datum IéBESEl '\lfll.lsltil hr KBE/ml Cd25 M?;E;-llr:rl:lJ)co I\/(Iquljnl]tlga Soor | Symptome myllfﬁfgsi%he HIV-Therapie (®) Viruslast Zc(:eﬁ:r-l
1-C 04.11.1994 10 keine - Klon 2p 0,09 0,02 nein keine keine keine - -
1-D 09.02.1995 100 keine - Klon 2a - nein keine keine keine - 4390(%%'
1-E 18.09.1995 10-100 keine - Klon 2p 0,25 </=0,125 nein keine keine keine - 311/l
1-F 16.11.1995 10-100 keine - Klon 2p </= 0,125 </= 0,125 nein keine keine keine 20.5. 83.000 cop/ml | 316/ul
1-H 04.09.1996 100 keine - Klon 2p 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Hivid lZ.O%%%:%p/ml 4212925&
1-1 31.03.1997 100 keine - Klon 2p </=0,125 </=0,125 nein Enanthem keine Retrovir, Hivid, Crixivan 15.0(2)(?(}(.)p/ml -
1-K 17.09.1997 100 keine - Klon 2p 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan < 800 cop/ml 592/ul
1-L 10.12.1997 10 C. albicans 10 Klon 2p 0,09 0,39 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan - 471/pl
1-N 12.02.1998 100 keine - Klon 2p 0,39 0,39 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 190 cop/ml 557/ul
1-0 11.03.1998 1 keine - Klon 2a 0,39 0,39 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan - -
1-P 06.05.1998 100 keine - Klon 2p 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan - 544/ul
1-Q 25.11.1998 100 keine - Klon 2a 0,09 <0,02 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 5.600 cop/ml 550/l
1-R 01.12.1998 100 keine - Klon 2a 0,09 <0,02 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 19.000 cop/ml 318/ul
1-S 23.02.1999 10-100 keine - Klon 2a 0,09 0,39 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 28.000 cop/ml 763/ul
1-T 26.10.1999 10 keine - Klon 9 0,25 </=0,125 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 40.900 cop/ml 595/ul
1-U 16.03.2000 10 keine - Klon 2b 0,09 0,09 nein keine keine Retrovir, Hivid, Crixivan 62.200 cop/ml YSS%pI
1-v 16.05.2000 10 keine - Klon 2a <0,02 <0,02 nein keine keine Zerit, Crixivan, Fortovase 26.300 cop/ml 653/ul

Tabelle 16.Patient 2
Probe Datum EBE{J ngl Mischkultur Migfhli/u nlwtlu r Cd25 M'E:E'/EI#)CO ’\?Eg}jr#tlga Soor Symptome myﬁfgrs)icehe HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
2-A1 31.08.1990 100 keine - Klon 2v 0,5 </=0,125 - - - - - 05/90: 42/ul
2-D 20.02.1991 500 keine - Klon 2u 0,625 0,039 - - - - - -
2-E 27.03.1991 10° keine - Klon 2u 0,625 0,039 - - - - - -
2-F 24.04.1991 10° keine - Klon 2v 0,625 0,019 - - - - - -
2-F1 31.05.1991 10* C. glabrata - Klon 2v 0,25 </= 0,125 - - - - - -




Tabelle 17.Patient 3

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor | Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
3-E 29.07.1994 10?3 keine - Klon 2ab - - nein keine Fluconazol 100 mg/Tag keine - 31/l
3-F 22.09.1994 10 C. inconspicua 40 Klon 2ab </= 0,125 </= 0,125 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag keine - 15.8. 24/pl
3-G 22.12.1994 10%® C. krusei 10 Klon 2ab 0,39 1,56 nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo keine - 25/ul
3-H 26.01.1995 100 C. krusei 10-100 Klon 2ab 0,25 </= 0,125 nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo keine - 20/pl
Tabelle 18.Patientin 4
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
4-A 29.06.1995 10* C. glabrata 100 Klon 2q 0,39 0,19 ja keine - - - -
Tabelle 19.Patientin 5
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g . ) )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
5-A 12.04.1995 10° C. tropicalis 100 Klon 7 0,39 0,09 nein - - - - -
Tabelle 20.Patient 6
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g ; ' B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
6-F 01.12.1994 100 keine - Klon 3a 1,56 0,048 nein keine keine Retrovir, Hivid - 75/pl
6-H | 02021995 | 100 keine - Klon 3b . . nein keine Fluconazol 100 mg/Tag | g Retrovir - .
wg. Haut und Négeln
6-| 02.03.1995 100 keine - Klon 3a - - nein keine keine Hivid, Retrovir - 84/ul
6-J 06.04.1995 10 keine - Klon 3a - - nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo Hivid, Retrovir - -
6-K 28.11.1995 100 keine - Klon 3b 4 </= 0,125 nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo keine - 16/ul
6-L 03.06.1996 10 keine - Klon 3b 4 </= 0,125 nein keine keine Epivir - 48ul
6-M 02.04.1997 10° keine - Klon 3b 2 </= 0,125 nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo Epivir, Retrovir 240.000 cop/ml 72/pl
6-N 20.05.1997 100 keine - Klon 3b 8 </= 0,125 nein keine Fluconazol 2x100 mg/Wo Epivir, Retrovir - -
6-T | 05.07.2002 | Rasen keine - Klon 3b 1 0,5 Soorim keine keine Invirase, Norvir, . 209/l
Rachen Videx, Viramune
Tabelle 21.Patient 7
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
7-A 28.11.1995 100 C. glabrata 100 Klon 5h 0,09 0,39 nein keine keine keine - 21.12. 288/ul
7-B 19.02.1996 100 keine - Klon 5h </= 0,125 </= 0,125 nein keine keine keine 48.000 cop/ml -




Tabelle 22.Patient 8

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische g ; . B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast |CD4-Zellen
8A | 10111990 | - keine Klon4c | <=0125 | </=0,125 | "e#divierende Candida-Infektionen - - Retrovir - -
90/91, jetzt unbekannt
Tabelle 23.Patient 9
Probe Datum KBE/mI C. dub. Mischkultur 'KBE/mI Cd25 MHK-Fluco MHK-ltra Soor | Symptome mykologls_che HIV-Therapie (®) Viruslast [CD4-Zellen
Mischkultur (ng/ml) (pg/ml) Therapie
9-B 22.08.1994 100 C. glabrata 200 Klon 4a - - nein Enanthem Fluconazol 100 mg/Tag keine - 9/l
9-E 13.10.1994 100 C. glabrata 10° Klon 4a - - nein keine Fluconazol 100 mg/Tag keine - o/l
9-F 03.11.1994 10° C. glabrata 10%* Klon 4a 0,78 0,09 ja keine Fluconazol 100 mg/Tag keine - 2/l
Tabelle 24.Patientin 10
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . . . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
10-1 | 28.08.1989 ; keine ; Klon 2¢ 0,39 0,78 nein Schluck- keine keine ; 12.12. 20/l
beschwerden
10-4 | 04.07.1990 ; C. glabrata ; Klon 2¢ 0,78 1,56 nein keine Fluconazol algoeo mg keine ; 25.5. 20/l
10-5b 30.07.1990 - keine - Klon 2¢ 2 0,25 nein keine keine keine - -
10-7 10.09.1990 10 C. glabrata - Klon 2c <40 0,78 nein keine Fluconazol 100 mg keine - 20/ul
Tabelle 25.Patientin 11
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische . ; . B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
1141 | 20121993 | 20 keine - Klon 2t 0,25 <1=0,125 | nein keine Fluconazol 3o Videx . 210/l
112 | 15.00.1994 | 10 keine - ; - nein keine Fluconazol 100/Tag, Videx ; 255/l
Clotrimazolsalbe vaginal
. . . Fluconazol 100/Tag, .
11-3 13.10.1994 100 keine - Klon 2t - - nein keine Clotrimazolsalbe vaginal Videx - -
114 | 10.11.1994 | 40 keine - kein 0,19 0,048 | nein keine Fluconazol 100/Tag, Videx ; 290/l
Bandenmuster Clotrimazolsalbe vaginal
Fluconazol-
N i i _ : : Prophylaxe ab, . )
11-5 02.02.1995 30 keine Klon 2t 1 </=0,125 | nein keine jetzt Ketoconazol wg. Videx 234/ul
Vaginalsoor
11-6 06.11.1995 200 keine - Klon 2i 1 </=0,125 | nein keine Ketoconazol mit Pausen keine - 116/ul
11-7 22.01.1996 140 keine - - - nein keine Zerit, Invirase - 128/ul
11-8 05.02.1996 10 keine - Klon 2t 1 </=0,125 | nein | belegte Zunge keine Zerit, Invirase - -




KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
11-9 04.03.1996 10 keine - Klon 2t 1 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Invirase - 202/ul
11-10 | 01.04.1996 10 keine - Klon 2t - nein keine keine Zerit, Invirase < 400 cop/pl -
11-11 | 30.05.1996 40 keine - Klon 2t 1 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Invirase - 29.4. 179/pl
11-12 | 27.06.1996 40 keine - Klon 2t 0,09 0,09 nein keine keine Zerit, Invirase - -
11-13 | 19.08.1996 10 keine - Klon 2i 0,39 0,39 nein | belegte Zunge keine Zerit, Invirase - 22.7. 213/ul
11-14 | 17.09.1996 10 keine - Klon 2t 1 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Invirase - 218/ul
11-15 | 15.10.1996 10 keine - Klon 2i 0,39 0,39 nein keine keine Zerit, Invirase < Messbereich | 10.12. 227/ul
11-16 | 28.04.1997 10 keine - Klon 2t 0,39 0,09 nein keine keine Zerit, Invirase - 258/ul
11-17 | 18.06.1997 10 keine - Klon 2i 0,39 0,39 nein Sodbrennen keine Zerit, Invirase < Messbereich 16.7. 260/ul
11-22 | 11.03.1998 | 300 keine - Klon 2t 0,39 0,39 nein keine keine Zerit, Epivir, . 416/l
Crixivane
. _ . . . Zerit, Epivir,
11-23 | 15.07.1998 40 keine - Klon 2t 0,5 </=0,125 | nein keine keine Crixivane < 89 cop/ml 333/l
11-25 | 16.09.1998 | 10-100 keine - Klon 2i 0,09 0,09 | nein keine keine Zerit, Epivir, 6.10. 313/l
Crixivane < 80 cop/ml
11-26 | 03.11.1998 100 keine - Klon 2j 0,39 <0,02 nein keine keine Zerit, Epivir 78.000 cop/ml 356/l
. . . . . Zerit, Epivir,
11-27 | 01.12.1998 30 keine - Klon 2i 0,09 0,09 nein keine keine Videx, Viramune - 367/ul
1128 | 05.01.1999 | 40 keine - Klon 2t 0,39 0,09 | nein keine keine zerit, Epivir, - -
Viramune
11-29a | 02.03.1999 | 100-170 keine - Klon 2t 0,09 0,39 nein keine keine Zerit, Epivir, - 2.2. 338/l
Viramune
11-30 | 13.04.1999 | 100 C. glabrata 100 Klon 2i 0,25 </=0,125 | nein keine keine Z\‘jl”r;rﬁﬁ;:’g <50 cop/ml 365/l
11-31 | 11.05.1999 | 10 keine . Kion 2i 025 | </=0125 | nein keine Keine zerit, Epivr, - .
Viramune
11-32 | 13.07.1999 | 10 keine - Klon 2i 05 1 nein keine keine Zerit, Epivir, <50 cop/ml 516/l
Viramune
_ . . . Zerit, Epivir,
11-34 | 11.01.2000 10 C. glabrata 100 Klon 2k 0,25 </=0,125 | nein keine keine Viramune < 50 cop/ml 505/l
11-36 | 05.04.2000 10 keine - Klon 2| 0,5 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Epivir, - 564/l
Viramune
Tabelle 26.Patient 13
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g . ) )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
13-1 17.10.1990 210 keine - Klon l1a 0,78 6,25 - - - keine - -




Tabelle 27.Patient 14

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
14-3 | 20.02.1995 10° keine - Klon 2d 0,25 </=0,125 | nein Enanthem, nein keine - 335/l
belegte Zunge
45 3 . Fluconazol . -
14-10 | 24.07.1996 10 C. glabrata 10 Klon 2w 0,39 0,09 nein Zunge belegt 2x100 mg/Wo Retrovir, Epivir - 24.6. 386/ul
14-13 | 17.02.1997 10° keine - Klon 2d 0,39 0,39 etwas Enanthem, nein Retrovir, Epivir - -
Schluckbeschwerden
14-14 | 24.02.1997 100 keine - Klon 2d 0,39 1,56 nein Enanthem nein Retrovir, Epivir - -
14-16 | 18.06.1997 100 keine - Klon 2d 0,39 0,39 nein keine nein Retrovir, Epivir - -
14-17 | 17.09.1997 - keine - Klon 2d 0,39 0,09 nein Rachen Enanthem nein Retrovir, Epivir < 0,8 cop/ml 515/l
14-18 | 17.12.1997 10° C. glabrata 10*° Klon 2x 0,39 0,39 nein keine nein Retrovir, Epivir - 350/l
14-19 | 19.02.1998 10-100 C. albicans 100 Klon 2d 0,39 1,56 nein keine nein Retrovir, Epivir 390 cop/ml 403/l
14-22 | 08.07.1998 100 C. glabrata 100 Klon 2d 0,39 0,39 nein keine nein Combivir 12.5. 488/l
< 800 cop/ml
14-24 | 03.11.1998 100 C. glabrata 10-100 Klon 2w 0,5 </=0,125 nein Zunge belegt nein Combivir < 800 cop/ml 605/ul
14-25 | 15.04.1999 100 C. glabrata 100 Klon 2d 0,25 </= 0,125 nein keine nein Combivir 800 cop/ml 449/l
14-27 | 29.06.1999 100 C. glabrata, 20 Klon 2d 05 </=0,125 | nein keine nein Combivir - -
C. albicans
14-28 | 12.10.1999 100 C. glabrata 10 Klon 2d 0,5 </= 0,125 nein keine nein Combivir 90 cop/ml 659/ul
14-29 | 24.02.2000 100 C. glabrata 10° Klon 2d 0,09 0,09 nein keine nein Combivir 60 cop/ml 622/ul
14-31 | 10.09.2001 | 10-100 (C: g'l";‘)li’cr:;"’;' 10-100 Klon 2d 0,39 0,39 nein keine nein Combivir <50 cop/ml 472/l
Tabelle 28.Patient 15
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische 2 ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast |CD4-Zellen
. . . Fluconazol .
15-4 | 05.05.1994 10 keine - - - - nein keine 100 mg/Wo seit 02/94 keine - 3.2. 216/ul
15-5 | 02.06.1994 10 keine - - - nein keine keine keine - 128/ul
15-6 | 12.07.1994 10-100 keine - - - - nein keine keine keine - 167/ul
15-9 | 15.09.1994 100 keine - - - - nein keine keine keine - 155/ul
) . . _ . Dysphagie, . . )
15-18 | 19.12.1995 100 C. lambica 100 Klon 2i 0,5 </=0,125 | nein V. a. Soordsophagitis keine keine 20.11. 36/pl




Tabelle 29.Patientin 16

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g ; . B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor | Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast |CD4-Zellen
33 . . . Voriconazol 500 mg
16-1 10.06.1998 10 keine - Klon 2e 0,39 0,09 nein keine 10.6.-23.6. iv., dann 400 mg p.o. - - -
16-2 17.06.1998 10 keine - Klon 2f 0,39 0,09 nein keine Keine - - -
164 | 20.00.1008 | 10-100 | S.cerevisiae, 100 Klon 2e 0,09 <0,02 | nein keine keine - - -
C. albicans
16-6 01.12.1998 100 C. albicans 10*° Klon 2f 0,09 <0,02 nein keine keine - - -
Tabelle 30.Patient 17
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast [CD4-Zellen
. Enanthem, S
17-4 30.05.1994 100 C. glabrata - Klon 2g - nein belegte Zunge Fluconazol 100 mg/Wo Retrovir, Hivid - 2.5. 74/ul
17-5 27.10.1994 10 C. glabrata 10° Klon 2g 0,19 50 gering keine keine Retrovir - 29.9. 32/ul
Tabelle 31.Patient 18
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
18-1 | 02.11.1995 20 keine - Klon 4b 0,25 0,25 keine aktuell keine, Retrovir, Epivir - -
aber vorbehandelt
18-2 09.11.1995 20 keine - Klon 6g 0,5 </= 0,125 keine keine Retrovir, Epivir - 56/ul
Tabelle 32.Patientin 19
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g . ) )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
19-1 12.04.1995 400 C. glabrata 10 Klon 2z 0,09 0,09 nein keine keine - - -
Tabelle 33.Patient 21
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische g ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast |CDA4-Zellen
21-1 08.05.1991 2x10° keine - Klon 5f 0,39 0,39 nein keine keine Retrovir - 6.6. 67/ul
21-2 03.07.1991 10° keine - Klon 5e 0,78 0,78 nein keine keine Retrovir - 14.8. 27/ul
213 | 17.05.1993 - keine ; Klon 5f 0,09 0,09 nein Stomatitis, keine Retrovir, Hivid ; 14.6. 14/l
Enanthem Rachen
21-4 06.09.1993 20 keine - Klon 5f 0,39 0,09 nein keine keine keine - 9.8. 13/ul
21-5 09.11.1993 100 keine - Klon 5e 0,39 0,39 nein keine keine Videx - -
21-6 06.12.1993 60 keine - Klon 5f 0,39 0,39 nein keine keine Videx - 12/l




KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast |CD4-Zellen
21-13 | 09.05.1994 10° C. albicans 10° Klon 5f 0,39 0,39 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - 28.2. 4/ul
21-15 | 30.05.1994 Rasen Cégﬁzgag?, 10° Klon 5f 0,39 0,39 nein gering Enanthem Fluconazol 100 mg/2 Tage Videx - 4/ul
21-16 | 16.06.1994 10° C. krusei 10° Klon 5f 0,39 0,39 nein keine keine Videx - -
21-17 | 11.07.1994 10 C. krusei 10 Klon 5f 0,39 0,09 etwas keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - -
21-20 | 08.08.1994 10* C. krusei, 10* Klon 5f 0,39 0,39 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - -
C. albicans
21-21 | 19.09.1994 2x10° C. krusei 10° Klon 5f 0,39 0,39 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - -
21-23 | 24.10.1994 10° C. krusei 100 Klon 5f 6,25 0,39 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - -
21-24 | 07.11.1994 10%° C. krusei 100 Klon 5f 6,25 0,39 nein Enanthem Fluconazol 100 mg/Tag Videx - 4ul
21-25 | 21.11.1994 100 C. kruse, 100 Klon 5f 1,56 0,39 nein keine Fluconazol 100 mg/Tag Videx - -
C. albicans
21-28 | 19.12.1994 10 C. krusei 100 Klon 5f 25 1,56 nein keine Fluconazol 100 mg/2 Tage Videx - 16.1. 2/pl
Tabelle 34.Patient 22
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra Mykologische g ; . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor | Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
22-8 30.05.1996 100 keine - Klon 5a </= 0,125 </=0,125 | nein keine keine Retrovir, Zerit - -
22-9 27.06.1996 50 keine - Klon 5a 0,09 0,09 nein keine keine keine < Messbereich 176/ul
22-10 | 27.08.1997 10%* keine - Klon 5a 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Epivir, Norvir 25.6. 7.200 cop/ml 181/ul
22-11 | 24.09.1997 10%® keine - Klon 5a 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - 97/ul
22-12 | 29.10.1997 10%® keine - Klon 8 0,09 0,39 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan 1.300 cop/ml 196/ul
22-14 | 25.05.1998 100 C. albicans 100 Klon 5a 0,39 0,39 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
22-15 | 04.06.1998 30 C. lambica 10 Klon5i | </=0125 | </=0,125 | nein keine fégﬂ?}%";‘jﬁ') Retrovir, Epivir, Crixivan - 109/ul
22-17 | 02.09.1998 100 keine - Klon 5a 0,09 0,09 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
22-20 | 11.06.1999 250 C. albicans 500 Klon 5a </= 0,125 </=0,125 | nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
22-21 | 29.07.1999 100 keine - Klon 5a </= 0,125 </=0,125 | nein keine keine Combivir, Viramune - 129/ul
. _ . . . Videx, Fortovase, Norvir,
22-22 | 22.10.1999 500 keine - Klon 5a 0,25 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Viramune < 50 cop/ml 321/pl
Tabelle 35.Patientin 23
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische 2 ; . )

Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast [CD4-Zellen
23-1 | 21.08.1997 10-100 C. krusei 10° Klon 2s 0,09 0,02 nein - Amphotericin B seit 13.8. - - -




Tabelle 36.Patientin 24

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g : . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
24-1b | 07.06.1995 100 C. tropicalis, C. glabrata, - Klon 2r 0,25 <=0125 | - - - - - -
C. albicans
Tabelle 37.Patient 25
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische g ; ' B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast [CD4-Zellen
25-2 | 28.11.1994 10* C. glabrata 10° Klon 2w 2 </=0,125 | nein keine Fluconazol 100 mg/Tag keine - 24.10. 76/ul
25-2a | 12.12.1994 10° C. glabrata 10° - 3,25 0,09 nein keine keine keine - -
25-2b | 19.12.1994 10° C. glabrata 10* - 3,25 0,78 nein keine Fluconazol 100 mg/2 Tage keine - -
25-3 | 02.01.1995 10° C. glabrata 10° Klon 2w 3,25 3,25 nein keine keine keine - 7/l
25-4 | 06.02.1995 10° C. glabrata 10° Klon 2h 2 </= 0,125 | nein | Zunge belegt Fluconazol 2x/Wo keine - 7/ul
25-5 | 06.03.1995 10° C. glabrata 10* Klon 2h 2 </= 0,125 | nein keine keine keine - -
Tabelle 38.Patient 26
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g . ) CD4-
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast Zellen
26-2 | 22.05.1995 100 keine - Klon 5g 0,5 </=0,125 nein keine aktuell keine, Zerit - -
aber vortherapiert
26-3 17.07.1995 100 keine - Klon 5g 8 1 nein keine keine Zerit - 239/ul
26-4 11.09.1995 10-100 keine - Klon 5c - - rucklaufig keine keine Zerit - -
26-6 | 02.10.1995 10 keine - Klon 5¢ 0,39 0,39 nein keine Fluconazol Zerit - 343/l
100 mg/Wo
Fluconazol
26-7 30.10.1995 10 keine - Klon 5b 0,5 </= 0,125 nein keine 100 mg/Tag Zerit - 195/ul
fur 10 Tage
26-9 28.11.1995 10 keine - Klon 59 0,5 </=0,125 nein keine Pause Videx, Crixivan - -
26-10 | 19.12.1995 10 keine - Klon 5b 0,39 1,56 nein keine Fluconazol Videx, Crixivan - 233/l
2x100 mg/Wo
26-11 29.01.1996 10 keine - Klon 5¢ 0,25 0,25 nein keine keine Videx - 181/ul
Fluconazol
26-13 20.05.1996 10 keine - Klon 59 0,5 </= 0,125 nein keine 100 mg/Tag Videx 250.000 cop/ml 234/l
fur 10 Tage
juckendes
26-14 | 17.06.1996 10 keine - Klon 5¢ 0,5 0,25 nein Exanthem Fluconazol Videx - 238/pl
an den mg/Wo
Mundwinkeln
26-15 | 08.07.1996 10 keine - Klon 5¢ 0,39 0,09 nein keine Fluconazol Videx 920.000 cop/ml -
100 mg/Wo
. _ . . Fluconazol . .
26-16 09.09.1996 100 keine - Klon 59 0,5 </=0,125 nein keine 100 mg/Wo Videx, Norvir - 200/l




KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische . ) CD4-
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast Zellen
. . Mund- Fluconazol )
26-17 07.10.1996 100 keine - Klon 5d 0,09 0,09 nein trockenheit 100 mg/Wo Videx 210.000 cop/ml -
4 i _ : Mund- Fluconazol o
26-18 19.11.1996 10 keine - Klon 5g 0,5 </= 0,125 nein trockenheit 100 mg/Wo Epivir - 155/ul
26-19 | 03.03.1997 10 keine - Klon 5d 0,5 </=0,125 nein keine keine V'O:ﬁci,rgs(lewr, 250 cop/ml 155/ul
26-21 | 02.05.1997 10 keine - Klon 5¢ 0,39 0,39 nein keine keine V'O\'ﬁi‘é CEeF:)';"r' - 2.4. 165/l
26-22 | 28.05.1997 10 keine - Kion 5h 05 </=0,125 nein keine keine V"iﬁfé’\i‘gz"“ < Messbereich -
26-23 23.07.1997 100 keine - Klon 5h 1 0,5 nein keine keine keine - 234/ul
26-24 | 11.08.1997 10° keine ; Klon 5h 1 </= 0,125 nein keine keine V“{ﬁfé‘;‘;’:’ " 140.000 cop/ml -
3 ) : : Fluconazol Videx, Epivir,
26-25 17.09.1997 10 C. krusei - Klon 5h 0,39 0,09 nein keine 2x100 mg/Wo Hivid - 221/l
23 . . . Fluconazol Videx, Epivir,
26-26 22.10.1997 10 keine - Klon 5h 0,39 0,39 nein keine 2x100 mg/Wo Viracept - 113/ul
. . . . Fluconazol Videx, Epivir,
26-27 19.11.1997 100 keine - Klon 5j 1,56 0,39 nein keine 2x100 Mg/Wo Viracept < 400 cop/ml 359/ul
- . . Fluconazol Videx, Epivir,
26-28 17.12.1997 100 S. cerevisiae 30 Klon 5h 0,39 0,39 nein keine 2x100 mMg/Wo Viracept - 350/l
2629 | 14.01.1008 | 10*° | s.cerevisiae 102 Klon 5h 1,56 1,56 nein keine Fluconazol Videx, Epivir, < Messbereich 405/l
2x100 mg/Wo Viracept
26-30 | 02.04.1998 10* keine - Klon 5¢ 0,39 0,39 Stippchen keine keine V"ﬂﬁfé;%;"“ 130.000 cop/ml 315/l
Videx, Epivir,
26-31 13.05.1998 100 keine - Klon 5h 0,39 0,09 nein keine keine Viracept, 103.175 cop/ml 234/l
Fortovase
: : ; Fluconazol Epivir, Viramune, ) )
26-32 25.08.1998 10 keine - - 0,39 0,39 nein keine 2x100 mg/Wo Viracept
26-33 | 14.04.1998 - keine - Klon 5h - nein keine - Epivir, Viramune, ; ;
Viracept
26-34 22.09.1998 10 keine - - 0,39 0,09 nein keine - keine - -
26-35 30.09.1998 50 keine - Klon 5d 1,56 0,39 nein keine - Epivir - -
26-36 27.10.1998 10 keine - Klon 2aa 0,39 0,09 nein keine - Epivir 190.000 cop/ml -
Fluconazol
26-37 17.11.1998 10 keine - Klon 2aa 0,39 0,09 nein keine 100 mg/Tag Epivir - 206/l
fur 7 Tage
26-38 | 08.12.1998 100 keine - Klon 5d 0,39 0,39 nein keine keine V'dem:‘c’i'rrase' - -
. . . Fluconazol Videx, Invirase,
26-39 12.01.1999 10 keine - Klon 5d 0,39 0,39 nein keine 2x100 mg/Wo Norvir 180.000 cop/ml 311/l
26-40 16.02.1999 10 keine - - 0,39 0,39 nein keine keine keine - 374/l
26-41 | 23.02.1999 | 10 keine - . 0,39 1,56 nein keine keine Videx, Invirase, - -

Norvir




Tabelle 39.Patient 27

Probe Datum léBEl/J ngl Mischkultur Mlgfhi/unl]tlu r Cd25 M'?p';'/';!lf)co I\?quljnlqtlga Soor Symptome my.lk.ﬁfgsicehe HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
27-1 | 19.12.1994 100 keine - - 0,19 0,39 nein keine keine Retrovir - -
27-2 | 16.01.1995 10 C. albicans 10 Klon 1c 1 0,5 nein keine keine Retrovir - 305/l
27-4 | 19.06.1995 100 C. krusei 20 Klon 5k 0,25 </= 0,125 | nein keine keine Retrovir - 331/l
27-5 11.01.1996 10 keine - Klon 1b 1 0,25 nein keine keine Retrovir - 268/ul
276 | 11.04.1996 | 20 keine ; Klon 1b - ; nein |  Schiuckbeschwerden, keine Retrovir ; 230/l

Enanthem Rachen
27-7 | 13.06.1996 10 keine - Klon 1b 0,5 </=0,125 | nein keine keine Retrovir, Hivid 72.000 cop/ml 296/ul
27-8 18.02.1997 100 C. tropicalis 100 Klon 1b - - nein keine keine Epivir, Retrovir < Messbereich 254/ul
27-9 | 19.11.1997 10 C. tropicalis 10 Klon 1b 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan | 6.8. <800 cop/ml 260/ul

27-10 | 17.12.1997 20 C. tropicalis 40 Klon 5k 0,39 0,39 nein retrostse(r)r?glfg(]:i%erzen keine Retrovir, Epivir, Crixivan | < 800 cop/ml 348/l
27-11 | 12.02.981 10 keine - Klon 5I 0,09 1,56 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - 458/l
27-12 | 12.02.98 11 - keine - Klon 5k - - nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
27-13 | 12.02.98 Il - keine - Klon 1b - - nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
27-14 | 14.04.98 1 10 keine - Klon 1b 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan < 800 cop/ml 289/ul
27-15 | 14.04.98 1 - keine - Klon 1c - - nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
27-16 15.07.98 | 10 keine - Klon 5k 0,09 0,39 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan < 800 cop/ml 429/l
27-17 | 15.07.98 11 - keine - Klon 1b - - nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - -
27-18 | 20.01.1999 10 keine - Klon 1b 0,39 0,039 nein keine keine Retrovir, Epivir, Crixivan - 322/l
27-19 | 20.07.1999 - keine - Klon 5 0,25 </=0,125 | nein keine keine Epivﬁfg(i)r\g;ﬁune < 500 cop/ml 200/pl
27-20 | 12.11.1999 10 keine - Klon 5k 0,5 </=0,125 | nein keine keine Combivir, Viramune 420 cop/ml 267/ul
27-21 | 03.02.2000 100 C. tropicalis 100 Klon 5k 0,25 </= 0,125 | nein keine keine Combivir, Viramune 400 cop/ml 113/ul
27-22 | 23.07.2001 10 keine - Klon 5k 0,09 0,09 nein keine keine Combivir, Kaletra 96 cop/ml 376/ul
27-23 | 15.10.2001 10 keine - Klon 5k 0,25 </= 0,125 | nein Sodbrennen keine Combivir, Kaletra < 50 cop/ml 310/l

Tabelle 40.Patient 28

Probe Datum 'éBEl/JrSI Mischkultur Migfhi/lTltlur Cd25 MZE;;LT)CO '\?Eg‘jr#ﬁ;a Soor Symptome my_llfﬁlé)r%i;icehe HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
28-3a | 19.12.1993 - keine - Klon 6e - - bisher nicht keine bisher keine Retrovir, Hivid - 7.1. 350/ul
28-8 27.06.1994 10* C. glabrata Rasen Klon 6h 0,25 </=0,125 nein keine keine Retrovir, Hivid - 198/ul
28-9a | 25.07.1994 Rasen CC:: glz?g::g’ Rasen Klon 6d 0,5 </=0,125 nein keine keine Retrovir, Hivid - 289/ul
28-14 | 12.06.1995 10° C. glabrata 10* Klon 6c - - nein keine keine Retrovir, Hivid - 10.4. 224/ul
28-15 | 16.10.1995 10° C. glabrata 10° Klon 6c - - nein keine keine Retrovir, Hivid 06/96 < Messbereich 173/pl




Tabelle 41.Patientin 29

KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco MHK-Itra mykologische g ; ' )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/mi) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
201 | 24.01.1995 . keine . Klon 2m 0,25 </=0125 | nein keine Amphotericin B 24m/d, keine - -
Fluconazol 150 mg/Tag
29-2 02.07.1998 - - - Klon 2m 0,25 </=0,125 nein keine - - - -
Tabelle 42.Patient 31
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische g ; . B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) | Viruslast CD4-Zellen
31-1 | 03.04.1995 10** C. glabrata 10° - - - bisher nicht leichtes Enanthem keine keine - 13.3. 470/l
Tabelle 43.Patient 33
KBE/ml . KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische g . . )
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/mi) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
331 | 21.09.1995 | 10° C'Cgmfg?' 10° Klon 2n 0,09 0,39 nein keine keine Retrovir - 161/pl
33-3 01.02.1996 10° C. glabrata 10° Klon 2n </=0,125 </=0,125 nein keine keine Retrovir - 18.1. 136/l
33-5 18.07.1996 10* C. glabrata 10° Klon 2n 0,39 0,09 nein keine keine Retrovir 13.6. 10.000 cop/ml 206/ul
3 3 Soor . Fluconazol - .
33-7 22.10.1996 10 C. glabrata 10 Klon 2y 0,09 0,39 Mundwinkel keine 100 mg/Tag Epivir, Retrovir 24.9. 120.000 cop/ml 24.9. 174/pl
33-8 | 06.02.1997 | 10* C. glabrata 10° Klon 2n 0,09 0,39 nein keine keine Re"l‘r’]‘\’/'irré\s/;dex' 16.000 cop/ml 178/l
Tabelle 44.Patient 38
KBE/ml : KBE/ml MHK-Fluco | MHK-Itra mykologische . ; . B
Probe Datum C. dub. Mischkultur Mischkultur Cd25 (ug/ml) (ug/ml) Soor Symptome Therapie HIV-Therapie (®) Viruslast CD4-Zellen
38-2 13.10.1998 100 C. glabrata 10 Klon 6a 6,25 0,39 nein Mundtrockenheit keine(vortherapiert) Zerit, Epivir 25.8. 1.900 cop/ml 804/ul
38-3 17.02.1999 100 C. glabrata 10 Klon 6f 6,25 1,56 nein keine keine Zerit, Videx, Viracept - -
38-4 | 11.03.1999 10%° C. glabrata 20 Klon 6b 0,39 1,56 nein keine keine Pause - -
38-5 | 26.03.1999 | Rasen C. glabrata Rasen Klon 6f 6,25 6,25 nein keine keine Epivir - 193/ul
38-8 | 29.04.1999 | Rasen ¢. glat_)rata, Rasen Klon 6a 1 </=0,125 | nein keine keine Epivir - -
C. albicans
38-9 | 11.05.1999 10° C. glabrata 10° Klon 6a 0,5 </= 0,125 | nein keine keine Epivir - -
38-10 | 22.06.1999 10° C. glabrata 10?3 Klon 6a 1 0,5 nein keine keine Epivir - -
38-11 | 13.07.1999 | 10*® C. glabrata 100 Klon 6a 0,5 </=0,125 | nein keine keine Zerit, Videx, . 787/l
Viracept, Epivir
C. glabrata, _ . . . Zerit, Videx, )
38-12 | 05.11.1999 100 Geotrichum Sp. 100 Klon 6a 0,5 </=0,125 | nein keine keine Viracept, Epivir 548/l
38-13 | 10.03.2000 | Rasen C. glabrata Rasen Klon 6a 0,09 0,39 nein Mundtrockenheit keine Zerit, Videx, No_rv_lr, - 504/ul
Agenerase, Epivir
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