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1. Einleitung

Allgemein

In den letzten zwei Dekaden ist es zu einem Anstieg systemischer Pilzinfektionen beim
Menschen gekommen {1,2}. Hauptursachen hierfir sind in der Zunahme an Patienten
mit einer angeborenen oder erworbenenen Stérung ihrer Abwehrfunktion zu sehen, wie
zum Beispiel HIV-, onkologische oder organtransplantierte Patienten, ebenso
Patienten, die sich einer Hochdosischemotherapie unterziehen. Weiterhin treten
Candida-Infektionen bei Patienten mit Wundinfektionen, chronischem Nierenversagen,
Magentumoren, Verbrennungen dritten Grades, Leberzirrhose, intrakraniellen
Blutungen, Tuberkulose-Meningitis und verstarkt bei unreifen Frihgeborenen mit
niedrigem Geburtsgewicht auf {3,4,5,6,7,8,9,10}. Diese Zunahme der Pilzinfektionen
brachten Mathaba et al. {1} in Zusammenhang mit dem Einsatz von Breitspektrum-
Antibiotika oder zytotoxischen und immunsuppressiven Medikamenten. Kossoff et al.
{11} sahen einen Anstieg der Candiddmie-Rate zwischen 1981 bis 1995 um das mehr
als 11fache. Laut Santos et al. {12} sind 15% der Infektionen durch Candida-Spezies
verursacht. Zwischen 1986 und 1990 wurden Candida-Spezies als sechsthaufigste
Pathogene in einer krankenhausweiten Ubersicht ermittelt {13}. Unter nosokomialen
Infektionen rangierten sie sogar auf dem vierten Platz und verursachten 10,2% der
Septikdmien und 2,5% aller Urogenitaltraki-Infektionen. Die Candidiasis reprasentiert
die haufigste nosokomiale Pilzinfektion bei Immunsupprimierten, dicht gefolgt von
invasiven Aspergillosen {13}. Begunstigende Faktoren zur Entstehung von
systemischen Candida-Infektionen bei Friihgeborenen stellen vor allem die extreme
Unreife der Organfunktionen und das niedrige Geburtsgewicht dar. Hinzu kommt die
noch insuffiziente Granulozytenfunktion, die sich in einer unzureichenden
Granulozytenanzahl, Chemotaxis und Phagozytoseféhigkeit zeigt, ebenso wie eine
ineffektive T-Zell-Abwehr {8,14,15}. Die Uberwiegende Mehrheit der humanen
Pilzinfektionen wird von C. albicans {2}, einem opportunistischem Pathogen {16}, der
als Kommensale in der Mundflora und im Verdauungs- bzw. Vaginaltrakt des
menschlichen Organismus zu finden ist {16,17}, verursacht. Je nach Patientengut und
Immunstatus der Patienten werden zunehmend andere Vertreter der Candida-Spezies
als Verursacher von Pilzinfektionen genannt. Hierzu zahlen C. glabrata, C. tropicalis,
C. guilliermondii und C. krusei {3,14,18,19, 20,21,22,23}. So steigt die Anzahl der
Candidiasis, die durch C. parapsilosis verursacht werden vor allem bei Friihgeborenen



{11,24} stark an, meist im Zusammenhang mit langen Liegezeiten von zentralen
Venenkathetern {25}. Bei immunkompetenten Patienten stellen Candida-Spezies keine
Gefahr fur die Gesundheit des Patienten dar, da humorale und zellulare Abwehr ein
Gegengewicht bilden. Gerat dieses System aus dem Gleichgewicht, kommt es zum
verstarkten Ausbruch von Infektionen mit opportunistischen Erregern. Gerade
Frihgeborene weisen aufgrund ihrer Unreife eine unzureichende Immunkompetenz auf
und besitzen somit nicht die Fahigkeit spezifisch, auf verschiedene Antigene zu
reagieren {26}. Durch die Zunahme der Inzidenz von Candida-Infektionen wurden
zahlreiche Untersuchungen und Studien zur Erforschung der Biologie, der
Pathogenitdtsmechanismen, der Virulenzfaktoren und der Entwicklung von
Resistenzmechanismen dieser Spezies angestrengt. Da die Vertreter der Candida-
Spezies in zunehmenden MaBe resistent gegen Antimykotika werden {27,28}, steht
das Interesse an der Entstehung der Resistenzen und die damit verbundene
Entwicklung neuer Medikamente im Zentrum vieler Untersuchungen. Des weiteren
fehlen immer noch allgemein standardisierte, einfache und schnell reproduzierbare
Techniken zur Identifizierung von Candida-Spezies bei invasiven Infektionen bereits in
der Frihphase der Erkrankung, um gezielt therapeutisch intervenieren zu kénnen, und

somit auch der steigenden Resistenzentwicklung entgegen zu wirken.

Ziel der Arbeit

Ziel dieser Studie war es, einen moglichst reprasentativen Querschnitt der
Kolonisationsrate mit Pilzen bei Risikofriihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
< 15009 und einem Lebensalter < 28 Tagen auf Bundesebene am vorgesehen Stichtag
(29.05.2001) zu erheben. Weiterhin sollten Beziehungen zwischen den Kolonisations-
und Infektionsraten und ein Zusammenhang mit mdglichen Risikofaktoren flr eine
Kolonisation untersucht werden. Ebenso standen die Informationsgewinnung
hinsichtlich der antimikrobiellen Empfindlichkeit der isolierten Erreger und eine
Korrelation dieser Befunde mit dem Einsatz antimykotischer Substanzen im Zentrum
dieser Arbeit. Eine anschlieBende molekulare Typisierung sollte AufschluB Ctber
eventuell lokal vorherrschende Genotypen, bzw. Uber das Vorliegen eines
geographischen Verteilungsmusters bringen. SchlieBlich sollten die Ergebnisse der
Erhebung eine Grundlage zur Entwicklung einheitlicher Préaventions- bzw.
Therapiestandards schaffen.



Den Hintergrund zu dieser Erhebung bildete die zwischen 1998 und 1999
durchgefihrte ESPED-Studie (Erhebungseinheit fir seltene padiatrische Erkrankungen
in Deutschland) {64}, in welcher die Epidemiologie systemischer neonataler
Pilzinfektionen in Deutschland innerhalb dieses Zeitraumes beschrieben wurde {142}.
Anhand standardisierter Erhebungsbdgen wurden alle Patientenfalle hinsichtlich
Morbiditat, Mortalitdt und angewandter antimykotischer Therapieschemata analysiert.
Als Ergebnisse wurden auch in dieser Arbeit zuvor teilweise genannte Risikofaktoren
zur Entstehung von Pilzinfektionen gefunden: Unter anderem wurden Faktoren wie
niedriges Geburtsgewicht, geringes Gestationsalter oder die Verabreichung von
Lipidemulsionen genannt. Der am haufigsten isolierte Pilz erwies sich mit 67% als C.
albicans, neben 23,3% non-albicans Candida-Isolaten. Ebenso wurden verschiedene
Parameter darauf geprift, ob sie zur sicheren Identifikation von systemischen
Pilzinfektionen einzusetzen seien. Letztlich erwies sich nur der Parameter
»1hrombozythopenie“ als signifikant {52,64}. Allerdings wurden auch in dieser Arbeit
keine  epidemiologischen Daten zur Kolonisationsrate mit  Pilzen  bei
Risikofrihgeborenen in Deutschland erhoben.

In mehreren Arbeiten mit verschiedenen Studiendesigns standen bisher oft
Untersuchungen zur Atiologie oder Epidemiologie von Candida-Infektionen bei
Frihgeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht im Vordergrund. Hierzu kontrér
beschrankten sich andere Studien in vielen Féllen allein auf molekularbiologische
Untersuchungen, teilweise noch in Kombination mit Testung der antimykotischen
Empfindlichkeit, der Candida-Isolate. So untersuchten beispielsweise Ruiz-Diez et al.
{65} 36 Isolate von neun Frihgeborenen, die im Zusammenhang mit
Langzeitbesiedelung und Katheter-assoziierten Infektionen standen, mittels molekular-
biologischen Verfahren auf ihre Verwandtschaft. In einigen Fallen wurden auch
epidemiologische und molekularbiologische Methoden kombiniert, wie zum Beispiel bei
Krcmery et al. {66}, die Untersuchungen zur Atiologie, antimykotischen Empfindlichkeit,
Risikofaktoren und ,Outcome® von Fungdmien kombinierten. Ein Mangel vieler Studien
liegt in der geringen Patientenzahl. Zwar ist aufgrund von Fertilititsbehandlungen ein
Anstieg bei Mehrlingsgeburten, und aufgrund der modernen Intensivmedizin ein
Anstieg der Frihgeborenen mit einem geringen Geburtsgewicht zu verzeichnen,
allerdings stellen diese immer noch ein relativ kleines Patientenkollektiv dar. Diese
Arbeit soll als Kombination von epidemiologischen und molekularbiologischen
Erhebungen, anhand eines reprasentativen Patientenkollektivs, Licken versuchen zu

fallen, die hinsichtlich der Kolonisations- und Infektionsraten, Risikofaktoren,



antimykotischer Empfindlichkeitstestungen und genotypischer Aufschliisselung
bestehen.

Biologie

Durch Candida-Spezies hervorgerufene Infektionen werden allgemein als Candidiasis,
Candidose oder Candida-Mykosen bezeichnet. Je nach befallenem Organsystem kann
es zum Beispiel zu einer Vaginal- oder Urogenital-Candidiasis kommen. C. albicans ist
eine dimorphe Hefe. Die Blastosporen filhren zu typischen Sprossungen von
Hefezellen, Uber welche die Adhasion an epitheliale Barrieren bewirkt wird.
Pseudohyphen hingegen, eine Art Pseudomyzel, sind meistens bei invasiven
Infektionen des tiefen Gewebes zu finden. Aufgrund dieser Lebensformen kénnen
Candida-Spezies als Verursacher von oberflachlichen, tiefen und disseminierten
Infektionen auftreten {29}. C. albicans-Stamme sind diploide und heterozygote
Organismen, die keine Plasmide besitzen. Trotz des Verlustes der sexuellen
Fortpflanzung wird durch mitotische Rekombinationen, Rearrangements auf
Chromosomenebene und Mutationen eine hohe phanotypische Variabilitat erzeugt, die
sich in Unterschieden in der Koloniemorphologie, der Zellhille, der oberflachlichen
Permeabilitat und der antimykotischen Empfindlichkeit &uBert {10}. Nur C. albicans, C.
stellatoidea und C. dubliniensis besitzen unter halbaeroben Bedingungen die Fahigkeit
Chlamydosporen, Sprosszellen mit einer widerstandsféahigen Zellwand, zu bilden.
Lediglich in Ausnahmeféllen wurde dies auch bei anderen Candida-Spezies
beobachtet {30}.

Risikofaktoren der Pilzinfektionen bei Friihgeborenen

Durch zahlreiche Studien wurde in den letzten Jahren versucht, unterschiedliche
Risikofaktoren und Mechanismen bei der Entstehung von Candida-Infektionen zu
erforschen, um die Uberlebenschancen mit effektiven Therapien oder Prophylaxen zu
verbessern. Hierbei stehen vor allem Probleme, die aufgrund der Frihgeburtlichkeit der
Patienten eine Rolle spielen, im Fokus. Mit sinkendem Gestationsalter und
Geburtsgewicht haben Frihgeborene ein erhdéhtes Risiko, an einer systemischen
Pilzinfektion zu erkranken {14,23}. Ein groBes Problem stellen hier die unreifen
Organsysteme dar, die zu einer Vielzahl von akuten und chronischen Erkrankungen

fihren kénnen {31}. Die unvollkommene anatomische Hautbarriere bietet nur einen



geringen Widerstand fur Hefepilze, weshalb die Entstehung einer Dermatitis oder die
Einwanderung in die Blutbahn {32,51} begunstigt wird. Durch den zunehmenden
Wasserverlust steigt zudem das Infektionsrisiko zusétzlich an {33}. In einer Studie von
Moro et al. {34} traten acht Félle einer systemischen Candidiasis bei Friihgeborenen,
die alle parenteral erndhrt wurden, auf. Bei allen enteral erndhrten Patienten hingegen
trat in keinem Fall eine systemische Infektion auf. Neben der Lungenunreife (Surfactant
wird erst ab der 35. SSW in ausreichender Menge produziert) mit einer daraus
resultierenden Langzeit-Intubation und einem unzureichend entwickelten und
funktionsuntiichtigen  Gastrointestinaltrakt  (verbunden mit einer chronischen
Malnutrition {33} und der Gefahr einer nekrotisierenden Enterokolitis) begtinstigen auch
eine angeborene Immundefizienz  (verminderte  T-Zell-/  Neutrophilen- u.
Granulozytenzahl, bzw. Funktionsminderung derselben), Lungenmakrophagen mit
verminderter Anti-Candida-Aktivitat, HIV, septische Granulomatose oder ein langer
Krankenhausaufenthalt, {7,35} die Entstehung von Candida-Infektionen. Des weiteren
wurden in diesem Zusammenhang als weitere Risikofakioren die Breitspektrum-
Antibiotika-Behandlung, parenterale Steroid-Therapie, ein APGAR-Index < 5,
Verabreichung von  H,-Rezeptor-Blocker, DIC  (disseminierte intravasale
Coagulopathie), generell Schocksituationen, eine Hospitalisationsdauer > 7 Tage auf
einer Intensivstation, multiple Organfunktionsstérungen, Verwendung von Inkubatoren
und das Vorhandensein von intravendsen peripheren oder zentralvendsen Zugangen
haufig genannt {6,7,8,18,34,36,37,38,39,40,41,42,45,46,47,48}. Unreife Friihgeborene
leiden vermehrt unter Apnoen, ebenso an Hypothermie und Hypoglykdmie, und es
kann zur Entwicklung einer CLD (chronic lung disease) kommen. AuBerdem besteht
die Gefahr einer Frihgeborenen-Retinopathie und Taubheit, der psychomotorischen
Retardierung und von neurologischen Schaden {31}. Zusatzlich kann bei einer
Vaginalgeburt der Geburtskanal mit Keimen besiedelt sein, die sowohl fir Frih-, als
auch fur Termingeborene ein erhdhtes Risiko fur eine spatere Erkrankung darstellt
{3,7}. Mit diesen mdglichen Komplikationen und Folgeerkrankungen sehen sich die
noch nicht immunkompetenten Frihgeborenen und immunsupprimierten Patienten

konfrontiert, und tragen zu einer Férderung der Infektionsdisposition bei.

Manifestationen von Candida-Infektionen bei Friihgeborenen

Drei wichtige Syndrome stehen hier im Vordergrund: Die kongenitale Candidiasis,
katheter-assoziierte Fungadmie und die systemische Candidiasis mit multiplen



Organbeteiligungen bei Frihgeborenen {3}, auf welcher unser Hauptaugenmerk liegt.
Beide zuletzt genannten Manifestationen sind Vertreter nosokomialer bzw. horizontaler
Infektionen. Die systemische Candidiasis bei Frihgeborenen weist die hdchsten
Zahlen fur Morbiditat und Mortalitdt auf {43,44}. Die Studie von Baley et al. {43}
befasste sich gezielt mit der Besiedelung durch pilzliche Erreger bei Frihgeborenen
und dem Risiko im Verlauf eine systemische Pilzinfektion zu entwickeln. Generell rufen
Infektionen mit Candida-Spezies die unterschiedlichsten Manifestationen hervor.
Neben den allgemeinen Syndromen, die durch Candida-Spezies verursacht werden,
gibt es zahlreiche organspezifische Manifestationen und Erkrankungen. Diese stehen
typischerweise im Zusammenhang mit einer Vielzahl von pradisponierenden Faktoren
{29}. Mittlerweile wurde in zahlreichen Studien, allen voran die NEMIS-Studie (National
epidemiology of mycoses survey) von Rangel-Frausto et al. {18}, eine groBe Anzahl
dieser moglichen Risikofaktoren identifiziert, auf welche ausfihrlichst im
vorangegangenen Kapitel eingegangen wurde. Lokal manifestieren sich Candida-
Infektionen in Form von schweren Dermatitiden um den Nabel oder um die Eintrittstelle
des intravasalen Katheters. Ebenso haben viele unreife Friihgeborene einen Mundsoor
{57}. Die Candida-Dermatitis {49,50}, als invasive Pilz-Dermatitis tritt bei 5,9% auf, und
auBert sich in Form von erosiven krustigen Lasionen. Sie ist mit einer hohen Rate an
darauffolgenden systemischen Pilzinfektionen verbunden und oftmals mit einer
Vaginalgeburt, Kortikosteroidtherapie oder einer Hyperglykdmie assoziiert {49}. Einen
schwerwiegenden Verlauf stellt die kongenitale Candidiasis dar, die innerhalb von
Stunden nach der Geburt auftritt, und auf eine intrauterine Exposition der
Frihgeborenen mit Candida-Spezies der vaginal besiedelten Mutter zurlckzufiihren ist
{29}. Laut Saiman et al. {14} stellt die Katheter-assoziierte Fungéamie die haufigste
Manifestation mit Candida-Spezies dar. Sie bestatigt aber auch das Auftreten von
Meningitis, Nieren-, Milz- und Leberabszessen, Endophthalmitis, Osteomyelitis und
invasiver Dermatitis. Die Fungamie tritt meist im mittleren Alter von 30 Tagen auf und
auBert sich in positiven Blutkulturen, ein Organbefall hingegen besteht nur selten.
Therapeutisch stehen die Entfernung der Katheter und eine Behandlung mit
Antimykotika, z.B. Amphotericin B im Vordergrund {29}. Im Gegensatz hierzu ist bei
der systemischen Candidiasis, einer Sepsis entsprechend, der Organbefall obligat {29}.
Weitere  beschriebene  Manifestationen  systemischer  Pilzinfektionen  sind
Urogenitaltrakt-Infektionen {20}, Endophthalmitiden {52} und Retinopathien {53}. Die
Symptome einer systemischen Candida-Infektion sind gréBtenteils sehr unspezifisch

und ahneln oft denen einer bakteriellen Infektion {52}. In 70% der Félle imponiert die



Verschlechterung der Atmung bis hin zur Apnoe {18,35,40,52,54,55,56}. Weiterhin
fallen die Temperaturinstabilitdt, gebldhtes Abdomen, Carbohydrat-Intoleranz, und
Lethargie der Friihgeborenen auf {35,40,55,56}. Ebenso kann eine Thrombozytopenie
auftreten {52}.

Ubertragungsweqge

Die Mdglichkeit des Erwerbs verschiedener pilzlicher Erreger kann Gber zwei Wege
erfolgen: Ubertréagt eine besiedelte Mutter {58} ihren Keim auf ihr Kind spricht man von
einer vertikalen Ubertragung, erfolgt die Besiedlung tber die Umwelt, am haufigsten
nosokomial im Krankenhaus, z.B. tber die Hande von Schwestern und Arzten, ist von
einer horizontalen Ubertragung die Rede {52,57}. Ebenso spricht man hier von einer
nosokomialen bzw. exogenen Infektion oder einer Kreuzkontamination, welche z.B.
mittels eines Vektors, wie Hande des Personals {18} oder der Eltern, oder unbelebte
Objekte erfolgt {7,21,57,59}. Andere Mdoglichkeiten der horizontalen Transmission
stehen im Zusammenhang mit zentralen Venenkathetern, endotrachealen Tuben
{38,60,61}, kontaminierten i.v.-Infusionen {42}, parenteraler Erndhrung {34,38,42} und
Augenlésungen {62}. Ebenso kdénnen kontaminierte Hyperalimentationslésungen,
flissiges Glycerin (Suppositorien) oder die intravasale Druckmessung als gemeinsame
Quelle dienen, wobei dies eher seltener der Fall ist {7,37}. Allerdings kann die Infektion
auch endogener Herkunft sein, da einige Candida-Spezies auch natdrlich im
Gastrointestinaltrakt vorkommen und bei schlechter Abwehrlage des Patienten als
pathogene Keime fungieren {52}. Faix et al. {63} sehen die vertikale Transmission als
haufigsten Modus des Erwerbs von C. albicans an und bemerken, dass hieraus meist

eine Langzeitbesiedlung mit diesem Keim resultiert.

2. Material und Methoden

2.1. Studiendurchfiihrung

a. Zur Durchfihrung der geplanten bundesweiten Studie zur Kolonisation mit
Pilzen bei Risikofriihgeborenen mit einem Geburtsgewicht < 1500g und einem

Lebensalter < 28 Tagen wurde ein Studienprotokoll mit Formblattern (1-4),



Einverstéandniserklarung der Eltern und einer Elterninformation (s. Anlage)
entworfen. Samtliche Unterlagen wurden der Ethikkommission der Universitat
zur Beurteilung vorgelegt. Die Studienzentrale wurde unter der Leitung von
PD Dr. med. Frank-Michael C. Miiller in der Universitats-Kinderklinik der Julius-
Maximilian-Universitat Wirzburg, Josef-Schneider-Str. 2, in 97080 Wirzburg
eingerichtet. Die  Speziesidentifikation und -differenzierung wurde
freundlicherweise durch das Institut fir Hygiene und Mikrobiologie unter Leitung
von Frau PD Dr. M. Abele-Horn und Herrn Prof. Dr. M. Frosch durchgefuhrt.
Zunachst wurden Kinderkliniken und neonatologische Zentren im gesamten
Bundesgebiet angeschrieben, um d{ber den Studienablauf und -ziele zu
informieren. Im Anschreiben enthalten war ein Fragebogen Uber allgemeine
Angaben zur Klinik (Betreuung von intensivpflichtigen Frih-/ Neugeborenen,
Bettenanzahl), Angaben zur prophylaktischen Antimykotika-Gabe und Uber die
Teilnahme an der Studie (siehe Anhang).

Nach Erhalt des ausgefiilliten Fragebogens, in welchem die Teilnahme an der
Studie bekundet wurde, erfolgte die Ubersendung der zur Studiendurchfiihrung
bendtigten Unterlagen. Diese setzten sich zusammen aus einem Anschreiben
mit allgemeinen Hinweisen zur Durchfiihrung am Stichtag (29.05.2001),
Prifplan  (Einschlusskriterien, genauer Studienablauf), Elterninformation,
Einverstandniserklarung, Formblatter 1-4, Beflrwortung der Studie durch die
Ethikkommission.

Um eine moglichst hohe Ricklaufquote zu erhalten, wurden alle teilnehmenden
Kliniken eine Woche, bzw. tags zuvor erneut an den Stichtag per Fax erinnert.

. Am festgesetzten Stichtag sollten bei allen Patienten, die die Studienkriterien
(Lebensalter < 28 Tage, Geburtsgewicht < 1500qg) erflllten, Abstriche
entnommen werden (rektal und Rachen, bei beatmeten Patienten:
Trachealsekret). Die Proben wurden von der jeweiligen Klinik mit einer
individuellen Patientennummer versehen (z.B. Patienteninitialen,
Nummerierung, Klinikinitialen), welche unbedingt im Formblatt 1
(Patientenregister) vermerkt wurden, um eine spatere ldentifizierung fir das
Follow-up zu erméglichen. Das Formblatt 1 verblieb bei der jeweils
einsendenden Klinik. Im Formblatt 2 (Patientendaten) wurden alle Angaben
(Geburtstag, Geburtsmodus, bisherige Medikation, etc.) individuell zu jedem im
Formblatt 1 registrierten Patienten dokumentiert. Noch am selben Tag wurden

die Proben mit dem Formblatt 2 an die zentrale Studienleitung versandt.



Nach Ankunft der Proben in der Studienzentrale wurden diese sofort mit einer
Studiennummer versehen, um die individuelle Zuordnung der Proben zum
Patient zu gewahrleisten. Diese wurde zusammen mit einem Kurzel flr den
Abstrichort der Probe (a = anal, r = Rachen, t = Trachealsekret) auf dem
mitgeschickien Formblatt 2 zum jeweiligen Patienten notiert. Die Vergabe der
Studiennummer erfolgte flr jedes Abstrichréhrchen, so dass ein Patient
mindestens zwei Studiennummern erhielt (z.B. Studiennummer 20 a/ 21 r). Die
Proben verblieben zur Speziesidentifikation im Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie der Universitat Wirzburg (Direktor: Prof. Dr. M. Frosch). Die
Auswertung der Daten des Formblatts 2 erfolgte (ber die Eingabe in eine
Microsoft Access Datenbank.

Nach der Speziesidentifikation wurden die Proben im Molekularbiologischen
Labor der Universitatskinderklinik auf ihre Antimykotika-Empfindlichkeit getestet
und die Isolate molekularbiologisch typisiert.

Nach 60 Tagen (30.7.2001) wurden die Patientenakten bezlglich eines
,Outcome” und Auftreten einer systemischen Pilzinfektion untersucht. Hierzu
erfolgte eine nochmalige Versendung der Formblatter 3 und 4 (,Follow up®,
Bogen zur Erfassung systemischer Pilzinfektionen) per Fax.

Am Tag des Follow-up wurden die Daten, der im Formblatt 1 (Patientenregister)
vermerkten Patienten, im Formblatt 3 notiert (verstorben, entlassen, noch
hospitalisiert). Ebenso war das Auftreten einer systemischen Pilzinfektion zu
vermerken. Bei Diagnose derselben war das Formblatt 4 zu vervollstandigen
(Patientennummer, isolierte Pilzspezies, Informationen Uber andere Kulturen,
medikamentdse Behandlung, etc.). Beide Formblatter wurden an die zentrale
Studienleitung versandt.

Die Datenbank wurde um die Informationen aus Formblatt 3 und 4, die den
entsprechenden Patienten zugeordnet wurde, erweitert.

Fehlende oder ungenaue Angaben auf den Formblattern wurden jeweils durch
telefonische Nachfrage erganzt.

Nach der Speziesidentifikation wurden die teilnehmenden Kliniken per Fax Gber
die Kolonisation ihrer Patienten informiert.

. Es erfolgte eine Auswertung der, in der umfassenden Datenbank,
gespeicherten Daten. Anhand wichtiger Fragestellungen wurden Selektionen in
der Datenbank durchgefihrt und die Ergebnisse graphisch in Excel-

Diagrammen und —Tabellen dargestellt.



n. Nach Auswertung aller statistischen Daten, Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration und Beendigung der molekularen Typisierung wurden alle
teilnehmenden Kliniken Uber Resistenzdaten und Ergebnisse informiert.

o. Die Ergebnisse wurden auf Tagungen der wissenschaftlichen
Fachgesellschaften vorgestellt und diskutiert.

2.2. Material

Stadmme

Alle klinischen Patientenisolate stammen aus Abstrichen bzw. Sekreten, die von den
teilnehmenden Kliniken am Stichtag mit einem Abstrichtupfer aus den vorgegebenen
Regionen (Anus, Rachen, Trachealsekret) entnommen wurden. Die
Speziesidentifizierung der Stdamme wurde durch das |Institut far Hygiene
vorgenommen. Nach Anzlchtung auf Sabouraud-Agar erfolgte die Differenzierung
mittels bunter Reihe und Morphologie auf Chromagar. Bei nicht eindeutiger Zuordnung
zu einer Spezies erfolgte eine Unterscheidung mittels einer biochemischen Reihe, dem
~<Analytischen Profil Index” (API-System). Anhand biochemischer Reaktionen wird dem
Isolat ein Profil zugeordnet, welches mit standardisierten und im ,Analytischen Profil

Index"” festgelegten Profilen verglichen wird.

Als Kontrollstdmme fir die Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration und bei der
molekularen Typisierung dienten Stdmme der American Type and Tissue Collection
(ATTC) und des Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS):

Stdmme Anzahl
ATTC 90028 C. albicans 1
ATTC 22013 C. parapsilosis 1
CBS 5901 C. lusitaniae 1
CBS 1909 C. guilliermondii 1
ATTC 90030 C. glabrata 1
ATTC 6258 C. krusei 1

Tabelle 1: Kontrollstdamme mit Herkunft und Identifikationsnummer
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2.3. Methoden

2.3.1. Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Um die Isolate auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Antimykotika zu testen, wurde ein
leicht modifiziertes Mikrodilutionsverfahren nach dem NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards {67} Standard angewandt. Abweichend zur NCCLS-
Norm wurde High Resolution-Medium (HR) verwendet. Zu einer antimykotischen
Verdlnnungsreihe wird eine Hefesuspension mit definierter Einsaat gegeben. Nach

Inkubation kann die minimale Hemmkonzentration ermittelt werden.

Herstellung der Medikamentenplatten

Zunachst erfolgt die Herstellung der Mikrotiterplatten mit den entsprechenden
Antimykotika. FUr jedes der Candida-Isolate wurde eine MHK fir Amphotericin B
(SIGMA, Deisenhofen), 5-Fluorocytosin (SIGMA, Deisenhofen), Fluconazol (Pfizer,
lllertissen) und ltraconazol (Janssen, Beerse, Belgien) bestimmt. Hierzu wurden zu
jedem Medikament Verdinnungsreihen mit bestimmten Konzentrationen angelegt:
Amphotericin B 0,03—16 pg/ml, 5-Fluorocytosin 0,03-32 pg/ml, Fluconazol 0,125-128
pg/ml, ltraconazol 0,083—4 pg/ml. Dabei erfolgte eine entsprechende Verdinnung
mittels HR-Medium. Zur Herstellung der Medikamentenplatte wurden je 100ul der
verschiedenen Konzentrationen in die Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiter-Platte
pipettiert. Als Wachstumskontrolle (K) dienten je 100ul HR-Medium. In die Reihen ,1-7¢
wurden die Suspensionen der zu testenden Candida-lsolate pipettiert. Bei jeder
Testung musste ein Kontrollstamm in der Reihe ,8“ mitgeflhrt werden. Beispiel einer
96-Well-Mikrotiter-Platte fir das Antimykotikum Fluconazol:
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Abb. 1: 96-Well-Mikrotiter-Platte

Die Medikamentenplatten wurden bei —20° C fir héchstens acht Monate gelagert.

Ansatz des HR-Medium

Um die Hefekolonien von den Agarplatten in eine Suspension zu Uberfihren, wurde
HR-Medium-fertig bendtigt. Dies setzte sich aus gleichen Anteilen von HR-Medium und
Phosphatpuffer zusammen.

Fir das HR-Medium wurde High-Resolution-Medium von Oxoid (Wesel) verwendet.
Zunachst wurden 16,87g HR-Pulversubstanz und 10 g Glucose in 450 ml destilliertem
H.0 geldést. Nach Zugabe von 1 g Asparagin, welches zuvor in 50 ml dH,0 gel6st
wurde, erfolgte die Sterilisation durch einen Vakuumfilter.

Die Inhaltsstoffe fir den Phosphat-Puffer wurden von Merck (Darmstadt) bezogen. Fur
den Puffer | wurden 35,6 g Na,HPO, x 2 H,0 in einem Liter dest. Wasser und flir den
Puffer Il 27,22 g KH,PO, in einem Liter dest. Wasser gelést. Dann wurden 720 ml der
Puffer | — Lésung und 280 ml der Puffer Il — Lésung vermengt. AnschlieBend wurde die
Lésung gemischt und autoklaviert.

Um nun HR-Medium-fertig zu erhalten, wurden jeweils das HR-Medium und der
Phosphatpuffer zu gleichen Teilen miteinander vermischt.
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Durchfiihrung der in vitro Antimykotika-Empfindlichkeitspriifung

Die Hefen wurden auf Sabouraud-Agar Uberimpft und bei 37°fur 48 h inkubiert. Fur die
Inokulation wurde je eine einzelne Hefekolonie in 1 ml HR-Medium gelést und
verdinnt. Hierzu wurde mittels einer geeichten Thoma-Zahlkammer (Marienfeld,
Lauda-Konigshofen) und einem zugehoérigen Deckglaschen unter dem Mikroskop die
ungefédhre Koloniezahl/ml bestimmt und dann entsprechend mit HR-Medium auf
Konzentrationen zwischen 1000 — 3000 CFU/ ml verdinnt.

Je 100 ul der Hefelésung wurden in die Vertiefungen der 96-Well-Mikrotiter-Platte des
jeweiligen Medikaments pipettiert. Hierdurch wurde erneut eine 1:1 Verdinnung und
somit eine Konzentration der Hefen von 500 — 1500 CFU/ ml erreicht.

Nach der Inokulation wurden die beimpften Medikamentenplatten erneut bei 37° fur
48h inkubiert.

Am Ende der Inkubationszeit erfolgte nach flanfmindtigem Schitteln der
Medikamentenplatte (dieser Schritt ist zum vollstdndigen Lésen der Hefen nétig) eine
Auswertung der Proben durch ein Photometer (Photometer: Tecan Sunrise, TECAN
Crailsheim, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 540 nm.

Far die Medikamente 5-Fluorocytosin, Fluconazol, und Itraconazol erfolgte die MHK-
Bestimmung photometrisch. Hiernach wurde der Wert, bei dem 50 % des Wachstums
gehemmt wurde, als MHK-Wert ermittelt. Das bedeutet, dass die Extinktion der zu
messenden Probe gegeniber der Kontrollextinktion weniger als 50 % betrug.
Wohingegen bei Amphotericin B eine visuelle MHK-Wert-Bestimmung erfolgte. Hierzu
wurde der Wert bestimmt, bei dem visuell kein Wachstum der Hefe mehr zu erkennen
war.

Um den endgultigen MHK-Wert festzulegen erfolgte eine Zweitbestimmung. Wichen
die ermittelten Werte nicht mehr als eine Konzentrationsstufe voneinander ab, wurde
entweder dieser eine Wert (bei Gbereinstimmenden Werten) oder der héhere (bei zwei
unterschiedlichen Werten) festgesetzt. Lagen die Werte bei der Drittbestimmung weiter
als eine Konzentrationsstufe voneinander entfernt wurde eine weitere

Kontrollbestimmung der MHK notwendig.
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2.3.2. Auswertung der MHK-Werte

. e empfindlich - . .
Medikament empfindlich __  intermediér resistent
dosisabhangig
5-Fluorocytosin <4 - 8-16 >32
Fluconazol <8 16-32 - >64
IAmphotericin B* <1 - - >1
ltraconazol <0,12 0,25-0,5 - >1

Tabelle 2: Einteilung des Empfindlichkeitsverhaltens
* bisher keine Breakpoints durch die NCCLS festgelegt

Aufgrund der MHK-Werte konnte den Isolaten ein Empfindlichkeitsverhalten
zugeordnet werden. Je nach MHK-Wert konnte eine Einteilung in die Gruppen
.empfindlich®, ,empfindlich-dosisabhangig®, ,intermediar‘ und ,resistent” erfolgen. Im
Ergebnisteil wurden die allgemeinen MHK-Werte zu ,MHK;q,“ (50% der Isolate liegen
Uber bzw. unter diesem MHK-Wert), ,MHKgp,“ (90% der pilzlichen Erreger liegen
unterhalb dieses MHK-Werts, nur 10% liegen hoher), ,range und ,Mittelwert”
zusammengefasst. Die Resistenzdaten verschiedener Stdmme wurden separat

zusammengestellt.

Molekulare Typisierung

2.3.3. Aligemein

In der Vergangenheit wurde anhand molekularbiologischer Methoden versucht die
genotypischen Eigenschaften, zunachst der Spezies C. albicans , spater auch der non-
albicans-Spezies, zu entschlisseln. Unterschiedlichste Verfahren kamen zum Einsatz,
denen je nach Methode, eine hohe oder geringe Diskriminierungspotenz zwischen den
einzelnen Spezies bzw. Isolaten zugeschrieben werden konnte. Vorraussetzungen fir
den Einsatz dieser Methoden sahen Reiss et al. {13} darin, dass derartige Techniken
sensitiv genug sein mussten, um zwischen epidemiologisch unverwandten Stammen
zu unterscheiden, generell fir jeden Stamm der jeweiligen Spezies anwendbar sein
sollten und zuletzt einfach in der Anwendung gut reproduzierbar, schnell und

kostenglinstig sein muissten {13,137,138}. In der heutigen Zeit werden diese
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Typisierungsverfahren neben der Ermittelung der genotypischen Charakteristika eines
Isolats, auch zur Lésung epidemiologischer Fragestellungen bei Candida-Infektionen
eingesetzt {65,68,69,70}. So verwendeten Faix et al. {63} das Southern-Blot-Verfahren
mit der Candida-spezifischen Sonde 27A und ein enzymatisches Verfahren mit EcoRI
and Xbal zur Analyse der genomischen DNA von finf Friihgeborenen, die wahrend
eines sechswéchigen Aufenthalts auf einer Frihgeborenenintensivstation, an einer
systemischen Infektion mit C. albicans erkrankten. Zwar bescheinigte die
Restriktionsfragmentanalyse den Isolaten hohe Ahnlichkeiten, die Hybrdisierungs-
ergebnisse zeigten jedoch, dass alle Stdmme genetisch unterschiedlich waren. Vaudry
et al. {47} wiesen mittels Restriktionsenzymen und Proteinelektrophorese bei indivi-
duellen Patientenisolaten identische DNA-Profile nach, woraus sie anhand der
raumlichen und zeitlichen Zusammenhange der Frihgeborenen auf der Neuge-
borenenintensivstation auf eine Kreuzinfektion schlossen. Reef et al. setzten zur
Erforschung des Erwerbs einer Candida-Besiedelung bei Neugeborenen in einer
prospektiven Studie das Southern-Blot-Verfahren mit der Candida-spezifischen Sonde
CARE-2 ein und kamen zu dem Ergebnis, dass eine nosokomiale Transmission der
pradominante Modus zu sein scheint {57}. Voss et al. {71} setzten zur genotypischen
Typisierung der Isolate eines C. albicans-Outbreaks (innerhalb einer vierwdchigen
Periode) neben dem Elektrokaryotyping auch die Analyse mit Restrikitions-
endonukleasen, wie BssHIl und Sfil, ein. Neben den Isolaten der sechs sicheren
C.albicans-Infektionen wurden auch Proben an den Handen von fanf
Krankenschwestern und dem Mantel eines Pflegers isoliert. Durch die DNA-Analyse
ergab sich, dass drei der Patienten mit demselben C. albicans-Stamm infiziert waren,
und ein Patient mit dem Stamm des Pflegers schon vor dem Ausbruch der Infektion
besiedelt war. Anhand der Ergebnisse stellten sie fest, dass die
Diskriminierungspotenz der Restriktionsendonuklease Sfil héher zu bewerten sei, als
die alleinige Anwendung der Karyotypisierung. Dennoch lag in der Kombination der
verschiedenen Methoden die hdchste diskriminatorische Fahigkeit. Mendling et al. {72}
erforschten mittels des Einzelprimers T3B die Unterschiede in den DNA-Profilen
zwischen C. albicans und C. glabrata bei Frauen, die an rezidivierenden Vaginal-
Candidosen litten. Anhand der Typisierungsergebnisse konnten neue Erkenntnisse
hinsichtlich der Notwendigkeit einer Partnerbehandlung mit dem Ziel einer
Verbesserung des klinischen ,Outcomes® einer vaginalen Mykose gewonnen werden.
Walsh et al. {73} untersuchten Einzelstrang-Polymorphismen (SSCP, single-strand

conformational polymorphism), um zwischen Pilz-Spezies und -Genera zu
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differenzieren. Anhand geringer, aber phylogenetisch wichtiger, Basenpaardifferenzen
konnten medizinisch wichtige Pilz-Spezies, wie Candida- und Aspergillus-Spezies,
Cryptococcus neoformans und Rhizopodus arrhizus unterschieden werden. Dennoch
bleiben aufgrund des Mangels an schnell verfligbaren und reproduzierbaren
Typisierungsmethoden oftmals epidemiologische Hintergriinde, wie z.B. die
Identifikation einer Erregerquelle {34}, unaufgeklart.

Neben den moderneren molekularbiologischen Typisierungsmethoden existieren schon
seit langem hilfreiche Biotypisierungsmethoden mittels welcher Candida-Spezies durch
Unterschiede in der Koloniemorphologie, der Chlamydosporenbildung, im Kohlenstoff-,
Stickstoff-Auxonogramm, dem Fermentationsvermégen, der Wachstumskinetik, der
Adharenzfahigkeit, der Proteolyse, der Enzymprofile, der Carbohydrat-Assimilation und
der Antimykotika-Empfindlichkeit in die verschiedenen Typen und Subtypen gegliedert
wurden {74,75,76,77,78,79}. Derartige Biotypisierungen wurden allméahlich mit
molekularbiologischen Methoden kombiniert und im Laufe der Zeit ersetzt. So
kombinierten Pfaller et al. {80} in ihrer Studie Biotyping und DNA-Fingerprinting, um 68
C. albicans-Isolate in Typen und Subtypen zu gliedern. Ziel der Arbeit war es, die
genaue Anzahl der Genotypen mit der jeweiligen Methode oder der Kombination der
Verfahren festzulegen. Hierbei konnte der Biotypisierung eine hdhere
Diskriminierungsfahigkeit, = gegentber  der  molekularbiologischen  Methode
zugesprochen werden. Die héchste Aussagekraft erlangte ebenfalls hier die
Kombination der Verfahren. Hunter {74} untersuchte in seiner Arbeit verschiedene
Typing-Methoden, z.B. Serotyping, Morphotyping, Resistotyping, Biotyping, ,Killer-
yeast“-Typing und elektrophoretische Methoden (Immunoblotting, Isoenzym-Analyse,
RFLP-PCR, Karyotyping und DNA-Sonden) hinsichtlich ihrer Typisierungsfahigkeit,
Reproduzierbarkeit und Diskriminierungsfahigkeit. Reiss et al. {13} befanden aber
keine dieser Biotypisierungs-Methoden als ideal, da sie oft gering reproduzierbar,
UbermaBig unhandlich seien und darUber hinaus nur Uber eine begrenzte

Diskriminierungsféhigkeit verfligen wirden.

2.3.4. DNA-Extraktion

Um Versuche hinsichtlich der molekulargenetischen Verwandtschaft einzelner
Pilzisolate durchfihren zu kdnnen, musste als erster Schritt die DNA aus den
Hefekolonien isoliert werden. Hierfir wurde die Extraktion mit Phenol-Chloroform-
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Isoamylalkohol ausgewahlt, da sie ein effektives Verfahren darstellt, um DNA von guter
Qualitat mit geringen Mitteln in ausreichender Konzentration zu isolieren.

Da die Struktur der Hefezelle neben der von uns benétigten DNA auch andere
Lunwichtige® Bestandteile, wie Zellwédnde und — organellen oder Proteine enthalt, ist es
wichtig, diese durch mehrere Arbeitsschritte zu entfernen, um die DNA zu erhalten
bzw. anzureichern. So wird durch den Wechsel von Zentrifugieren, zur Auftrennung
l6slicher und unléslicher Zelltrimmer, Zugabe von Proteasen, zum Abbau der Proteine,
Denaturierung und Ausfallen der Proteine mit Phenol, Behandlung mit Ribonuclease,
zum Abbau von RNA, und durch Ausféllen mit Isopropanol und Ethanol, die

Anreicherung der DNA bewirk.

Isolierung chromosomaler DNA (Phenol-Chloroform-Methode) {81}

Diese Methode zur Isolierung von DNA erforderte einige Arbeitsschritte. Zunachst

stand das Ansetzen der Lésungen und Puffer im Vordergrund.

Anzucht der Stamme

Zur Anzucht wurden die Proben auf Sabouraud-Agar ausgestrichen und fiir mindestens

vier Tage bei 30° C im Inkubator kultiviert.

Ubernachtkulturen

Um eine noch gréBere Menge an DNA aus den Hefekolonien zu gewinnen, wurde eine
mittelgroBe Hefekolonie von der Agarplatte ausgewéahlt und mit 15 ml des
Flussignahrmediums YPD (Yeast-Potato-Dextrose-Medium) in  einem 100 ml
Erlenmeyerkolben vermischt. Danach wurde das Gemisch Uber Nacht in einem
Schittler bei 30° C inkubiert und hierdurch eine zusatzliche Anreicherung an

Hefezellen erzielt.
Phenol-Chloroform-Extraktion {81}
Am néachsten Tag wurden die Ubernachtkulturen in 50 ml Greinerréhrchen (berfiihrt

und fir 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurde das

Zellmaterial in 1 ml 1 M Sorbitol suspendiert und in 2 ml Eppendorf-Caps Gberflhrt.
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Dann erfolgte eine erneute Zentrifugation fur 2 min bei 13.000 rpm mit anschlieBendem
Verwerfen des Uberstandes. Nun wurde der Lyticase-Ansatz, bestehend aus 2 ml
Lyse-Puffer, 40 ml 2-%-igem B-Mercaptoethanol und 1 mg Lyticase (500 units/ml),
unter einem Abzug hergestellt.

Die Proben wurden unter einem Abzug in jeweils 1 ml Lyticase-Ansatz suspendiert und
anschlieBend fur 45 min bei 37° C inkubiert. Nach einer finfminttigen Zentrifugation
bei 13.000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 800 ml des zuvor
angesetzten Proteinase-Ansatzes (bestehend aus 2 ml Proteinase-Puffer und 8 mg
Proteinase K) geldst und anschlieBend fiir 30 min im Heizblock bei 60° C inkubiert.

Die Phenol-Extraktion erfolgte wiederum unter einem Abzug. Dieser Schritt bestehend
aus Vermengung mit dem Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch, dem darauf
folgendem Schitteln und Zentrifugieren sowie dem Abpipettieren der Oberphase ins
nachste Cap wurde dreimal wiederholt.

Das Zellmaterial wurde jeweils mit 800 pl, im nachsten Schritt nochmals mit 800 pl und
zuletzt mit 700 pl der unteren Phase des Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemischs
(25:24:1) versetzt und nach zweiminltigem Schitteln und anschlieBender einmindtiger
Zentrifugation in zwei Phasen aufgetrennt. Die obere Phase wurde in ein weiteres Cap
abpipettiert und mit der entsprechenden Menge des Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemischs vermengt. Zuletzt erfolgte die Ausféllung mit 600 pl
eisgekihltem Isopropanol. Hinterher wurde die DNA durch funfminttige Zentrifugation
zu einem Pellet am Boden des Caps konzentriert und der Uberstand abgekippt. Das
Pellet wurde mit 600 ul 70 %-igen Ethanol gewaschen und nach kurzem Antrocknen in
200 pl TE-Puffer gelést.

Nun erfolgte die RNA-Spaltung. Hierflr wurde zu jedem Cap 2 pl des RNAse-Ansatzes
gegeben, das ganze vermischt und fir 30 min bei 37° C inkubiert. Hieran schloss sich
eine erneute Phenol-Extraktion, wie oben beschrieben, an. Diesmal wurde der Schritt
nur zweimal, mit jeweils 200 pl des Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemischs,
wiederholt. Nach der Ausféallung mit 200 pl eisgekihltem Isopropanol wurde auch hier,
nach flinfminiitiger Zentrifugation und anschlieBendem AbgieBen des Uberstandes,
das entstandene DNA-Pellet mit diesmal 200 pl 70 %-igen Ethanol gewaschen und
getrocknet. Die Proben wurden je nach GroBe des DNA-Pellets mit einer geeigneten
Menge an dH,O geldst und bis zur Bestimmung der DNA-Konzentration bei —20° C

gelagert.
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Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur photometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration wurde eine 1:100er
Verdiinnung der einzelnen Proben angefertigt, d.h. es wurden zunachst 396 ml dH,O
in ein 1,5 ml Eppendorf-Cap vorgelegt und anschlieBend 4 ul der eingefrorenen DNA
hinzu gefligt. Von diesem Gemisch wurden 80 pl in eine Quarzkiivette (Referenzwert:
dH,0) pipettiert und die optische Dichte bei 260 und 280 nm mittels eines Photometers
(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg) bestimmt. Weiterhin erfolgte die
Bestimmung der Ratio, deren Werte in einem Bereich zwischen 1,8 und 2,2 liegen

sollte.

2.3.5. Molekularbiologische Typisierung mittels RAPD-PCR

Die RAPD-PCR (Random-Amplified-Polymorphic DNA) dient zur Vervielfaltigung
vorher undefinierter Abschnitte sehr geringer Mengen an DNA. Ein einzelner
unspezifischer Primer der komplementér zur gesuchten Basenabfolge ist, dient als
kurzes ,Starter-DNA-Molekil, und bindet am jeweiligen Ende des gesuchten DNA-
Abschnitts. Mit Hilfe eines Enzyms, der Tag-Polymerase, erfolgt in einer PCR-
Maschine der Vervielfaltigungsprozess mit einer ungefahr 10°—fachen Kopienanzahl
des gesuchten DNA-Abschnitts. Am Ende wird das PCR-Produkt auf ein Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Da DNA-Molekile negativ geladen
sind, kann eine Auftrennung im elekirischen Feld erfolgen. GroBe DNA-Molekile
kénnen das ZuckermolekUllnetz des Agarosegels nur langsamer passieren, als kleine.
Mit Hilfe der Fluoreszenz von Ethidiumbromid werden die DNA-Fragmente sichtbar

gemacht.

RAPD-PCR (Random-Amplified-Polymerase-Detection) {82,83}

Zur genauen Differenzierung der einzelnen Candida-Spezies hat sich die RAPD-PCR
nach Sullivan et al. als gunstig erwiesen {82,83}. Hierflr wurde der Primer RPO2 (5'-
GCGATCCCCA-3’) ausgewanhlt {84}. Zur weiteren Differenzierung der C. parapsilosis-
Stdmme kam Primer RSD12 (5-GCATATCAATAAGCGCAGGAAAAG-3’) mit leicht

veranderten PCR-Parametern nach Dassanayake et al. zum Einsatz {85}. Als Ansatz
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wurde jeweils ein Reaktionsvolumen von 50 ul gewahlt. Fir eine Probe setzte sich
dieses aus 31,5 pl dH,0, 5 pl 10x-PCR-Puffer (Qiagen, Hilden), 10 pl Q-Solution
(Qiagen, Hilden), 1 ul Primer RPO2 (MWG Biotech, Ebersberg), 0,5 ul Tag-Polymerase
(Qiagen, Hilden), 1 ul Trinucleotide (Gibco, Eggenstein) und 1 pul DNA zusammen. Alle
Reagenzien (auBer dH,0) wurden bei —20°C gelagert.

Der PCR-Puffer (10x) bestand aus Tris-Cl, KCI, (NH,).SO4 und15 mM MgCl, bei pH
8,7. Die Trinucleotide (dNTP) wurden von urspringlich 100mM auf 10mM verdinnt.
Die Konzentration der Tag-Polymerase entsprach in der Ausgangskonzentration 5
units/ ul. Da aber nur 0,5 ul im Reaktionsansatz eingesetzt wurden, entsprach die
Konzentration 2,5 units/ ul. Die Konzentration der eingesetzten DNA betrug 0,020 —
0,025 pg/ul. Die angegebenen Mengen der Reaktionspartner wurden in ein 0,5 ml Cap
pipettiert und gemischt, wobei die Taqg-Polymerase zuletzt eingesetzt wurde.
AnschlieBend erfolgte die Amplifikation in einem Mastercycler Gradient (Fa. Eppendorf,
Kéln). Folgende PCR-Parameter wurden gewahlt:

Parameter Primer RPO, Primer RSD12
Initiale Denaturierung 10 min bei 95°C

Denaturierung 1 min bei 95°C 30 s bei 94°C
Annealing 1 min bei 36°C 2 min bei 52 bzw. 57 °C
Proliferation 2 min bei 72 °C 2 min bei 72 °C
Anzahl Zyklen 30 50
nochmalige Proliferationsphase 10 min bei 72°C 15 min bei 72°C
Abkihlung 8°C 8°C

Tabelle 3: PCR-Parameter der RAPD-PCR

Nach Beendigung der 30 Amplifikationszyklen (RPO,) entsprechend den
vorgegebenen Parametern, folgte eine nochmalige Proliferationsphase von 10 min bei
72°C. Bei Primer RSD12 wurden zunachst finf Zyklen mit Denaturierung, Annealing
bei 52°C und anschlieBender Proliferation durchgefihrt. Im n&chsten Schritt folgten 45
Zyklen mit einer auf 57°C erhdhten Annealing-Temperatur und einer 15-minltigen
Proliferationsphase. AnschlieBend wurde das Reaktionsprodukt jeweils auf 8°C
abgeklhlt. Die elektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts stellte den letzten
Schritt dar.
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2.3.6. Molekularbiologische Typisierung mittels IR-PCR

Die IR-PCR (Inter-Repeat) stellt ein Verfahren dar, welches Elemente der RAPD-PCR
und mikrosatellitire Abschnitte der DNA miteinander kombiniert. Hierbei dienen
Oligonukleotide, die komplementéar zu mikrosatellitidrer DNA (sich wiederholende kurze
Sequenzen) sind, als Primer. Hierbei ist das Inter-Repeat-Verfahren dem der RAPD
Uberlegen, weil hierbei mehr zu vervielfaltigende Genloci pro Reaktion gefunden

werden und gerade diese zur Hypervariabilitédt neigen.

IR-PCR (Inter-Repeat) {69}

Zur weiteren Differenzierung der einzelnen Candida-lsolate wurde die Inter-Repeat-
PCR (IR-PCR) durchgefihrt {69}. Hierfir wurden zwei Primer eingesetzt: Primer 1245
(5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) und Primer 1246 (5-ATGTAAGCTCCTGG
GGATTCAC-3) {86}. Als Ansatz wurde wieder ein Reaktionsvolumen von 50 ul
gewahlt. Dieses setzte sich fir eine Probe aus 30,75 pl dH.0, 5 ul 10x-PCR-Puffer
(Qiagen, Hilden), 10 ul Q-Solution (Qiagen, Hilden), 1 pl Primer 1245 (MWG Biotech,
Ebersberg), 1 ul Primer 1246 (MWG Biotech, Ebersberg) 0,25 ul Tag-Polymerase
(Qiagen, Hilden), 1 pl Trinucleotide (Gibco, Eggenstein) und 1 ul DNA zusammen. Alle
Reagenzien (auBer dH,0) wurden bei —20°C gelagert.

Der PCR-Puffer (10x) bestand aus Tris-Cl, KCI, (NH4).SO, und 15 mM MgCl, bei pH
8,7. Die Trinucleotide (dNTP) wurden von urspringlich 100mM auf 10mM verdinnt.
Die Konzentration der Tag-Polymerase entsprach in der Ausgangskonzentration 5
units/ pl. Da aber nur 0,25 pul im Reaktionsansatz eingesetzt wurden, entsprach die
Konzentration 1,25 units/ ul. Die Konzentration der eingesetzten DNA betrug 0,020 —
0,025 pg/pl.

Die angegebenen Mengen der Reaktionspartner wurden in ein 0,5 ml Cap pipettiert
und gemischt, wobei die Tag-Polymerase zuletzt eingesetzt wurde. AnschlieBend

erfolgte die Amplifikation in einem Mastercycler Gradient (Fa. Eppendorf, KéIn).
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Folgende PCR-Parameter wurden gewahlt:

Parameter Primer 1245 Primer 1246
Initiale Denaturierung 5 min bei 95°C 5 min bei 95°C
Denaturierung 1 min bei 95°C 1 min bei 95°C
Annealing 1 min bei 25°C 1 min bei 25°C
Proliferation 2 min bei 74 °C 2 min bei 74 °C
Anzahl Zyklen 35 35
nochmalige Proliferationsphase 5 min bei 74°C 5 min bei 74°C
Abkihlung 8°C 8°C

Tabelle 4: PCR-Parameter der IR-PCR

Nach Beendigung der 35 Amplifikationszyklen, entsprechend nach den vorgegebenen
Parametern, folgte eine erneute Proliferationsphase von 5 min bei 74°C. AnschlieBend
wurde das Reaktionsprodukt auf 8°C abgekihlt. Danach folgte die
gelelektrophoretische Auftrennung. Die PCR-Produkte wurden beim RAPD-Verfahren
auf einem 1%-igem, bei der IR-PCR auf einem 1,5%-igem Agarosegel aufgetrennt.
Zur Halfte der zuvor amplifizierten DNA wurden 6 ul Mass Loading Dye der Marke MBI-
Fermentas (St. Leon-Rot) gegeben. Als Molekulargewichtsmarker wurde eine 1kB
DNA-Ladder von MBI-Fermentas verwendet. Der Marker wurde in der ersten
Geltasche aufgetragen, dann folgten die Proben und in der letzten Geltasche die
Kontrollprobe. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgte im 1xTAE-Puffer (enthalt
TRIS, Eisessig, EDTA pH 8,0, H,O) bei einer Laufzeit von 3 h und bei einer
konstanten Spannung von 80 V. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel
fir ungefahr 10 min in einem Ethidiumbromidbad geféarbt und anschlieBend die DNA-
Banden mit dem Geldoc 2000-System (Fa. Biorad, Minchen) bei UV-Licht fotografiert

und dokumentiert.

2.3.7. Southern-Hybridisierung

Mit der Southern-Hybridisierung ist es mdglich durch Anlagerung einer
einzelstrangigen markierten DNA-Sonde, hier CARE-2-Sonde (Candida-repetitives-
Element-2), eine dazu komplementére Zielsequenz, die ebenfalls einzelstrangig sein
muss, zum DNA-Doppelstrang zu ergédnzen und somit ebenso zu markieren. Zunachst
wird die DNA durch ein Restriktionsenzym in Fragmente geschnitten und
elektrophoretisch aufgetrennt. Diese DNA-Einzelstrdnge werden durch Anlegen eines
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Vakuums auf eine Nylon-Membran Ubertragen. Durch Zugabe der spezifischen Sonde
erfolgt die Hybridisierung. Nach mehreren Waschschritten kénnen die gesuchten DNA-
Fragmente mittels Photoreaktion dargestellt werden.

Southern-Blotting

Die Southern-Hybridisierung wurde mit der fir Candida-spezifischen Sonde CARE-2
(Candida-repetitiven-Elements-2) {87} durchgefihrt. Sie stellt ein mittleres repetitives
Element dar, welches aus C. albicans-1solaten isoliert wurde. In Southern-Blots konnte
beim Einsatz der CARE-2 ein hohes MaB an Variationen zwischen verschiedenen
Stdmmen mit einem Minimum von zehn bis 14 CARE-2-Kopien pro Stamm erzielt
werden {87}. Vorraussetzung fur die Vielzahl der Arbeitsschritte war das Ansetzen von

mehreren Losungen und Waschpuffern.

Herstellung der CARE-2-Sonde

Zur Herstellung des Candida-repetitiven-Elements-2 waren mehrere Arbeitsschritte
nétig, welche der Herstellung eines Sequenzierungsprodukts bei einer PCR ahneln.
Zunachst wurde ein Ansatz, bestehend aus zwei Primern, angefertigt: Primer CARE
2/1 (5’-CTCTAAAACTGTGCTTGGTG-3) und Primer CARE 22 (5-
AATTTGCACTCATCGAGAGC-3’). Fir den Ansatz wurde ein Reaktionsvolumen von
50 pl gewahlt:

Substanz Menge Hersteller
dH.0 44 ul

Primer CARE 1/2 1ul Qiagen (Hilden)
Primer CARE 2/2 1 ul Qiagen (Hilden)
Tag-Polymerase 1 ul Qiagen (Hilden)
Trinucleotide 2ul Gibco (Eggenstein)
DNA-Menge 1l

Tabelle 5: CARE-2-Ansatz

Die Trinucleotide (dNTP) wurden von urspringlich 100mM auf 5mM verdinnt. Die
Konzentration der Tag-Polymerase entsprach einer Ausgangskonzentration von 5
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units/ ul. Die Konzentration der eingesetzten Template (chromosomale) DNA betrug
0,020 — 0,025 pg/pl.

Die angegebenen Mengen der Reaktionspartner wurden in ein 0,5 ml Cap pipettiert
und gemischt, wobei die Tag-Polymerase zuletzt zugegeben wurde. AnschlieBend
erfolgte die Amplifikation in einem Mastercycler Gradient (Fa. Eppendorf, KéIn) mit
folgenden Amplifikationsparametern: Initiale Denaturierung fir 2 min bei 94°C,
Denaturierung fiir 1 min bei 92°C, Annealing fir 1 min bei 50°C und Proliferation fir 2
min bei 72°C. Insgesamt erfolgten 35 Zyklen mit diesen Parametern und eine daran
anschlieBende erneute Proliferationsphase von 5 min bei 72°C. Zum Abschluss
wurden die Proben auf 8°C heruntergekihlt. Zuletzt wurde eine 1:50er Verdinnung
der CARE-2-Sonde angefertigt und diese bei —20° C gelagert. Beim spateren
Blotvorgang kam die CARE-2-Sonde in der 1:50er Verdiinnung zum Einsatz.

Enzymatische Spaltung

Substanz Menge
DNA 10 ug
Restriktionsenzym EcoRlI 1 ul
10xH-Restriktionspuffer 3 ul

dH,O auf 30 ul auffillen

Tabelle 6: Enzymatischer Ansatz

Die vorgegebenen Mengen der Reagenzien wurden gemischt, wobei das Enzym EcoRl
zuletzt dazugegeben wurde. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei
37°C.

Am Nachmittag des nachsten Tages wurden je 6 pl 6x Mass-Loading Dye von MBI-
Fermentas als Marker hinzugegeben und die Proben auf einem 1%-igen-Gel
(Herstellung s. oben) durch Anlegen einer konstanten Spannung von 40 V bei einer
Laufzeit von 16 h elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde fir ungeféahr 10 min in
einem Ethidiumbromidbad geféarbt und mit einem Geldoc 2000-System (Fa. Biorad,
Muinchen) bei UV-Licht gefilmt. Hiermit konnte die erfolgreiche enzymatische Spaltung

Uberprtft werden.
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CARE-2-Hybridisierung

AnschlieBend erfolgte die Ubertragung des Gels auf eine Nylonmembran (Biodyne B
transfer membrane, Fa. Pall Europe Ltd., Dreieich) mit Hilfe eines Vakuumblotters.
Hierfir wurde die Membran mit einer GréBe von 14 x 15 cm und einer Dicke von
0,45 pm auf der Unterlage des Blotters fixiert und mit einer entsprechend groBen
Maske entlang der Membranrander abgeschlossen, wobei ein Raum von der GrdBe
des Gels ausgespart blieb. Auf diesen unbedeckten Teil der Membran wurde das Gel
vorsichtig Ubertragen.

Nach dem Anlegen des Vakuums mit 50 mbar musste daflir gesorgt werden, dass das
Gel zu keinem Zeitpunkt der Behandlung mit den verschiedenen Lésungen trocken lief.
Zuerst erfolgte eine 15 minltige Depurinierung mit Lésung A, anschlieBend eine 15
mindtige Denaturierung mit Hilfe der Lésung B, und schlieBlich eine 15 mindtige
Neutralisierung mit Lésung C. Durch eine 90 minutige Behandlung mit 20xSSC wurde
die Transferierung der DNA auf die Nylonmembran erreicht und der Blotvorgang
beendet. Das Gel wurde verworfen, die Membran in eine Schissel Uberfuhrt und durch
Markierungen auf der Membran ein Verwechseln der Seiten verhindert.

Nun bewirkte das Schwenken in 0,4M NaOH fir 30 sec die Denaturierung und daran
anschlieBend das Schwenken in 0,2M Tris-Cl pH 7.5 far 30 sec die Neutralisation der
Membran. Nach dem kurzen Antrocknen der Membran auf Whatman-Filterpapier
(Blotting Papier, Fa. Hartenstein, Wirzburg), wurde durch einen UV-Cross-Linker (UV-
Stratalinker 1800, Fa. Stratagene, CB Amsterdam Zuidoost, Netherlands) die Fixierung
der DNA erreicht.

Die Membran wurde kurz in 5xSSC geschwenkt und danach in ein
Hybridisierungsréhrchen gegeben. Nachdem sich die Membran durch vorsichtiges
Drehen des Glasréhrchens blasenfrei an die Glaswéande angelegt hatte, wurden
ungefahr 15 ml der vorher auf 42°C gewarmten Hybridisierungslésung der Marke ECL
(= Enhanced Chemilumiescent Labeling) (Fa. Amersham Pharmacia Biotech/ Freiburg)
ins Réhrchen hinzugegeben und fir eine Stunde im Hybridisierungsofen (Fa. HYBAID
Heidelberg Ltd.) bei 42°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die CARE-2-Sonde mit
ECL markiert. Jeweils 5 pl dH,O und CARE-2-Sonde wurden gemischt und fir 5 min
bei 100°C gekocht. AnschlieBend wurde die Mixtur sofort im Eisbad flir 2 min
abgekuhlt. Danach wurden je 10 pl Labelling-Reagenz und Gilutaraldehyd
hinzugegeben und das ganze fir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach dem Ende der
Inkubationszeit wurde das Gemisch zu 7 ml Hybridisierungslésung aus dem
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Hybridisierungsofen gegeben, nochmals sorgféltig vermischt und anschlieBend zurlck
ins Hybridisierungsréhrchen Uberfihrt. Nun erfolgte Gber Nacht bei einer Inkubation bei
42°C der Hybridisierungsprozess.

DNA-Detektion

Am n&chsten Tag wurde die Hybridisierungslésung abgegossen und die Membran fiir 5
min mit 50 ml 5xSSC im Hybridisierungsofen bei 42°C inkubiert. Danach wurde das
5xSSC verworfen und fir 20 min mit Waschpuffer | gewaschen. AnschlieBend erfolgte
ein zweimaliger Waschschritt mit Waschpuffer | fir 10 min. Die Membran wurde in eine
Schissel Uberfihrt und mit Waschpuffer Il (2xSSC) fur 2 x 5 min bei Raumtemperatur
gewaschen. Wéhrend dieser Zeit wurde eine Mixtur aus Detektionslésung | und
Detektionsldosung Il mit jeweils 8 ml angefertigt. Nach dem AbgieBen des 2xSSC wurde
die Membran fir 1 min mit dem Mix der Detektionslésungen bedeckt und dieser
anschlieBend sofort in ein kleines Réhrchen abgegossen. Die Detektionslésung wurde
fir die Aufbewahrung der Membran aufgehoben. Nach einem kurzen Antrocknen der
Membran auf Whatman-Filterpapier, wurde diese vorsichtig und weitgehend blasenfrei
in Klarsichtfolie gewickelt und mit der Vorderseite nach oben in eine Exponierkassette
gelegt. In der Dunkelkammer wurde zur Darstellung der Signale ein Film
(Hyperfilm®™ECL™, Fa. Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Buckinghamshire, UK),
mit einem Format von 18 x 24 cm, Uber die in Folie gewickelte Membran gelegt und
dieser fur ungefahr 15 min exponiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Film in einem
speziellen Entwickler (CURIX 60, Fa. AGFA, Kdln) entwickelt. Je nach Starke der
Signale konnte der Exponierprozess mit einem neuen Film mit einer verlangerten
Exponierzeit wiederholt werden.

Zur Aufbewahrung der Membran fir eine spatere Rehybridisierung wurde diese
anschlieBend zusammen mit der zuvor aufbewahrten Detektionslésung in einer

Klarsichttlte eingeschweift.
2.3.8. Auswertung der molekularbiologischen Typisierung
Alle  Methoden zur molekularbiologischen Typisierung dienten zur Unterscheidung

verschiedener Genotypen der einzelnen Isolate und zur Feststellung des
Verwandtheitsgrads mehrerer Isolate zueinander.
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Aufgrund dessen wurde von der Studienleitung ein einheitliches Schema entwickelt,
nach welchem die Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden ausgewertet wurden
und eine Aussage Uber den Verwandtheitsgrad gemacht werden konnte.

Bestimmung des genetischen Verwandtschaftsgrades von C. albicans-Isolaten

Unter Verwendung einer Technik galten zwei Isolate als ,héchstwahrscheinlich®
verwandt, wenn beide identische Bandenmuster aufwiesen. Beim Fehlen oder
zusatzlichen Vorkommen einer Bande wurde beiden Isolaten die Bezeichnung
~wahrscheinlich verwandt* zugeordnet. Fehlten mehr als eine Bande bzw. waren mehr
als eine Bande zusatzlich vorhanden wurden beide lIsolate als ,nicht verwandt®
angesehen.

Zur endglltigen Beurteilung des Verwandtschaftsgrads wurden beide zur Typisierung
der C. albicans Spezies verwendeten Methoden heran gezogen. War eine
Verwandtschaft mit beiden Methoden als ,héchstwahrscheinlich® eingestuft worden,
stellte diese Ubereinstimmung den endgiiltigen Verwandtschaftsgrad dar. Lautete das
Ergebnis einmal ,héchstwahrscheinlich® und einmal ,wahrscheinlich® verwandt, war
der Verwandschaftsgrad als ,wahrscheinlich® anzusehen. Eine ,mdglicherweise®
vorhandene Verwandtschaft war das Ergebnis, wenn eine Methode mit
-hoéchstwahrscheinlich® bzw. ,wahrscheinlich“ und die andere Analyse mit einem ,nicht
verwandt” bewertet wurde. Ergaben beide Methoden ein ,nicht verwandt, konnte eine
Ahnlichkeit beider Isolate ausgeschlossen werden.

Bestimmung des genetischen Verwandtschaftsgrades bei C. parapsilosis-

Isolaten

Die Auswertung innerhalb einer Methode folgte demselben Schema wie bei C. albicans
beschrieben.

Beim Vergleich der Methoden konnte eine ,h6chstwahrscheinliche® Verwandtschaft nur
angenommen werden, wenn alle drei Methoden, welche zur genotypischen
Bestimmung dieser Gruppe zum Einsatz kamen, in ihren Einzelergebnissen ein
-héchstwahrscheinlich® ergaben. Wurden zwei Methoden als ,héchstwahrscheinlich®
und eine als ,wahrscheinlich“ bewertet, galt der Verwandtschaftsgrad ,wahrscheinlich®.
.Moglicherweise verwandt® lautete das Ergebnis bei einem als ,héchstwahrscheinlich®

und zwei als ,wahrscheinlich“ befundenen Verfahren. Ebenso im umgekehrten Fall.
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Weiterhin wurden zwei als ,héchstwahrscheinlich® und eine als ,nicht verwandt®
Ergebnisse mit einem ,mdglicherweise“ vorhandenen Verwandtschaftsgrad versehen.
Kamen alle drei Analysen zum Ergebnis ,nicht verwandt®, konnte eine genetische
Verwandtschaft ausgeschlossen werden.

Bestimmung des genetischen Verwandtheitsgrades bei C. lusitaniae- und C.

quilliermondii-Isolaten

Die Beurteilung der Methoden folgte demselben Schema, welches zur Auswertung der

Ergebnisse bei C. albicans verwendet wurde.

2.3.9. Einteilung des Schweregrads nach Isolationsort

Einteilung der Infektionen nach der Falldefinition

Die Einteilung der Infektionen im Follow-up-Intervall erfolgte in Anlehnung an die
Falldefinitionen der ESPED-Studie {64}.

Gruppe der sicheren Infektion

Konnten Erreger aus Medien wie ,Blut®, ,Liquor®, ,Zentrale Katheter, ,Pleura-, oder
,Peritonealabstrich® isoliert werden, fand eine Zuordnung zur Gruppe der sicheren
Infektion statt.

Gruppe der wahrscheinlichen Infektion

Positive Kulturen des ,Respirationstraktes® und mindestens einer weiteren
Isolationsstelle — ausgenommen derer der Gruppe der sicheren Infektion — hatten eine
Einteilung zur Gruppe der wahrscheinlichen Infektion zur Folge.

Gruppe der mdglichen Infektion

Bei nur einem positiven Isolationsort, der weder der Gruppe der sicheren noch der

wahrscheinlichen Infektion zuzuordnen war, lieB eine Zuordnung in die Gruppe der

maoglichen Infektion zu.
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3. Ergebnisteil

Insgesamt nahmen 135 Kinderkliniken aus dem gesamten Bundesgebiet (auBer
Sachsen-Anhalt) an der Studie teil. Am Stichtag (29.05.2001) erhielten wir
Zusendungen von 106 Kinderklinken, deren Patienten die Einschlusskriterien erflllten.
Die verbleibenden 29 Kliniken mit zuvor zugesicherter Teilnahme, jedoch ohne
Einsendung von Probenmaterial, gaben an, am Stichtag keine Patienten mit den
festgelegten Studienkriterien in stationarer Behandlung gehabt zu haben. Die Stadte
Minchen und Ko6ln hatten, nach Zusammennahme aller teilnehmenden Kliniken, mit
15-16 Patienten die héchste Anzahl an Patienten. Die hdchste Einsendezahl einer
einzelnen Kilinik stellte die Bielefelder Kinderklinik mit zwdlf Patienten und 24 Proben
dar. Insgesamt nahmen 318 Patienten mit einer Gesamtprobenanzahl von 656 an der
Studie teil.

3.1. Angaben zu den Patientendaten (Formblatt 2)

Geschlechtsverteilung

Es ergab sich eine Verteilung der Geschlechter mit 163 weiblichen und 155
mannlichen Patienten. Der prozentuale Anteil der weiblichen Teilnehmer lag somit bei
51,3 %, wohingegen der mannliche Anteil 48,7 % betrug. Es ergab sich kein
signifikanter Unterschied bei der Besiedelung der beiden Geschlechter (p = 0,609).

Verteilung des Geburtsgewichts nach Gewichtsklassen

Um den Zusammenhang zwischen niedrigem Geburtsgewicht und erhéhtem Risiko an
einer systemischen Pilzinfektion zu erkranken darzustellen, wurden hinsichtlich des
Geburtsgewichts Gruppen gebildet, welchen das tatsachliche Geburtsgewicht
zugeordnet wurde.

Sechs (1,9%) Friihgeborene hatten ein Geburtsgewicht von ,0-500 g“. 120 (37,7%)
Patienten wiesen ein Geburtsgewicht von ,501-1000 g* auf, beide Gruppen gehdren zu
den ,extremely-low-birth-weight-infants" (ELBW). Somit wiesen in dieser Gruppe 126

(39,6%) Kinder ein extrem niedriges Geburtsgewicht mit unter 1000 g auf.
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Den gréBten Anteil stellten 190 (59,7%) Friihgeborene mit einem Geburtsgewicht von
,1001-1500 g“ dar, welche in der Gruppe der ,very-low-birth-weight-infants" (VLBW)
zusammengefasst werden. Zwei Patienten (0,6%) lagen mit ihrem Geburtsgewicht
knapp Uber der ,1500 g-Grenze“ und gehérten zu der Gruppe der "low-birth-weight-
infants" ,1501-2000 g“. Die Daten wurden aufgenommen, die Patienten jedoch formal

nicht in die Studie eingeschlossen.

Kolonisationsrate

Insgesamt 72 (22,6%) der 318 Patienten waren mit einem oder mehreren pilzlichen
Erregern besiedelt. Betrachtete man die Gruppe der ELBW (n=126) (<1000 g), waren
44 (34,9%) dieser Friihgeborenen besiedelt.

22,6%
S

318

@ Anzahl Patienten O besiedelt

Abbildung 2: Besiedlungsrate

Besiedlung bei Mehrlingen

Ein wichtiger Aspekt besteht im Zusammenhang mit einer Besiedlung unter
Mehrlingen, da hier der genetische Verwandtischaftsgrad der Hefeisolate von
besonderem Interesse ist. Insgesamt waren 58 (18,2%) Mehrlinge in die Studie
eingeschlossen, wobei hier zunachst nicht in Zwillinge, Drillinge oder andere Mehrlinge
unterteilt wurde. Eine Besiedlung konnte bei flnf (8,6%) Friihgeborenen festgestellt
werden. Bei ndherer Betrachtung dieser finf besiedelten Patienten, konnten diese

30



insgesamt vier Zwillingspaaren zugeordnet werden. Hierbei ist anzumerken, dass nicht
beide Partner des Paares besiedelt sein mussten. In einem Fall waren tatsachlich
beide Zwillingspartner besiedelt. Im Falle der drei restlichen Paare lag nur bei einem
dazugehdrigen Partner eine Besiedlung mit Pilzen vor.

Zusammenhang zwischen Geburtsgewicht und Besiedlung

Bei den Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht von ,0-500g“ waren drei besiedelt
und drei nicht besiedelt, entsprechend einer 50%-igen Kolonisation in dieser Gruppe.
Die meisten besiedelten Friihgeborenen fanden sich in der Gruppe ,501-1000g" mit 41
(34,1%) Patienten. Die Ubrigen 79 Friihgeborene dieser Gruppe waren nicht besiedelt.
28 (14,7%) besiedelte Kinder mit einem Geburtsgewicht zwischen ,1001-1500g"
standen in derselben Gewichtsklasse 162 nicht besiedelten entgegen. Fasst man die
Gewichtsgruppen bis 1000g zusammen, ergeben sich bei den Frihgeborenen mit
einem Geburtsgewicht < 1000g (,extremely-low-birth-weight-infants® = ELBW) bei 44
(34,9%) von 126 eine Kolonisation. Und somit bei den Frihgeborenen < 15009 (,very-
low-birth-weight-infants® = VLBW) eine Besiedelung bei 72 (22,7%) von 316
Frihgeborenen. Beide Frihgeborene, die oberhalb der ,,1500g“-Grenze lagen waren
nicht besiedelt.

Zusammenhang zwischen Gestationsalter und Besiedlung

Insgesamt waren 72 der 318 Patienten mit pilzlichen Erregern besiedelt. Zur besseren
Einteilung wurden auch hier Gruppen anhand des Gestationsalters gebildet. Nur zwei
(2,7%) der besiedelten Patienten wiesen ein Gestationsalter von 20.-23. Wochen auf.
Der gréBte Anteil der besiedelten Frihgeborenen, namlich 34 (47,2%), kam mit einem
Gestationsalter von 24.-27. Wochen zur Welt. 31 (43,0%) besiedelte Patienten wiesen
ein Gestationsalter von 28.-31. Wochen auf. 5 (6,9%) besiedelte Kinder wurden mit
einem Gestationsalter von 32.-36. Wochen geboren.
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20.-23. 24.-27. 28.-31. 32.-36. Gesamt

00 Unbesiedelte @ Besiedelte

Abbildung 3: Gestationsalter im Zusammenhang mit Besiedelung

Zusammenhang zwischen Geburtsmodus und Besiedlung

282 Patienten kamen per sektio caesarea zur Welt. Hiervon waren 62 (21,9%) der
Kinder besiedelt. 36 Frihgeborene wurden vaginal entbunden, wovon zehn (27,7%)
besiedelt waren. Hieraus resultierte, dass kein signifikanter Unterschied im
Zusammenhang zwischen dem Geburtsmodus und einer Keimbesiedelung bestand
(p = 0,434).

Erregerspekitrum

Insgesamt wurden 85 Isolate verschiedener Spezies isoliert. Bei Mehrfachbesiedlung
eines Patienten mit demselben Keim wurde dieser nur einfach gewertet. Den gréBten

Anteil der Erreger stellten Candida species (Nita = 58) dar.
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O C. albicans
C. parapsilosis
C. lusitaniae

m C. guilliermondii

C. glabrata

O C. krusei

Malassezia furfur

B Malassezia pachydermatis
O Sonstige

Abbildung 4: Erregerspektrum Candida—Malassezia-Sonstige

Die Gruppe ,Sonstige bildeten Erreger der Spezies Aspergillus fumigatus (n=2),
Trichosporon asahii (n=2), Fusarium species (n=1) und Paecilomyces (n=1).

Angaben zur antibiotischen Therapie

Antibiotisch behandelt wurden 151 Patienten. Allerdings waren hiervon nur 53 (35,1%)
Frihgeborene besiedelt und 98 (64,9%) somit unbesiedelt. Insgesamt 167
Frihgeborene erhielten keine antibiotische Therapie, diese schlisselten sich in 148
(88,6%) unbesiedelte und 19 (11,4%) kolonisierte Patienten auf. Es bestand ein hoch
signifikanter Zusammenhang zwischen einer Antibiotikatherapie und einer damit
verbundenen Kolonisation der Frihgeborenen, da 73,6% der besiedelten

Frihgeborenen eine Antibiose erhielten (p < 0,001).
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& besiedelt O unbesiedelt @ Gesamt

Abbildung 5: Behandlungen mit Antibiotika

Angaben zur antimykotischen Therapie

Insgesamt wurden 84 (26,4%) Patienten antimykotisch behandelt. Hiervon waren 68
(80,9%) Frihgeborene unbesiedelt und nur 16 (19,1%) am Abstrichtag besiedelt. Von
den 234 unbehandelten Patienten waren 178 (76,1%) unbesiedelt. Dem standen 56
(23,9%) besiedelte, aber nicht behandelte Friihgeborene gegeniber (p = 0,358). Die
topische Therapie Uberwog bei den 68 unbesiedelten Kindern mit insgesamt 56 lokal
bzw. topisch verabreichten Antimykotika. In 9 Fallen kamen systemische Medikamente
zum Einsatz (Mehrfachnennungen waren méglich). Bei drei Frihgeborenen wurde eine
Kombinationstherapie aus systemischem und lokalem Antimykotikum bevorzugt.
Ebenso Uberwog die alleinige topische Anwendung der Antimykotika bei insgesamt 13
Frihgeborenen aus der Gruppe der kolonisierten Patienten. In zwei Fallen kamen rein
systemisch wirkende Substanzen zum Einsatz. Ein Frihgeborenes erhielt eine
Kombination aus beidem.

34




Gesamt Patientenzanhl behandelt unbehandelt

| besiedelt O unbesiedelt @ Gesamt

Abbildung 6: Behandlungen mit Antimykotika

Grinde fir die Antimykotika-Gabe stellten zum gréBten Teil eine prophylaktische
Verabreichung (n = 62) dar. Weiterhin wurden genannt: Amnioninfektionssyndrom
(n = 2), Soordermatitis (n = 2), nekrotisierende Enterocolitis (n = 2), zur Prophylaxe bei
gleichzeitiger bronchopulmonaler Dysplasie (n = 2), Verdacht auf Pilzinfektion (n=2),
Vaginal-Candidiasis der Mutter (n = 2), Kortikosteroidtherapie (n = 2) und Sepsis (n
= 1). Es waren auch Mehrfachnennungen maéglich.

Antibiotische und antimykotische Behandlung

12 besiedelte und 44 nicht besiedelte Frihgeborene wurden gleichzeitig antibiotisch
und antimykotisch therapiert.
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Parenterale Erndhrung und Besiedlung

48 (66,7%) der 72 mit Candida-Spezies besiedelten Patienten wurden parenteral
erndhrt. Im Gegensatz dazu wurden 113 (45,9%) von 246 unbesiedelten
Frihgeborenen parenteral erndhrt. Die Ergebnisse spiegeln wider, dass ein hoch
signifikanter ~Zusammenhang zwischen einer parenteralen Erndhrung von
Frihgeborenen und einer Pilzbesiedelung besteht (p = 0,002). Von allen parenteral
erndhrten Frihgeborenen wurden in 18 Fallen Candida-Spezies und 13-mal

Malassezia furfur isoliert.

Isolationsorte

C. albicans C. parapsil. C. lusitaniae C. guillierm. C. glabrata  C. krusei

B Anal ORachen B Trachea B Anzahl - Gesamt

Abbildung 7: Isolationsorte der Gruppe Candida

Den Hauptisolationsort der Spezies Malassezia furfur stellte mit 23 Isolaten die

Analregion dar. Nur ein Isolat dieser Spezies wurde im Rachenabstrich gefunden. Zwei
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Erreger der Spezies Malassezia pachydermatis wurden im Analbereich, ein weiterer in
der Rachenregion isoliert.

Die beiden Aspergilli fumigati waren einmal aus der Rachenregion und einmal aus dem
Trachealsekret isoliert worden. Fusarium species wurde einmal aus dem Rachen
isoliert. Ebenso war auch Paecilomyces nur einmal im Rachenabstrich nachzuweisen.

Beide Isolate der Spezies Trichosporon asahii wurden im Analabstrich identifiziert.

3.2. Follow-up (Formblatt 3)

350

300

250

Gesamt
entlassen
hospitalisiert
verstorben

Abbildung 8: Patientenstatistik nach 60 Tagen (30.07.2001)

Von den insgesamt 318 teilnehmenden Frihgeborenen waren zum Zeitpunkt des
Follow-up (nach 60 Tagen) 15 Patienten verstorben. Vier Friihgeborene (66,6%) mit
einem ehemaligen Geburtsgewicht von ,0-500g“ hatten den Zeitraum von 60 Tagen
nicht Gberlebt. Sechs (4,9%) Frihgeborene mit einem Ausgangsgewicht von ,501-
1000g“ und funf (2,6%) Patienten mit einem urspriinglichen Geburtsgewicht von ,,1001-
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1500g9“ waren verstorben. Am Abstrichtag waren nur finf der verstorbenen Patienten
besiedelt. In drei Fallen konnte Malassezia furfur und jeweils einmal C. albicans und C.
parapsilosis als pilzlicher Erreger isoliert werden. Zum Zeitpunkt des Follow-up-
Intervalls befanden sich noch 79 Frihgeborene in stationdrer Behandlung. Den
gréBten Anteil stellten 62 Frihgeborene, aus der Gruppe mit einem urspringlichen
Geburtsgewicht von ,501-1000g“ dar. Insgesamt 224 (70,4%) Patienten konnten
innerhalb des Follow-up-Intervalls nach stationdrem Aufenthalt entlassen werden.

Hierbei konnte der Hauptanteil mit 169 Friihgeborenen in der Gruppe der ,1001-1500g

schweren Patienten verzeichnet werden.

3.3. Systemische Infektionen (Formblatt 4)

Nach 60 Tagen (30.07.2001) startete das Follow-up-Intervall. Alle von den Kliniken
zurick gesendeten Formblatter wurden nach systemischen Infektionen mit Pilzen

ausgewertet.

V. a. system. Infektionen System. Infektionen (Pilze)
(kein Pilznachweis)

Abbildung 9: Systemische Infektionen

Da das Hauptaugenmerk auf systemischen Pilzinfektionen lag, konnten vereinzelte
Rickmeldungen Uber bakterielle systemische Infektionen nicht in die Wertung
genommen werden. Bei zwei Patienten bestand nur der Verdacht auf eine systemische
Pilzinfektion, allerdings konnte zur Bestatigung kein Erregernachweis erbracht werden.
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3.3.1. Isolationsorte bei systemischer Infektion

Magensaft pos. Blutkultur
Hautabstrich 1 1
1

Trachealsekret pos. Urinkultur

5 4

Abbildung 10: Isolationsorte bei systemischen Infektionen

Anhand oben genannter Isolationsorte wurde eine Einteilung der systemischen
Infektionen nach der vorher festgelegten Falldefinition vorgenommen, da ein
nachgewiesener Zusammenhang zwischen Erregerquelle und Schwere der Infektion
besteht.

3.3.2. Einteilung systemischer Infektionen in Schweregrade

Nach Auswertung der Daten des Follow-up-Intervalls konnten acht systemische
Pilzinfektionen festgestellt werden. Diese wurden anhand der in 2.3.9. genannten
Gruppen in Schweregrade eingeteilt. Es resultierte eine Einteilung der acht Falle in vier

,sichere®, eine ,wahrscheinliche® und drei ,mdgliche” Infektionen.

3.3.3. Besiedlung und spétere Entwicklung einer systemischen Infektion
Bei der Auswertung des Follow-up wurde die Entwicklung einer systemischen
Pilzinfektion bis zum 30.07.2001, hinsichtlich des Besiedlungsstatus zum Zeitpunkt der

Erhebung der Kolonisationsdaten am Stichtag (29.05.2001) untersucht. In diesem

Zusammenhang fiel auf, dass nur vier der Patienten mit Candidiasis am bundesweiten
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Abstrichtag besiedelt und vier unbesiedelt waren. Somit entwickelten hinsichtlich des
Gesamt-Patientenkollektivs acht (2,5%) Frihgeborene eine systemische Pilzinfektion.
Bezogen auf den Kolonisationsstatus am Abstrichtag (72 besiedelte Friihgeborene)
befanden sich darunter nur vier Frihgeborene (5,5%), die auch schon am Stichtag
besiedelt waren. Die dbrigen vier Patienten (1,6% von 246 nicht besiedelten
Frihgeborenen) mit systemischer Pilzinfektion wiesen am Stichtag noch keine
Besiedelung auf. In der Gruppe der ELBW (n = 126) entwickelten von den 44
besiedelten Friihgeborenen sieben (15,9%) Frihgeborene eine Candidiasis. Davon
waren jedoch nur vier bereits am Abstrichtag besiedelt (9,1%).

Die folgende Tabelle stellt dar, in wie weit das Erregerprofil bei Besiedlung am
Abstrichtag mit dem bei entwickelter systemischer Infektion Gbereinstimmit.

3.3.4. Erregerspektrum bei systemischer Infektion

Patienten

Studien-Nr. | 23/24 115/116 171/172  203/204 249/250  307/308  422/424  11/12
Besiedlung
C. alb. - C. guill.  C. para. - C. para. - -
(29.05.01)
system. C. C. para. ] C. para.  Hefen
) ) C. guill. C.para. C.trop. C. alb.
Infektion para. C. guill. C. spec. (allg.)

Tabelle 7 : Erregerspektrum am Abstrichtag und bei entwickelter systemischer
Infektion; C. alb. = C. albicans, C. para. = C. parapsilosis, C. guill. = C. guilliermondii,
C. trop. = C. tropicalis.

Nur bei der Halfte der Patienten mit Candidiasis, lag eine Besiedlung schon zum
Zeitpunkt des Abstrichtages vor. Bei drei Patienten stimmte das am Abstrichtag
festgelegte Erregerprofil mit dem im Follow-up diagnostizierten tberein.
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3.3.5. Ubersicht der Patientendaten mit systemischer Pilzinfektion

Studien-Nr.

23/24

115/116 171/172 203/204 249/250 307/308 422/424

11/12

parenterale

Ernahrung '

Antibiotikatherapie 2

Kortikosteroide *

Intubation *

GefaBkatheter °

Antimykotika (t/sy)

Geburtsgewicht (g)

490

700

750

Gestationsalter
(SSW)

23

25

25

Geburtsmodus (v/s)

Ausbruch der
Infektion (p.p.) nach

(d)

32

11

17

25

13

12

24

38

entlassen (e),

verstorben (v),

hospitalisiert (h)

Tabelle 8 : Ubersicht (iber individuelle Patientendaten mit systemischer Pilzinfektion;
"> — Risikofaktoren fiir den Erwerb von systemischen Pilzinfektionen; t = topische
Applikation, sy = systemische Applikation, v = vaginal, s = sectio, p.p. = post partum,

(e), (v) und (h) beziehen sich auf den Zeitpunkt des Follow-up.

Das Formblatt 2 enthielt

Fragen zu verschieden Risikofaktoren (1-5)

bzw.

Interventionen. Jeder der Patienten wies mindestens zwei der in der Studie erfragten

Risikofaktoren auf. Sieben der acht Patienten waren in die Gruppe der ELBW

Frihgeborenen, welche mit einem extrem hohen Risiko flir den Erwerb einer

systemischen Candidiasis behaftet sind, einzuordnen. Hiermit korrelierte auch das

Gestationsalter, mit Ausnahme von Patient 5, der mit 35 SSW ein hoheres

Gestationsalter aufwies, als die Gbrigen Patienten (Mittelwert: 26,5 SSW). Es fiel auf,

dass funf Sauglinge mit Antimykotika behandelt wurden. Mehrmals wurde hierfir die

Indikation ,Prophylaxe bei gleichzeitiger Antibiose“ angegeben. Zwei Frihgeborene
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waren trotz antimykotischer Therapie bereits am Abstrichtag besiedelt. Jeweils die
Halfte der Frihgeborenen wurde vaginal entbunden, die andere Hélfte wurde per
Kaiserschnitt geboren. Die Dauer nach der sich die Infektion manifestierte, wurde
unabhéngig von der Kenntnis des Besiedelungsstatus ab der Geburt berechnet. Der
friheste Ausbruch wurde bei Patient 2 nach 11 Tagen verzeichnet, wohingegen der
spateste Ausbruch bei Patient 8 nach 38 Tagen erfolgte. Der Mittelwert hierfir lag bei
21,5 Tagen. Zum Zeitpunkt des Follow-up befanden sich noch sechs der Patienten mit
systemischer Pilzinfektion in stationdrem Aufenthalt. Ein Frihgeborenes war bereits

entlassen und ein Patient verstorben.

3.3.6. Antimykotische Therapie

Patienten 1 2 3 4 5 6 7 8

Studien-Nr. 23/24 115/116 171/172 203/204 249/250 307/308 422/424  11/12

Konvention. TD: 0,55 TD:1  TD:0,55

Ampho B BD: 21 BD:14  BD: 21

Liposomales D: 2 D: 2

Ampho B BD: 8 BD: 2

Fluconazol TD: 6 TD: 6,4 TD: 6 TD: 12 TD: 6 TD: 12
BD: 14 BD: 9 BD: 24 BD: 7 BD: 21 BD: 4

5-Fluoro- TD:120 TD:72

cytosin BD:29 BD:19

Tabelle 9 : Unterschiede in der antimykotischen Behandlung; TD = maximale

Tagesdosis in mg/ kg/ d, BD = Behandlungsdauer in Tagen.

In der antimykotischen Therapie ergaben sich unterschiedliche Kombinationstherapien.
Mehrheitlich wurde mit Fluconazol therapiert. Die Dosierung und Behandlungsdauer
der einzelnen Medikamente variieren unter den jeweiligen Patienten bzw. Kliniken. Ein

einheitliches Dosierschema ist nicht erkennbar und nur teilweise koénnen

Ubereinstimmungen  ersichtlich  werden. Diese Daten spiegeln allerdings

Therapiestrategien eines kleinen Patientenkollektivs wider und kdnnen daher nicht
reprasentativ auf die gesamte Friihgeborenenpopulation Ubertragen werden.
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3.4. Ergebnisse der MHK

3.4.1. MHK-Werte der Kontrollstdmme

Nummer 5-Fluorocytosin  Fluconazol Amphotericin B Itraconazol

C. albicans ATTC 90028 1 0,12 0,5 0,06
C. parapsilosis  ATTC 22013 0,5 2 1 0,5
C. guilliermondii cBs 1909 0,12 2 0,25 1
C. lusitaniae CBS 5901 0,06 0,12 1 0,25
C. glabrata ATTC 90030 0,06 4 1 1
C. krusei ATTC 6258 16 4+ 32 (+) 1 1*

Tabelle 10: MHK-Werte der Kontrollstimme in ul/ ml; Legende: * = resistent, 4 =
intermediar, (#) = Empfindlichkeit dosisabhdngig.

Alle  Kontrollstamme, ausgenommen C. krusei, zeigten ein normales
Empfindlichkeitsverhalten gegenlber allen vier Antimykotika. Die Kontrolle der Gruppe
C. krusei wich in mehreren Werten davon ab. Der einzige wahrend der Studie isolierte
Vertreter der Gruppe C. krusei (FG343) zeigte, ebenso wie seine zugehdrige Kontrolle,
Abweichungen in der Empfindlichkeit gegentiber den in der Studie getesteten
antimykotischen Substanzen.
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3.4.2. MHK-Werte aller Isolate

Spezies Medikament ~ MHKs»,, MHKs, range  Mittelwert
C. albicans (n=30)  5-Fluorocytosin 0,12 >64  0,06->64 12,93 |
Fluconazol 0,25 1 0,12-1 0,43
Amphotericin B 0,5 1 0,5-1 0,68
ltraconazol 0,12 0,25 0,06 - 0,05 0,19
C. parapsilosis (n=15) 5-Fluorocytosin 0,12 0,5 0,06 - 0,5 0,17
Fluconazol 0,5 0,5 0,25 -1 0,43
Amphotericin B 1 1 0,5-1 0,73
ltraconazol 0,12 0,25 0,06 - 0,25 0,11
C. lusitaniae (n=>5) 5-Fluorocytosin 0,06 0,06 0,06 0,06
Fluconazol 0,25 0,5 0,25 -1 0,45
Amphotericin B 1 1 1-2 1,2
ltraconazol 0,25 0,25 0,06 - 0,25 0,186
C. guilliermondii (n=5) 5-Fluorocytosin 0,12 0,12 0,06 - 0,12 0,096
Fluconazol 2 2 0,12-4 1,824
Amphotericin B 0,5 0,5 0,25 -1 0,5
ltraconazol 0,25 0,25 0,03-0,5 0,256
C. glabrata (n=2) 5-Fluorocytosin * * 0,06 0,06
Fluconazol * * 4-8 6
Amphotericin B * * 0,5-1 0,75
ltraconazol * * 0,5-1 0,75

Tabelle 11: MHK-Werte in ug/ mi;

Auswertung.

aufgrund der geringen Isolatanzahl keine

Die minimale Hemmkonzentration wurde auch flr ein Isolat der Gruppe C. krusei
bestimmt. Aufgrund der geringen Anzahl dieser Gruppe (n=1) erfolgte nur die
Auswertung der Einfachwerte: 5-Fluorocytosin: 16, Fluconazol: 64, Amphotericin B: 2,
Itraconazol: 0,5 (in pg/ml).
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3.4.3. Resistenzdaten einzelner Isolate

Spezies  Studiennr. 5.Fluorocytosin  Fluconazol ~Amphotericin B ltraconazol |

C. albicans |G 263/ 1) >64* 1 1 0,12
C. albicans  |FG 264) >64* 1 1 0,12
C. albicans |FG 265 >64* 1 0,5 0,12
C. krusei FG 343 16 4+ 64 * 2* 0,5
C. lusitaniae G 64 0,06 0,25 2% 0,25
C. glabrata FG 506/ 2 0,06 8 1 1*

Tabelle 12: MHK-Werte resistenter Stdmme in ul/ ml; Legende: * = resistent, + =
intermedidr; ] = Patienten einer Klinik; ( ) = mehrere Isolate eines Patienten.

Die Auswertung der Resistenzdaten ergab, dass im Falle eines Patienten mit zwei
Isolaten (FG263/1und FG264), beide resistent gegeniber 5-Fluorocytosin waren. Ein
weiterer Patient der Klinik (FG265), der ebenfalls mit einem C. albicans besiedelt war,
wies dieselbe Resistenzlage des Isolates gegentber 5-Fluorocytosin auf. Die
Auswertung der molekularen Typisierung hat bestéatigt, dass allen drei Isolaten eine
,héchstwahrscheinliche Verwandtschaft* zugeordnet werden kann.
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3.5. Ergebnisse der verschiedenen molekularbiologischen

Typisierungsmethoden

3.5.1. Verwandtschaftsgrad der Gruppe C. albicans

Studien- Verwandt-

Herkunft RAPD (RPO2) Southern

nr. schaftsgrad

(FG 28) héchstwahr. wahrscheinlich o
Landau wahrscheinlich verwandt
(FG29) héchstwahr. wahrscheinlich
(FG 119) ) héchstwahr. héchstwahr. .
Memmingen héchstwahr. verwandt
(FG 120) héchstwahr. héchstwahr.
FG 215 hdchstwahr. hdchstwahr.
FG 217 Bielefeld héchstwahr. hdchstwahr. héchstwahr. verwandt
FG 229 héchstwahr. héchstwahr.
(FG 263/1) héchstwahr. héchstwahr.
(FG 264) Leipzig hoéchstwahr. hoéchstwahr. héchstwahr. verwandt
FG 265 héchstwahr. héchstwahr.
(FG 287) . hdchstwahr. héchstwahr. .
Freiburg héchstwahr. verwandt
(FG 288) héchstwahr. héchstwahr.
(FG 303) ) héchstwahr. héchstwahr. .
Minden héchstwahr. verwandt
(FG 304) héchstwahr. hdchstwahr.
(FG 391) héchstwahr. héchstwahr. .
Hannover héchstwahr. verwandt
(FG 392) héchstwahr. héchstwahr.
(FG 449) ) héchstwahr. héchstwahr. .
Saarlouis héchstwahr. verwandt
(FG 450) héchstwahr. héchstwahr.

Tabelle 13: Analyse des Verwandtschaftsgrads mittels unterschiedlicher Methoden
durch visuellen Vergleich der Bandenmuster der C. albicans-Isolate; Einzelisolate sind
nicht abgebildet; héchstw. verw. + wahrsch. verw. = wahrsch. verw.; héchstw. verw. +
héchstw. verw. = héchstw. verw.; Legende: [] = Patienten einer Klinik, ( ) = mehrere
Isolate eines Patienten von unterschiedlichen Isolationsorten.

Anhand der Beurteilung der unterschiedlichen Methoden konnte der Verwandtschafts-
grad der einzelnen Isolate zueinander bestimmt werden. Im Vordergrund stand hierbei
die Begutachtung des Verwandtschaftsgrads, wenn mehrere Isolate einer Klinik von
unterschiedlichen oder vom selben Patienten zur Analyse vorlagen. In diesem Fall

Methode
Isolaten unterschiedlicher

wurde anhand der Ergebnisse mit der nach einem
Klinik (bei

Patienten) bzw. nach einem einheitlichen Genotyp mehrerer Isolate eines Patienten

jeweiligen

vorherrschenden Genotyp innerhalb der
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(Isolate verschiedener Kérperregionen eines Patienten) gesucht. AnschlieBend wurden
die anderen Isolate bzw. deren Genotypen dagegen verglichen. Einzelisolate (nur ein
Isolat einer Klinik) wurden gegen alle anderen Genotypen der Spezies C. albicans
verglichen. Die Ergebnisse beider Methoden wurden nach dem beschriebenen System
(siehe Material und Methoden sowie Tabelle 13) ausgewertet und ergaben das
jeweilige Verwandtschaftsverhaltnis. In 16 Fallen waren die Isolate als ,héchstwahr-
scheinlich verwandt“ anzusehen. In zwei Féllen lautete das Ergebnis der Analyse
.wahrscheinlich verwandt®. Von 12 Einzelisolaten galten neun als ,nicht verwandt,
zwei als ,héchstwahrscheinlich® und ein Isolat als ,mdglicherweise verwandt”. Die
Verwandtschaftsverhaltnisse der Einzelisolate sind jedoch eher als allgemein
anzusehen, da nur ein allgemeiner Vergleich méglich war, und keinerlei Aussagen
hinsichtlich der Epidemiologie oder Ubertragungswege gemacht werden konnten.

Eine Besonderheit wiesen die Isolate ,FG215%, ,FG217“, ,FG229“ aus Bielefeld auf.
Alle drei Bielefelder Isolate stammten von unterschiedlichen Patienten, wiesen aber,
bestétigt durch die molekularbiologische Typisierung, ,héchstwahrscheinlich® die selbe
Genstruktur auf (siehe Abbildung 11/12). Ebenso verhielt es sich mit drei Isolaten aus
Leipzig. ,FG263/1“ und ,FG264“ aus Leipzig waren Isolate eines Patienten. ,FG265*
war ein Isolat eines weiteren Frihgeborenen dieser Klinik. Auch hier lag in allen drei
Fallen, nach Bestimmung des Verwandtschaftsgrads, ,hdchstwahrscheinlich® derselbe
Genotyp vor.

Bei sieben Patienten, das zuvor genannte Leipziger Frihgeborene eingeschlossen,
wurde C. albicans an zwei unterschiedlichen Orten isoliert. Nach Abschluss der
Analyse mit beiden Methoden lag in sechs Fallen eine ,héchstwahrscheinliche*
Verwandtschaft vor. Beide Isolate eines Patienten hatten dem zufolge ein identisches
Bandenmuster. Nur einmal wurde der Verwandtschaftsgrad ,wahrscheinlich verwandt*

konstatiert.
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Abbildung 11: RAPD-PCR von C. albicans-Isolaten verschiedener Patienten; gewellte
Umrandung = mehrere Isolate desselben Patienten unterschiedlicher Isolationsorte,
doppelte Umrandung = Isolate verschiedener Patienten derselben Klinik, M =
Molekularmarker, K = C. albicans—Kontrollstamm (ATTC 90028).
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Abbildung 12: Southern-Blot von C. albicans-Isolaten verschiedener Patienten;
doppelte Umrandung = Isolate verschiedener Patienten derselben Klinik, K = C.
albicans—Kontrollstamm (ATTC 90028).
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3.5.2. Verwandtschaftsgrad der Gruppe C. parapsilosis

Verwandt-

Studien-

Herkunft RAPD (RPO2) RAPD (RSD12) IR-PCR

nr.

schaftsgrad

FG 70 Gelsenkirchen héchstwahrsch.  wahrscheinlich  hdchstwahrsch. wahrscheinlich verwandt
FG 71 héchstwahrsch.  wahrscheinlich  hdchstwahrsch.
FG 74 héchstwahrsch.  wahrscheinlich  hdchstwahrsch.
(FG 76) Itzehoe hdchstwahrsch.  wahrscheinlich  héchstwahrsch. | wahrscheinlich verwandt
(FG77) hochstwahrsch.  wahrscheinlich  héchstwahrsch.
(FG 307) héchstwahrsch.  wahrscheinlich  héchstwahrsch.
(FG 308) | Ludwigshafen | hgchstwahrsch.  wahrscheinlich  hdchstwahrsch. | wahrscheinlich verwandt
FG 312 hochstwahrsch.  wahrscheinlich  héchstwahrsch.

Tabelle 14: Analyse des Verwandtschaftsgrads mittels unterschiedlicher Methoden
durch visuellen Vergleich der Bandenmuster der C. parapsilosis-Isolate; Einzelisolate
sind nicht abgebildet; héchstw. verw. + wahrsch. verw. = wahrsch. verw.;
Legende: [ = Patienten einer Klinik, ( ) = mehrere Isolate eines Patienten unter-
schiedlicher Isolationsorte.

Zur Beurteilung des Verwandtschaftsgrades wurde hier innerhalb einer Methode nach
demselben Schema wie bei C. albicans verfahren. Einige Unterschiede ergaben sich
hierbei durch die doppelte Durchfihrung der RAPD-PCR mit zwei unterschiedlichen
Primern. Der Primer ,RPO2“ wurde sowohl bei den Isolaten der Gruppe C. albicans,
als auch bei C. parapsilosis, aufgrund seiner Unspezifitdt gegentber allen Candida-
Isolaten, eingesetzt. Hingegen wurde zur Typisierung von C. parapsilosis-lsolaten
zuséatzlich ein fir diese Spezies spezifischer Primer ,RSD12“ verwendet. Dies hatte zur
Folge, dass das Schema zur Bewertung der Verwandtschaft mit den verschiedenen
Methoden leicht abgewandelt wurde (siehe Material und Methoden).

In keinem der Félle konnte eine ,héchstwahrscheinliche® Verwandtschaft festgestellt
werden. Allerdings war bei Vorliegen mehrerer Isolate einer Klinik das Ergebnis immer
eine ,wahrscheinliche® Verwandtschaft. Die Verwandtschaftsbeziehungen der
Einzelisolate, durch visuellen Abgleich gegenilber den restlichen Genotypen, ergab in
sechs Féllen ein ,mdglicherweise” und einmal ein ,nicht verwandt®. Wie bereits bei der
Spezies C. albicans erwahnt, ist den Ergebnissen der Verwandtschaftsanalyse der
Einzelisolate nur eine allgemeine Aussage zuzuschreiben.

Das Ergebnis spiegelt die Spezifitat der einzelnen Methoden bzw. der Primer wider.
Konnte innerhalb der RAPD mittels des Primers ,RPO2“ noch eine hohe und stabile
Bandenanzahl

generiert werden, und somit eine aussagekraftige Beurteilung

hinsichtlich der Verwandtschaft gemacht werden, war dieses Ergebnis mit dem
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speziesspezifischen Primer ,RSD12“ nicht zu bestéatigen. Das Verfahren der IR-PCR
zeigte sogar in zwei Féllen keine Auswertbarkeit und besitzt somit eine geringe
Aussagekraft.

Beim naheren Betrachten der Isolate ,FG74%, ,FG76“ und ,FG77“ aus ltzehoe (FG 76
und FG77 = Isolate desselben Patienten) konnte in allen drei Fallen die Verwandt-
schaft als ,wahrscheinlich“ angesehen werden (siehe Abbildung 13/14). Auch hier
bestatigte sich die Beobachtung, die ebenso bei mehreren Isolaten derselben Klinik in
der Spezies C. albicans aufgetreten ist, dass innerhalb einer Klinik ein einheitlicher
Genotyp der Isolate vorliegt. Die Auswertung der lIsolate ,FG307%, ,FG308“ und
,FG312“ (FG307 und FG308 = Isolate desselben Patient) aus Ludwigshafen ergab
denselben Sachverhalt.

MiFG FG | FG | FG FG | FG FG  FG FG FG o
70 71 | 74 | 76 77 | 78 1311 202 204 286

Abbildung 13: RAPD-PCR von C. parapsilosis-Isolaten verschiedener Patienten;
gewellte Umrandung = mehrere Isolate desselben Patienten, doppelte Umrandung =
verschiedene Patienten derselben Klinik (FG 76 und FG 77 sind Isolate desselben
Patienten), K = C. parapsilosis—Kontrollstamm (ATTC 22013).
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Abbildung 14: IR-PCR von C. parapsilosis-Isolaten verschiedener Patienten; gewellte
Umrandung = mehrere Isolate desselben Patienten, doppelte Umrandung =

verschiedene Patienten derselben Klinik (FG 76 und FG 77 sind Isolate desselben
Patienten), K = C. parapsilosis—Kontrollstamm (ATTC 22013).

3.5.3. Verwandtschaftsgrad der Gruppe C. lusitaniae

Studien- Verwandt-

Herkunft RAPD (RPO2) IR-PCR
nr. schaftsgrad

FG 628 ) héchstwahr. héchstwahr. L )
Kiel moglicherweise verwandt
FG 630 héchstwabhr. nicht auswertbar
FG 653 héchstwabhr. héchstwabhr. .
Speyer héchstwahr. verwandt
FG 656/2 héchstwahr. héchstwahr.

Tabelle 15: Analyse des Verwandtschaftsgrads mittels unterschiedlicher Methoden
durch visuellen Vergleich der Bandenmuster der C. lusitaniae-Isolate; Einzelisolate
sind nicht abgebildet; héchstw. verw. + hdchstw. verw. = héchstw. verw.; hdchstw.
verw. + nicht auswertbar = méglicherw. verw.; Legende: [ = Patienten einer Kilinik.

Bei Vorliegen mehrerer Isolate aus Speyer konnte diesen ein ,héchstwahrscheinlicher*
Verwandtschaftsgrad zugeordnet werden und somit Rulckschlisse auf eine
gemeinsame Herkunft geschlossen werden (siehe Abbildung 15 und 16). Die Kieler
Isolate jedoch wurden nur als ,mdglicherweise verwandt“ befunden, da die IR-PCR im
Falle des Isolats FG630 kein verwertbares Ergebnis lieferte. Ein Einzelisolat galt als
»,moglicherweise verwandt“ mit den Utbrigen C. lusitaniae-Genotypen.
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Abbildung 15: RAPD-PCR von C. lusitaniae-Isolaten (1-K;) und C. guilliermondii-
Isolaten (6-K,) verschiedener Patienten; gewellte Umrandung = mehrere Isolate
desselben Patienten unterschiedlicher Isolationsorte, doppelte Umrandung =
verschiedene Patienten derselben Kilinik, K; = C. lusitaniae—Kontrollstamm (CBS
5901), K> = C. guilliermondii-Kontrollstamm (CBS 1909).

52



Ko

¢ : ¢ ¢
M FG | FG FG | FG FG K;FG FG FG FG FG
1.656/1 656/3. 477 ~ 171 172

NANAN

64 | 628 630 | 653 656/2

M 1 2 3 4 5 Ky 6 7 8 9 10 K

Abbildung 16: IR-PCR von C. lusitaniae-Isolaten (1-K;) und C. guilliermondii-Isolaten
(6-K>) verschiedener Patienten; gewellte Umrandung = mehrere Isolate desselben
Patienten unterschiedlicher Isolationsorte, doppelte Umrandung =  verschiedene
Patienten derselben Klinik, K; = C. lusitaniae—Kontrollstamm (CBS 5901), K, = C.
guilliermondii-Kontrollstamm (CBS 1909).

3.5.4. Verwandtschaftsgrad der Gruppe C. guilliermondii

Studien- Verwandt-
| Herkunft RAPD (RPO2)
nr. schaftsgrad
(FG 171) héchstwahr. héchstwahr. .
Greifswald héchstwahr. verwandt
(FG 172) héchstwahr. hochstwahr.
(FG 656/1) nicht verwandt héchstwabhr. L .
Speyer moglicherweise verwandt
(FG 656/3) nicht verwandt hochstwahr.

Tabelle 16: Analyse des Verwandtschaftsgrads mittels unterschiedlicher Methoden
durch visuellen Vergleich der Bandenmuster der C. Guilliermondii-Isolate; Einzelisolate
sind nicht abgebildet; Legende: ] = Patienten einer Klinik, ( ) = mehrere Isolate eines
Patienten unterschiedlicher Isolationsorte.

Mit Hilfe des von der Studienleitung festgelegten Schemas konnte bei zwei Isolaten
eines Patienten (,FG171“ und ,FG172%) aus Greifswald eine ,hdchstwahrscheinliche®
Verwandtschaft bestatigt werden. Die beiden Isolate aus Speyer wiesen nur eine
»,moglicherweise” Verwandtschaft auf (siehe Abbildung 15/16). Ein Einzelisolat galt
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ebenso als ,mdglicherweise“ verwandt im Abgleich mit den tbrigen C. guilliermondii-
Isolaten.

3.5.5. Verwandtschaftsgrad der restlichen Candida-Isolate

Studien- . Verwandt-
Herkunft Spezies RAPD (RPO2) IR-PCR
nr. schaftsgrad
FG 506/2 Duisburg C. glabrata wahrscheinlich nicht verwandt | maglicherweise verwandt
FG 633 Wiesbaden | C. glabrata wahrscheinlich nicht verwandt| moglicherweise verwandt
FG 343 Datteln C. krusei + - keine Auswertung
Tabelle 17: Analyse des Verwandtschaftsgrads mittels unterschiedlicher Methoden;
Legende: ,+“ = Unterscheidung von der Kontrolle, ,-“ = keine Unterscheidung von der
Kontrolle.

Bei den restlichen Candida-Isolaten lag nur eine geringe Isolatanzahl vor, was eine
Verwertbarkeit ausschliet. Hinsichtlich der Auswertung innerhalb der Methoden wurde
an den von der Studienleitung vorgenommenen Falldefinitionen festgehalten, und
beide Isolate gegeneinander verglichen. Das Ergebnis der Auswertung bei den zwei
Isolaten der Gruppe C. glabrata lasst nur auf eine ,mdglicherweise” bestehende
Verwandtschaft der Genotypen schlieBen. Bei dem einzigen C. krusei-Isolat wurde nur
die Unterscheidung vom Kontrollstamm zur Auswertung der einzelnen Verfahren

herangezogen.

4. Diskussion

Die moderne Intensivmedizin ermdglicht, dass immer mehr unreife Frihgeborene mit
niedrigem (VLBW, Geburtsgewicht < 1500g) und sehr niedrigem Geburtsgewicht
(ELBW, Geburtsgewicht < 1000g) Uberleben kdnnen. Dies hat zur Folge, dass Frih-
geborene aufgrund ihres noch unreifen Immunsystems einer Reihe von mdglichen
Infektionen ausgesetzt sind, die bei normalgewichtigen Neugeborenen eher eine unter
geordnete Rolle spielen. Neben der early und late onset B-Streptokokken-Infektionen
gewinnt die neonatale Candidiasis bei unreifen Frihgeborenen immer mehr an
Bedeutung {40}. Trotz verbesserter Betreuung der Neugeborenen ist die Mortalitat bei
Frihgeborenen mit systemischer Candidiasis, welche die Standardtherapie aus
Amphotericin B und 5-Fluorocytosin erhalten, weiterhin mit 25-54% sehr hoch
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{6,11,24,40,43,55}. In anderen Quellen rangieren die Mortalitadtsraten mit 25-60% unter
Jow-birth-weight“ Frihgeborenen noch etwas héher {41,44,56,88}. Benjamin et al. {32}
beschreiben eine Mortalitdtsrate von 38% bei mit Candida-Spezies infizierten
Patienten. Vergleicht man diese Zahlen mit denen, die Baley et al. aus dem Jahr 1984
mit 60-70% angeben {43}, wird eher eine Abnahme der Mortalitdt erkennbar. Bei
anderen Autoren liegt die Mortalitdt mit 20-40% wesentlich unter der von 1984
{24,41,88}. Aufgrund der meist nicht vergleichbaren Studienergebnisse ist objektiv
gesehen eher eine Zunahme der Mortalitdt aufgrund der immer unreiferen
Friihgeborenen zu erkennen.

Obwohl die Bedeutung systemischer Pilzinfektionen auf Frihgeborenen-Intensiv-
stationen zunehmend ist, ist dennoch wenig Uber deren Epidemiologie bekannt {57}.
Vor allem in Bezug auf den Kolonisationsstatus und damit verbundenen Risikofaktoren
fehlen Erhebungen. Die Angaben zur Inzidenz systemischer Pilzerkrankungen
variieren erheblich. So beschreibt Saiman {7} die Inzidenz als umgekehrt proportional
zum Geburtsgewicht. Auch Stoll und Gordon et al. {89} sehen die Infektionsrate, v.a.
bei late-onset-Sepsis durch gram-positive Erreger, aber auch durch Pilze, invers zum
Geburtsgewicht. Huang et al. {52} legen die Inzidenz unabhangig von Gewichtsklassen
eher allgemeiner auf 2-5% fest {39,40}. Etwas hdéher liegen die Inzidenzzahlen bei
Baley et al. und Faix et al. mit 2-6% {3,39}. In einer anderen Studie erfolgte der
Ausbruch der systemischen Infektion nach durchschnittlich 33 Tagen {43}. Mit einer
Inzidenz von 5% liegen Rowen et al. {23} zwar im Mittelfeld, allerdings gehen sie davon
aus, dass ein Zusammenhang zwischen der Dauer einer Antibiotikatherapie und der
Kolonisation der Patienten besteht, eine darauf folgende Erkrankung an einer
systemischen Candida-Infektion damit jedoch nicht korreliert. Genau dieser
Zusammenhang wurde bei anderen Autoren diskutiert {39,41,43} und war auch Teil

dieser Arbeit, sowie weitere Untersuchungen hinsichtlich des Kolonisationsstatus.

4.1. Allgemeine Patientendaten am Abstrichtaqg

Geschlechtsverteilung

Am Stichtag konnten 318 Friihgeborene in die Studie eingeschlossen werden. Die
Stichprobe erwies sich als reprasentativ, da nahezu alle Bundeslander (mit Ausnahme
von Sachsen-Anhalt), mit allen Stadt- und Unikliniken bzw. speziellen Perinatalzentren

und ebenso beinahe alle Risikoschwangerschaften bzw. —geburten am Stichtag erfasst
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wurden. Die Verteilung der Geschlechter war beinahe ausgeglichen, so lag sie mit
48,7% (n = 155) der mannlichen Frihgeborenen etwas niedriger, als mit 51,3%
(n = 163) bei den weiblichen Patienten. Campell et al. und Santos et al. {12,90} und
verschiedene andere Autoren {59,91,92} konnten hingegen in ihren Studien eher eine
geringe Uberreprasentierung des mannlichen Geschlechts bemerken, die sich
allerdings aufgrund geringer Fallzahlen als nicht signifikant erwies.

Geburtsgewicht im Zusammenhang mit Besiedelung

Aufgrund des groBen Patientenkollektivs konnten in den einzelnen Gewichtsgruppen
reprasentative Fallzahlen ermittelt werden. Somit konnten wir die These von Faix et al.
und Baley et al. {3,39}, welche die Infektionsinzidenz in Abhangigkeit u.a. von der
Kolonisation der Friihgeborenen mit Candida-Spezies sehen, in Korrelation mit der
Kolonisationsrate in der jeweiligen Gewichtsklasse bringen. In der Gruppe ,0-500g"
(n = 6) konnte in 50% (n = 3) der Falle eine Kolonisation nachgewiesen werden. In der
Gruppe der ELBW Frihgeborenen (n =126) waren 44 Patienten (Kolonisationsrate:
34,9%) besiedelt. Bei den insgesamt 316 VLBW konnte nur bei 28 Friihgeborenen
(Kolonisationsrate: 22,6%) eine Besiedelung nachgewiesen werden. Vergleicht man
unsere Kolonisationsraten mit denen von El-Mohandes et al. {93} so weichen diese
voneinander ab. Dies kann einerseits durch das erheblich kleinere Patientenkollektiv
(n = 82) bei EI-Mohandes et. al und andererseits durch deren speziellen Isolationsort
~Haut“ (retroaurikulér), welcher bei positiver Kolonisation im Zusammenhang mit einer

vorausgegeangen rektalen Besiedelung gesehen wurde, bedingt sein.

Kolonisationsrate < 1000g < 15009
El-Mohandes et al. {93} 24% 21%
diese Studie 34,9% 22,6%

Tabelle 18: Vergleich der Kolonisationsraten in Bezug auf Gewichtsgruppen. Unser
Wert fiir Frilhgeborene < 10009 beinhaltet auch die Gruppe ,0-500g".

El-Mohandes et al. ordneten die Kolonisationsrate Gewichtsgruppen zu: Dem zufolge
waren 21% (13 von 61) der Patienten unter 15009 und sogar 24% (6 von 25) der
Frihgeborenen unter 1000g besiedelt. Die héhere Kolonisationsrate der vorliegenden
Studie bei den VLBW ist dadurch erklarbar, dass auch besiedelte Friihgeborene
< 500g mit eingeschlossen sind.
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Vergleicht man die Geburtsgewichte mit den in der Literatur erwdhnten, wies das
leichteste Frihgeborene der vorliegenden Studie mit einer gesicherten (positive
Blutkultur) systemischen Candidiasis mit 490g ein weitaus niedrigeres Geburtsgewicht
auf, als das leichteste von Melville et al. {51} (690g als geringstes mittleres
Geburtsgewicht). Generell liegen die Geburtsgewichte dieser Studie im Rahmen der in
der Literatur diskutierten Geburtsgewichte (zwischen 540g und 14009)
{20,22,23,24,38,51,59,63,90, 92,93,94,95}.

Kolonisationsrate

Insgesamt bei 72 Frihgeboren des Patientenkollektivs konnte am bundesweiten
Abstrichtag eine Besiedelung mit einer oder mehreren Pilzspezies in verschiedenen
Kérperregionen nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Gesamt-Besiedelungsrate
von 22,6%. Diese liegt etwas niedriger als die Kolonisationsrate von 26,7%, die Baley
et al. {3} bei Friihgeborenen unter 1500g nachweisen konnten. In dessen Studie ergab
sich eine Besiedelung bei 39 von 146 Patienten auf einer Neugeborenenintensiv-
station. Eine andere Situation beschrieben Rowen et al. {23}: Von 116 VLBW
Frihgeborenen waren 34% (n = 39) Patienten einfach oder mehrfach endotracheal mit
Candida-Spezies besiedelt. Allerdings lag in dieser Studie der Schwerpunkt auf dem
Nachweis einer Kolonisation des Respirationstrakts. Eine Studie von Rangel-Frausto et
al. {18} publizierte eine Kolonisationsrate von 30% in Bezug auf die Stuhlbesiedelung
mit Candida-Spezies der insgesamt 2.847 Patienten. Anzumerken ist, dass ein Teil der
Friihgeborenen zum Zeitpunkt der Uberpriifung des Kolonisationstatus bereits unter
antimykotischer Therapie stand. Eine ndhere Aufschlisselung dieses Umstandes

erfolgt unter ,Antimykotika- und Antibiotikatherapie als Risikofaktoren®.

Besiedelung bei Mehrlingen

Aufgrund unserer reprasentativen Patientenzahl in Perinatalzentren sowie
Frihgeborenenintensivstationen sind allein 18,2% (n = 58) der Studienteilnehmer
Mehrlingsgeburten. Zwar ist der Aufwartstrend der Mehrlingsschwangerschaften
weltweit zu bemerken, dennoch finden sich nur sehr wenige Informationen oder
Studien Uber Mehrlingsinfektionen mit pilzlichen Erregern. Meist liegen diese wegen
der geringen Fallzahlen in Form von ,Case reports® vor. So berichtet Schwesinger {96}
Uber ein frlhgeborenes Zwillingspaar (26 SSW) mit einer disseminierten Candidiasis.

57



Bei beiden Zwillingen wurde eine systemische Infektion nachgewiesen, jedoch
Uberlebte nur ein Kind. Des weiteren berichten Sood et al. {97} von einem
Zwillingspaar mit systemischer Candidiasis. Zwilling | erkrankte kurz nach der Geburt,
wohingegen Zwilling Il erst nach 26 Tagen Symptome der Dissemination zeigte. Auch
hier gesundete nur ein Zwillingspartner (Zwilling Il).

Genaue Zahlen Uber Besiedlungsraten bei Mehrlingen fehlen bis heute. In unserer
Studie befanden sich funf besiedelte frihgeborene Mehrlinge (8,6%), die insgesamt
vier Zwillingspaaren zugeordnet werden konnten. Hierbei ist anzumerken, dass nicht
beide Partner des Paares besiedelt sein mussten. In einem Fall waren tatsachlich
beide Zwillingspartner besiedelt, wobei zusatzlich noch die selbe Pilzspezies
nachgewiesen werden konnte (Malassezia furfur). Im Falle der drei restlichen Paare
lag nur bei einem dazugehérigen Partner eine Besiedlung mit Pilzen vor (zweimal C.
albicans, einmal C. parapsilosis).

Hinsichtlich der Zunahme von Mehrlingsschwangerschaften sollte diese Gruppe der
Risikofrihgeborenen in  Zukunft vermehrt Gegenstand von Studien Uber

Kolonisationsraten und Infektionsentwicklung sein.

Gestationsalter im Zusammenhang mit Besiedelung

Versucht man die Besiedelungsrate mit dem Gestationsalter der Frihgeborenen in
Relation zu setzen, féllt auf, dass mit sinkendem Gestationsalter die Kolonisationsrate
steigt. Auch Karlowicz et al. konnten dies zeigen {98}. Der Hauptanteil der besiedelten
Patienten (n = 34 oder 47,2%) vorliegender Studie kam mit einem Gestationsalter von
24-27 SSW zur Welt. Die zweitgrdBte Gruppe bildeten 31 kolonisierte Friihgeborene
(43%) mit einem Gestationsalter von 28-31 SSW. Bei steigendem Entwicklungsalter
nimmt die Besiedelungsrate ab. Somit zeigten nur noch 5 Friihgeborene (6,9%) bei
einem Gestationsalter von 32-36 SSW eine Kolonisation. Die Kolonisationsrate von
2,7% lag bei einem Gestationsalter von 20-23 SSW sehr niedrig, erklarbar durch die
geringe Patientenanzahl mit diesem Entwicklungsalter. Somit kann eine Verbindung zu
der Feststellung von Karlowicz et al. {98} geknUpft werden, in welcher allerdings
vorwiegend ein Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter und einer Candidiasis
diskutiert wurde. Sie stellten in ihrer Studie fest, dass mit einem Gestationsalter von
23-24 SSW > 35%, mit 25-26 SSW > 10%, mit 27-28 SSW ~ 5% und > 28 SSW kein
Frihgeborenes eine Candidiasis aufgewiesen hat. In der Arbeit von EI-Mohandes et al.
{93} lag das mittlere Gestationsalter der kolonisierten Friihgeborenen bei 28 + 0,8
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SSW, wohingegen sich das gemittelte Gestationsalter der nicht besiedelten
Frihgeborenen bei 30 + 0,4 SSW bewegte. In der Studie von Kaufman et al. {95} Uber
das Fir und Wider einer antimykotischen Prophylaxe bei sehr unreifen Friihgeborenen,
lag das Gestationsalter der zwei gebildeten Patientengruppen zwischen 25,5 SSW -
25,7 SSW. Vergleicht man nun diese Zahlen mit unseren Féllen der systemischen
Candida-Infektion, fallt auf, dass in der Gruppe von 20-23 SSW ein Friihgeborenes, mit
24-27 SSW sechs Friihgeborene und weiterhin nur ein Patient in der Gruppe von 32-36
SSW zu verzeichnen waren, die eine systemische Pilzinfektion entwickelt haben. Wie
bereits erwdhnt muss die geringe Patientenanzahl in der Gruppe von 20-23 SSW
berlicksichtigt werden. Der bei Karlowicz et al. {98} gefundene Zusammenhang
zwischen niedrigem Gestationsalter und Entwicklung einer Candidiasis kann mit

Ausnahme der Gruppe von 20-23 SSW mit unseren Ergebnissen bestatigt werden.

Geburtsmodus im Zusammenhang mit Besiedelung

Harms et al. {15} sahen eine Relation zwischen dem Geburtsmodus und der
Kolonisation mit Pilzen. In ihrer Studie wurde eine Sectio-Rate von 88% erreicht,
worauf sie die niedrige Candida-Kolonisation von 8,8% (37 von 422) zurlckfuhrten.
Zudem kamen alle mukokutan kolonisierten Frihgeborenen per Spontangeburt (12%)
zur Welt. Sie schlossen daraus, dass eine Vermeidung der Passage des
Geburtskanals mit der méglichen peripartalen Aspiration von Hefezellen und spaterer
gastrointestinaler Besiedelung, zur Kolonisationsreduktion bei Frihgeborenen, sowohl
mukokutan, als auch gastrointestinal fihrt. Bei Baley et al. {3} betrug die
Kolonisationsrate 76,9% bei vaginal entbundenen Frihgeborenen, im Gegensatz zu
23,1% bei Kindern, die per Sectio zur Welt kamen. Dieser Unterschied kann in unseren
Ergebnissen nicht widergespiegelt werden. Von 318 Patienten wurden 282 (88,7%) per
sectio geboren, wovon bei 62 (21,9%) eine Besiedelung festgestellt wurde. 36 (11,3%)
wurden spontan entbunden. Hier wurde eine Kolonisation bei 10 (27,7%)
nachgewiesen. Auch bei El-Mohandes et al. {93} fand sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Geburtsmodus. Der sich angeblich auf die Infektions-
entstehung negativ auswirkende Einfluss der vaginalen Spontangeburt oder gar die
Bewertung als ein zusatzlicher Risikofaktor kann durch unsere Ergebnisse nicht
mitgetragen werden. Die Tatsache, dass derart unreife Frihgeborene meistens per
Sectio entbunden werden, spiegeln auch unsere unzureichenden Daten hinsichtlich der
Risikobeurteilung der vaginalen Entbindung wider. Daher sind Aussagen in Bezug auf
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den Zusammenhang zwischen Geburtsmodus und Kolonisation in dieser Studie als

nicht reprasentativ zu bewerten.

Erregerspektrum

Als wichtigste systemische Pilzinfektion auf der Frihgeborenenintensivstation wird
mehrheitlich die Candidiasis genannt {55,65}, die am haufigsten durch C. albicans
{6,7,40,41} hervorgerufen wird. Jedoch steigt die Anzahl der Candidiasis, die durch
non-albicans Candida spp., wie C. parapsilosis, verursacht werden vor allem bei
Frihgeborenen {11,24,91} stark an. Meist steht dies im Zusammenhang mit langen
Liegezeiten von zentralen Venenkathetern {25}. Wie bereits erwahnt wird in
zunehmender Zahl, ndmlich in 15% der Félle einer neonatalen Candidiasis, C.
parapsilosis als Erreger isoliert {7,24,37,64}. Eher seltener wurde auch C. tropicalis als
Ursache der Candidiasis gefunden {3,35,99}. Die ehemals als apathogen angesehene
Hefe C. glabrata {19} wurde Ende der 70er Jahre als Erreger opportunistischer
Infektionen entdeckt {6,43}. In der ESPED-Studie {64} dominierte die Gruppe der C.
albicans-lsolate vor der Gruppe der non-albicans-Spezies. Jedoch stellte hier C.
parapsilosis mit 46% den haufigsten Vertreter dar, gefolgt von C. tropicalis und C.
glabrata mit je 15%.

Unsere Ergebnisse bestatigten die Dominanz der Candida-Spezies bei der
Besiedelung von Risikofrlhgeborenen. Mit insgesamt 58 Candida-Isolaten
verschiedener Spezies stellten sie die Haupterregergruppe dar, die am bundesweiten
Abstrichtag  isoliert  wurde.  Mehrfachbesiedelungen in  unterschiedlichen
Kérperregionen mit demselben Keim wurden jeweils einfach gewertet. Ebenso fanden
sich bei sieben, der im Follow-up-Intervall diagnostizierten acht systemischen
Infektionen, Candida-Spezies als verursachende Keime. In einem Fall konnten nur
.Hefen“ als Erreger identifiziert werden. Bei der Speziesidentifikation bildete C.
albicans mit 30 Isolaten die gréBte Gruppe. Literaturangaben zu Folge rangieren
Isolationsraten fir C. albicans zwischen 22-96%. Unsere Ergebnisse liegen hier mit
51,7% im oberen Mittel {3,12,20,22,23,32,40,41,90,91,92,94,95,100,101,102,103
104,105}. Mit 15 Isolaten rangierte C. parapsilosis an zweiter Stelle. In vielen
Literaturstellen liegen Haufigkeitsverteilungen dieser Spezies zwischen 10-77,8%
{3,12,20,22,23,32,41,59,90,91,92,93,94,95,99,101,102,103,104,105,106,107}. Die Er-
gebnisse der vorliegenden Studie lagen mit 25,8% im unteren Niveau. Andere Autoren
hingegen bemerken, dass C. parapsilosis die Dominanz von C. albicans verdrangen
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wird {11}. Anhand unserer Kolonisationsraten kénnen wir diese Tendenz nicht
bestétigen.

Folgende Tabelle spiegelt die Erregerverteilung von Candida-Spezies in verschiedenen
Studien in Bezug auf die einfache Kolonisation von Frihgeborenen wider und nicht bei

einer Candidiasis:

Rowen et al. {67} 73% - - - - - -
Baley et al. {69} 61,5% 17,9% - - - - 7.7%
El-Mohandes et al. {93} 44% 56% - - - - -
diese Studie 51,7% 25,8% 8,6% 8,6% 3,4% 1,7% -

Tabelle 19: Angaben verschiedener Autoren zur Haufigkeit der einzelnen Candida-
Spezies. C. alb = C. albicans, C. para. = C. parapsilosis, C. guill. = C. guilliermondii, C.
glab. = C. glabrata, C. lusi. = C. lusitaniae, C. krus. = C. krusei, C. trop. = C. tropicalis.

Wie bereits erwahnt wird eine generelle Wende von C. albicans zu non-albicans
Candida-Spezies beschrieben {11,91}. Jedoch lagen unsere Ergebnisse der
Isolationsraten bei C. albicans doppelt so hoch wie bei C. parapsilosis. Stellt man aber
die Zahl der C. albicans-Isolate (n = 30) denen der non-albicans-lsolate (n = 28)
gegenulber, so scheint das Verhéltnis beinahe ausgeglichen und ein Shift in Richtung
non-albicans-Spezies erkennbar. Die Haufigkeitsraten flr C. glabrata liegen je nach
Autor bzw. Studie bei 1,6-10,3%, fir C. lusitaniae zwischen 1,6-10%, far C.
guilliermondii bei 0,8-16,7%, fur C. krusei 2-8,7% und fur C. tropicalis zwischen 2,4-
15% {3,12,22,23,32,41,59,90,92,95,100,101,107,108,109,110,111}. Unsere Isolations-
raten lagen bei C. guilliermondii (n = 5) mit 8,6%, bei C. lusitaniae (n = 5) ebenfalls mit
8,6%, bei C. glabrata (n = 2) mit 3,4% und bei C. krusei (n = 1) mit 1,7% innerhalb
dieser publizierten Daten. Zu anderen Candida-Spezies konnten keine Daten erhoben
werden.

Neben Candida-Spezies bildeten Malassezia-Spezies mit 27 Isolaten die nachst
gréBere Gruppe. Rowen et al. {23} berichteten Uber eine Haufigkeitsrate dieser Pilz-
Spezies von 17,6%, welche in unseren Untersuchungen mit einer Isolationsrate von
29,6% deutlich hoher liegt. Andere Literaturstellen geben Kolonisationsraten fir
Malassezia zwischen 35-91% an {112}.
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Antimykotika- und Antibiotikatherapie als Risikofaktoren

In der Literatur sind zahlreiche Risikofaktoren beschrieben, die bereits ausfihrlich
erwahnt wurden. Diese Studie beschrénkte sich darauf diese Risikofaktoren allgemein
im Formblatt 2 abzufragen. Die Situation der Frihgeborenen mit einer systemischen
Infektion wird spater dargestellt. Als einen bedeutenden Faktor in der Entstehung einer
systemischen Candida-Infektion sehen viele Autoren die Therapie mit Breitspektrum-
Antibiotika {65,37,38,41,3,112,7}. Oftmals ist eine solche Therapie indiziert, da die
Patienten gleichzeitig antimykotisch behandelt werden, weil zum Beispiel eine pilzliche
Besiedelung oder Infektion vorliegt. Die Antibiotikatherapie stellt somit eine
prophylaktische Gabe gegen bakterielle Infektionen dar. Dennoch wirkt sich diese
Kombinationstherapie begiinstigend auf die Kolonisation und eine Anderung des
Resistenzverhaltens aus. Unsere Ergebnisse zeigen, dass von 318 Frihgeborenen
insgesamt 151 eine prophylaktische oder therapeutische antibiotische Therapie
erhalten haben. Eine gleichzeitige Kolonisation wiesen aber nur 53 (35%) auf, und in
98 (64,9%) Fallen konnte keine Kolonisation nachgewiesen werden. Zur Erganzung
muss erwahnt werden, dass die Antibiotikaprophylaxe als solche, im Formblatt 2 nicht
dezidiert erfragt wurde, sondern nur nach einer allgemeinen Antbiotika-Therapie
gefragt war. Unsere Auswertung zeigte eine Signifikanz zwischen einer Antibiotikagabe
und einem positiven Kolonisationsstatus (p < 0,001), weshalb eine Antibiotikatherapie,
egal ob prophylaktisch oder therapeutisch verabreicht, generell als Risikofaktor
angesehen werden muss. Hinsichtlich der Auswertung zur alleinigen Antimykotika-
Therapie verhielt es sich ahnlich wie mit der Antibiotika-Gabe, allerdings wurde hier im
Formblatt 2 dezidiert nach der Indikation gefragt. Insgesamt 84 (26,4%) Frihgeborene
wurden antimykotisch behandelt, worunter sich wiederum nur 16 (19,1%) besiedelte
befanden. Dahingegen blieben 56 (23,9%) ebenfalls kolonisierte Frihgeborene
unbehandelt. Somit erhielten 68 (80,9%) Patienten, die keine pilzlichen Erreger
aufwiesen, eine antimykotische Prophylaxe, die sich bei 56 Frihgeborenen auf die
alleinige topische Therapie beschrankte. Jedoch in neun Féllen wurde eine
systemische und bei drei Patienten ein Kombinationstherapie aus systemischem und
lokalem Antimykotikum gewahlt. Von den 16 besiedelten Frihgeborenen erhielten
insgesamt 13 Fruhgeborene eine rein topische Anwendung der Antimykotika. In zwei
Féllen kamen nur systemisch wirkende Substanzen zum Einsatz. Ein Frihgeborenes

erhielt eine Kombination aus beidem.
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Hinsichtlich der Indikation wurde in 62 Fallen eine prophylaktische Gabe angegeben,
wodurch die hohe Behandlungsrate unbesiedelter Kinder zum Teil erklarbar wird. Der
Verdacht auf Pilzinfektion (n = 2) fuhrte in zwei Fallen zur empirischen Therapie der
maoglichen Pilzinfektion. Des weiteren wurden als Indikationen angegeben:
Amnioninfektionssyndrom (n = 2), Soordermatitis (n = 2), nekrotisierende Enterocolitis
(n = 2), bronchopulmonale Dysplasie (n = 2), vaginale Pilzinfektion der Mutter (n = 2),
unter Kortikosteroidtherapie (n = 2) und Sepsis (n = 1). Betrachtet man sich die Daten
hinsichtlich einer gleichzeitigen Antibiotika- und Antimykotika-Therapie, stellt man fest,
dass auch in diesem Fall oft vom Einsatz dieser Kombinationstherapie trotz geringer
Besiedelungsrate Gebrauch gemacht wird. 56 Patienten wurden gleichzeitig
antibiotisch und antimykotisch behandelt, worunter sich aber nur 12 (21,4%) der mit
Candida-Spezies besiedelten Friihgeborenen befanden.

Aus diesen Angaben kann man schlieBen, dass die Entscheidung Uber den Einsatz
von hochpotenten Pharmaka in manchen Fallen eventuell vorschnell und ohne die
genaue Kenntnis einer etwaigen Kolonisation getroffen wird, und die prophylaktische
Gabe von Antimykotika bei Hochrisikopatienten oftmals einen etablierten Standard
darstellt. Hierbei ist aber nicht zu vernachléssigen, dass gerade bei den Hochrisiko-
Frihgeborenen kein Entscheidungsspielraum zum Abwéagen des Fur und Widers eines
Einsatzes von Antibiotika oder Antimykotika bleibt. Dennoch wird der Einsatz einer
prophylaktischen Gabe von antimykotischen Substanzen in der Literatur stark
diskutiert. Sims et al. {113} verabreichten 33 Frihgeborenen (< 1250g) alle acht
Stunden 1 ml (100,000 units/ml) Nystatin bis eine Woche nach Extubation. Verglichen
mit der Kontrollgruppe (n = 34; < 1250g) sank die Kolonisationsinzidenz auf 12% im
Gegensatz zu 44% in der Kontrollgruppe, die kein Nystatin erhielten. Auch hinsichtlich
des Auftretens invasiver Pilzerkrankungen sank die Zahl auf 6% versus 32% in der
Kontrollgruppe. Kontrar hierzu ist die Meinung von Johnson et al. und Faix et al.
{39,55}, die durch eine orale Nystatin-Prophylaxe keine Verhinderung einer
systemischen Erkrankung sehen. Von funf der Frihgeborenen bei Johnson et al. {55}
wurden vier von Geburt an mit Nystatin (oral) behandelt, und entwickelten dennoch
eine systemische Infektion. Auch bei Baley et al. {3} sank die Inzidenz der Candidiasis
bei VLBW trotz Nystatin-Prophylaxe nicht unter 3%. Neben der Nystatin-Prophylaxe
steht nun mehr und mehr eine prophylaktische Behandlung mit Fluconazol im Fokus
der Experten. Auch hier werden unterschiedliche Meinungen in der Literatur vertreten.
Kaufman et al. {95} zeigten, dass eine Fluconazol-Prophylaxe wéhrend der ersten

sechs Lebenswochen, effektiv genug zur Vorbeugung der Pilzbesiedelung und der
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Entwicklung einer invasiven Pilzinfektion bei ,extremely-low-birth-weight-infants® ist.
Des weiteren konnte in dieser Untersuchung keine Entstehung von Resistenzen
beobachtet werden. Es muss darauf hingewiesen werden, dass die Autoren dieser
Studie schon bei einer positiven Urinkultur die Diagnose einer systemischen
Pilzinfektion stellten. Positive Urinbefunde und besonders Beutelurine sind daher
aufgrund der Kontaminationsgefahr durch Hautbesiedelung kritisch zu bewerten. Dies
hat zur Folge, dass die Zahlen der systemischen Infektion der Kaufman-Studie {95} in
der Kontrollgruppe mit dem Placebo deutlich hdher zu liegen scheinen. Auch konnte in
dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied in der Mortalitat zwischen der Fluconazol-
und Placebogruppe ermittelt werden. Neely und Schreiber {114} vermuten, dass beim
Einsatz einer allgemeinen Fluconazol-Prophylaxe bei VLBW die ohnehin schon
schlechte Resistenzlage auf Kindersauglingsstationen verschlechtert wird. Sie
verweisen auf die Studie von Kicklighter et al. {27}, in welcher die Effektivitat einer
Fluconazol-Prophylaxe hinsichtlich der Reduzierung der rektalen Kolonisation mit
Candida-Spezies bei VLBW untersucht wurde. Zwar wurde deutlich, dass mit Hilfe der
Prophylaxe die Kolonisationsrate in der Fluconazol-Gruppe (n = 53) auf 15,1% versus
46% in der Placebo-Gruppe (n = 50) gesenkt wurde, hinsichtlich der Daten zur
Entwicklung einer systemischen Candida-Infektion, mit jeweils zweier ,Outbreaks® in
beiden Gruppen, keine Unterschiede gefunden wurden. Aufgrund der geringen Fallzahl
wurden keine Verdnderung in den MHK- und Resistenzdaten beobachtet. Zwar
gestanden Neely und Schreiber {114} der Prophylaxe eine Reduzierung der
Kolonisation zu, dennoch konnte ihrer Meinung zufolge keine klinische Signifikanz
bewiesen werden. Daher sehen beide keine Rechtfertigung flir den Einsatz einer
breiten Fluconazol-Prophylaxe bei VLBW. Auch Saiman {7} &uBert sich in ihrer Arbeit
zum Einsatz einer Prophylaxe mit Fluconazol kritisch. Sie konnte einen Rickgang im
Auftreten von systemischen Pilzinfektionen, jedoch keine signifikante Reduzierung der
Mortalitat verzeichnen.

Anhand der Ergebnisse dieser Studie und nach Vergleich der diskutierten Literatur
sehen auch wir die breite Gabe einer systemischen antimykotischen Prophylaxe als
kritisch an. Neben fehlenden einheitlichen neonatologischen Falldefinitionen zur
Einteilung systemischer Pilzinfektionen erschwert darlber hinaus die zunehmende
Veranderung der antimykotischen Empfindlichkeit ein generelles Pro oder Contra zur
Antimykotikaprophylaxe. Zunédchst sollten einheitliche Falldefinitionen erarbeitet
werden und anhand dieser, jeder einzelne Fall hinsichtlich der individuellen

Patientensituation, auf eine nétige vorsorgliche Antimykotikagabe abgewéagt werden.
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Hinsichtlich der ELBW ist die Uberlegung fiir den Einsatz einer generellen
Antimykotika-Prophylaxe bzw. den Beginn einer empirischen Therapie bei Nachweis

einer Kolonisation an mindestens zwei Isolationsorten zu erwagen.

Parenterale Erndhrung im Zusammenhang mit Besiedelung

Auch die parenterale Erndhrung der Frihgeborenen wird allgemein als
pradisponierender Faktor bei der Entstehung invasiver Pilzerkrankungen angesehen
{34,38,93,100,115}. Gerade die lipophile Hefe Malassezia, die in unserer Arbeit als
Nebenbefund zahlreich (n = 27) isoliert wurde, sieht in den Fettemulsionen {112} und
Glucoselésungen, die u.a. als Nahrungsersatzmittel verabreicht werden, ein optimales
Milieu sich zu vermehren. Doch auch Candida-Spezies finden hiermit hervorragende
Wachstumsbedingungen vor. Des weiteren beginstigt der fehlende Kontakt des
Gastrointestinaltrakts mit Nahrung die Vermehrung von Pilzen verschiedener Spezies.
Die Daten unserer Studie scheinen diese These zu bestatigen. Von 72 mit Candida-
Spezies kolonisierten Patienten wurden 48 (66,7%) Frihgeborene parenteral erndhrt.
Von den Ubrigen 246 Patienten, die keine Candida-Besiedelung aufwiesen, wurden
113 (45,9%) parenteral erndhrt. Hiermit besteht ein signifikanter Zusammenhang
(p = 0,002) zwischen der parenteralen Erndhrung und einer Kolonisation mit Candida-
Spezies. Insgesamt konnten bei allen parenteral erndhrten Patienten 31-mal Candida-
Spezies und in 13 Féllen Malassezia furfur isoliert werden, jedoch trat keine einzige
systemische Infektion durch Malassezia-Spezies verursacht auf, daher bleibt die
pathogenetische Bedeutung des Erregers weiterhin unklar.

Betrachtet man die parenterale Erndhrung der Frihgeborenen im Zusammenhang mit
der moéglichen Enstehung einer invasiven Pilzinfektion wird in der Literatur hier eine
signifikante Assoziation beider Aspekte diskutiert. Bei verschiedenen Autoren finden
sich bei Frihgeborenen mit einer Candidiasis bei 60-100% eine totale parenterale
Erndhrung {21,24,38,42,52,91,93,100,109,108,115}. Kontrovers hierzu fand sich bei
Miller und Elstner et al. zur Untersuchung von Pilzinfektionen auf deutschen
Frihgeborenenintensivstationen im Rahmen der ESPED-Studie {64} kein signifikanter
Zusammenhang (p = 0,226) zwischen der parenteralen Erndhrungssituation und einer
spateren invasiven Infektion bzw. Mortalitdt. In der vorliegenden Studie lag bei allen
acht Fallen mit spaterer Candidiasis eine parenterale Erndhrungssituation vor, jedoch
wiesen nur vier der Patienten am Stichtag eine Kolonisation mit pilzlichen Erregern auf.

Deshalb kénnen nur bedingt Ruckschlisse auf die Korrelation der Erndhrungssituation
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mit der Enstehung einer systemischen Pilzinfektion gezogen werden. Zusatzlich
stellen die acht Félle der Candidiasis nur ein kleines Patientenkollektiv dar.

Besiedelungs- und Lokalisationsorte

Van den Anker et al. {35} beschrieben als Hauptbesiedlungsorte mit Candida-Spezies
den Gastrointestinaltrakt, den Respirationstrakt bzw. die Haut. Auch andere Autoren
konstatierten bei 18-34% der Frlihgeborenen eine Kolonisation des
Gastrointestinaltrakts {7}. Unsere Studienergebnisse stehen hiermit im Einklang. Als
Hauptisolationsort steht mit 37 Candida-Isolaten (63,7%) der Gastrointestinaltrakt an
vorderster Stelle. Hierbei darf allerdings nicht unbemerkt bleiben, dass Candida-
Spezies zuweilen als Kommensale des menschlichen Magen-Darm-Trakts zu finden
sind, so dass sie bei Frihgeborenen mit insuffizienter Abwehrlage als potentielle
Infektionsquelle zu werten sind. Findet zudem eine Besiedelung des Respirationstrakts
statt, ist oftmals mit einer spateren Invasion bzw. einer hohen Pilzlast zu rechnen
{7,23}. Auch wunsere Studie bestatigt eine bevorzugte Besiedelung des
Respirationstraktes. Bei Zusammennahme der oropharyngeal (n = 19) und tracheal,
das heiBt aus Trachealsekret, (n = 2) isolierten Candida-Spezies fanden sich 36,2%
der Isolate im Respirationstrakt. Betrachtet man das Ergebnis der aus dem
Trachealsekret isolierten Spezies separat, weichen unsere Werte (3,4%) von denen in
der Literatur publizierten, die sich zwischen 24,1-53,3% bewegen, ab {3,24,64}.
Allerdings verhalten sich unsere Ergebnisse im Zusammenhang der Isolationsorte bei
systemischen Infektionen mit den vorher genannten Werten konform, worauf aber
spater noch intensiver eingegangen wird.

Dartber hinaus werden zahlreiche andere Isolationsorte fir Candida-Spezies
beschrieben. Allerdings beschréankte sich unsere Studie vorwiegend auf die

Untersuchung der Hauptisolationsorte wie Gastrointestinal- und Respirationstrak.

4.2. Systemische Infektionen im Follow-up-Intervall (Form-

blatt 3/4)

Nach sechs (30.07.2001) Wochen fand eine erneute Datenerhebung, das sogenannte
Follow-up statt. Es diente zur Feststellung der Zahlen hinsichtlich der Entlassungen,
Hospitalisation, Sterberate und aufgetretenen systemischen Infektionen bei den

teilnehmenden Patienten. Insgesamt waren bis zu diesem Zeitpunkt 15 (4,7%)
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Frihgeborene verstorben, ohne dass bekannt wurde, ob eine Pilzinfektion urséchlich
war. Betrachtet man nun die Zahlen innerhalb der Gewichtsgruppen wird auch hier
wieder deutlich, dass die Sterblichkeit stark mit dem Geburtsgewicht assoziiert ist.
Somit starben vier (66,6%) von sechs Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
< 5009, die beiden Uberlebenden waren nach 60 Tagen immer noch hospitalisiert.
Sechs (4,9%) der 120 Frihgeborenen in der Gewichtsgruppe ,501-1000g“ Uberlebten
nicht. Der GroBteil dieser Gruppe, insgesamt 62 Patienten, befand sich allerdings
noch in stationarer Behandlung, wohingegen 53 Friihgeborene schon entlassen waren.
Die gr6Bte Patientenzahl befand sich in der dritten Gruppe (n = 190) mit einem
urspringlichen Geburtsgewicht von ,1001-1500g“. Hierunter wurden finf (2,6%)
Todesfélle, 169 Entlassungen und fiinf weiterhin hospitalisierte Patienten verzeichnet.
Insgesamt konnten 224 (70,4%) Patienten wahrend des Follow-up-Intervalls nach
Hause entlassen werden. Von allen Patienten erkrankten 2,5% an einer systemischen
Infektion. Eine Assoziation des Kolonisationsstatus am Abstrichtag mit der Entwicklung
einer spateren Infektion im Follow-up zeigt, dass 5,5% (n = 4) der am Abstrichtag
besiedelten Patienten (n = 72) eine systemische Pilzinfektion entwickelte. So sprachen
Huang et al. {91} in ihrer Studie ,very-low-birth-weight-infants“ ein erhdhtes Risiko fur
den Erwerb einer Candidiasis zu, wenn sie wahrend der ersten Lebenswoche besiedelt
sind. Singh et al. {116} beschrieben in ihrer Studie eine Kolonisationsrate von 71,4%
der insgesamt 70 Frihgeborenen (Isolationsorte: oropharyngeal, umbilikal, inguinal,
rektal). Die Infektionsrate lag mit 22,8% deutlich héher als unsere, wobei auch hier
erneut unterschiedliche Definitionen und Isolationsorte bei systemischen
Pilzinfektionen eine Rolle spielen. Saiman et al. {14} konnte bei 43% der Patienten mit
spaterer Candidiasis eine vorherige gastrointestinale Kolonisation nachweisen. Bei
Baley et al. {3} lag die Kolonisationsrate bei 26,7%. Auch hier orientierte sich die
Infektionsrate am vorherigen Kolonisationsstatus.

Es muss hinzugefliigt werden, dass diese Daten nur den Standpunkt zum Follow-up-
Termin widerspiegeln. Ein mdglicher Anstieg der Sterbefdlle und systemischen
Infektionen nach diesem Zeitpunkt ist aufgrund der risikobehafteten Situation der
Frihgeborenen allerdings mdglich. Weiterhin wurde im Fragebogen 3 nicht dezidiert
nach den Todesursachen gefragt und es lagen keine Obduktionsergebnisse vor. Daher
bleibt unklar, ob die Frihgeborenen tatsachlich an einer Pilzinfektion verstorben sind.
Alleine das Auftreten von invasiven Pilzerkrankungen musste gemeldet und das
Formblatt 4 (Systemische Pilzinfektionen) zusatzlich ausgeflllt werden. Die zurlick

gesendeten Formblatter der Kliniken aus dem Follow-up-Intervall ergaben acht Falle
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einer systemischen Pilzinfektion, in zwei Fallen konnte der Verdacht auf eine
systemische Infektion, wegen fehlendem Erregernachweis nicht aufrechterhalten
werden.

Da nur wenige grosse Studien bisher auf diesem Fachgebiet existieren, sind nur
geringe publizierte Daten zu finden, die dieser Studie in ihrem grossen reprasentativen
Umfang (reprasentatives Patientenkollektiv, Follow-up) entsprechen, und zeigt, dass
noch erhebliche Wissensdefizite bestehen.

4.2.1. Isolationsorte bei systemischer Infektion

In der Literatur werden unterschiedliche Haufigkeiten zu den Isolationsorten der
Erreger bei invasiven Pilzerkrankungen angegeben. So gaben Johnson et al. {55} bei
einer Candiddmie, im Falle von ,very-low-birth-weight-infants”, den Liquor mit 52%,
Urin mit 48% und Blut mit 45% als haufigste Isolationsorte an. Darliberhinaus konnten
sie Erreger durch langere Kultur oder nach dem Tod aus Knochen/Gelenken (26%),
Augen (23%), Lunge (13%), Hautabszessen (10%), Herz (6%) und Peritoneum (3%)
isolieren. In der vorliegenden Studie sind die Hauptisolationsorte der Erreger bei einer
systemischen Pilzinfektion positive Urinkulturen (n = 4) (meist Beutelurine) und
Zentrale-Venenkatheter-Spitzen (n = 4). Darauf folgen Isolationsorte wie Tracheal-
sekret (n = 2), positive Blutkulturen (n = 1), Magensaft (n = 1) und ein Hautabstrich
(n = 1). Es muss Erwahnung finden, dass diese Studie eine reine Kolonisationsstudie
war, jedoch im Follow-up nach den Isolationsorten bei Candidiasis gefragt wurde. Eine
multifokale Besiedelung wie bei Johnson et al. {55} sowie in der Vorgangerstudie zur
Untersuchung von systemischen Pilzinfektionen auf Neugeborenenintensivstationen im
Rahmen der ESPED (Erhebungseinheit flr seltene padiatrische Erkrankungen in
Deutschland) von Muller und Elstner et al. {64} in 65% der Falle beschrieben, lag auch
in unserer Studie bei 50% (n = 4) der systemischen Infektionen vor. Anhand dieser
Verteilung spiegelt sich die Bevorzugung des Urogenitaltraktes von Candida-Spezies
wider {96,117,118}. Allerdings lagen die Isolationsraten fiir Candida-Spezies anderer
Autoren niedriger als die unseren. Sastre et al. {104} berichten von 28%, fir aus dem
Urin isolierte Candida-Spezies, Johnson et al. {55} nennt den Urin als zweithaufigsten
Isolationsort mit 48%. Zentrale-Venenkatheter-Spitzen und Blut stellen in
verschiedenen publizierten Ergebnissen die Hauptisolationsorte dar. Somit wiesen
Sastre et al. {104} in 66%, Johnson et al. {55} in 45%, Khatib et al. {68} in 50% und
Muller und Elstner et al. {64} in der Vorgéngerstudie in 67,9% Candida-Isolate im Blut
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nach. Anhand unserer Ergebnisse stellten, unter Zusammennahme von ZVK-Spitzen
und Blutkulturen (n = 5), diese den Hauptisolationsort dar. An zweiter Stelle rangierte
der lIsolationsort ,Urin“ (n = 4). Gefolgt von ,Trachealsekret® als dritthaufigstes
kolonisiertes Material (n = 2). Bei Saxen et al. {24} reprasentierte das endotracheale
Sekret sogar die haufigste Isolationsquelle, Baley et al. {3} wiesen in 24,1% Candida-
Spezies im Trachealaspirat nach. Bei Miller und Elstner et al. {64} verhielten sich
zuvor genannte Isolationsstellen in umgekehrter Reihenfolge: Trachealsekret 53,3%
und Urin als Isolationsort 46,7%.

Der Isolationsort Gastrointestinaltrakt wurde in unserem Fall durch einen Nachweis aus
Magensaft (n = 1) reprasentiert. Baley et al. {3} nannten den Magen-Darmtrakt mit
71,8% an erster Stelle. El Mohandes et al. {93} prasentierten unterschiedliche Zahlen
flr eine Besiedelung des Intestinaltraktes je nach Ernahrungssituation: friiher enterale
Erndhrung 75% vs. parenterale Erndhrung 33%. Des weiteren fand sich in einem Fall
der systemischen Infektion eine Isolation von Candida-Spezies aus Hautabstrichen. In
der Literatur wurde mehrfach im Zusammenhang mit der Unreife der Barrierefunktion
der Haut von Frihgeborenen und der Entwicklung einer generalisierten systemischen
Candidiasis berichtet {33,51,119,120}. Darmstadt et al. {119} wiesen bei acht von elf
Patienten (73%) mit einem Geburtsgewicht unter 1000g eine systemische Infektion bei
vorbestehender kutaner Candidiasis nach.

Aufgrund der geringen Fallzahl der systemischen Infektionen spiegeln unsere
Ergebnisse keine reprasentativen Zahlen wider.

4.2.2. Schweregrade der systemischen Infektionen

Da bisher kein internationaler Standard zur Einteilung systemischer Pilzinfektionen bei
Frihgeborenen festgelegt wurde, teilten wir unsere Félle der systemischen
Pilzinfektionen anhand der Isolationsorte nach Schweregraden ein, da ein
nachgewiesener Zusammenhang zwischen lIsolationsort und Schwere der Infektion
besteht. So sind z.B. Urin oder Magensaft bereits generell mit einem erhdhten
Kontaminationsrisiko  verbunden, und eignen sich daher schlechter als
Diagnosekriterium einer systemischen Infektion, als priméar sterile Medien, wie z. B.
Blut und Liquor (Definitionen der Schweregrade s. oben). Somit ist die hohe Isolation
von Erregern aus Materialien wie Urin (30,8%) erklarbar. Anhand der Einteilung in
Schweregrade konnten in unserer Arbeit vier ,sichere®, eine ,wahrscheinliche” und drei

,mogliche* systemische Pilzinfektionen verzeichnet werden. Das Fehlen eines
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einheitlichen Standards zur Diagnoseeinteilung bzw. —festlegung zieht ebenso eine
Uneinheitlichkeit der Therapiestrategien und Aussagen zur Prognose mit sich. Hierzu
kontrér betrachten Saxen et al. {24} anhand ihrer Studienergebnisse keinerlei Relation
zwischen Pilzisolationsort und Therapiestrategie bzw. —resultat. Ein Defizit dieser
Studie liegt in der Untersuchung von neonatalen systemischen Pilzinfektionen, die
ausschlieBlich durch C. parapsilosis verursacht wurden. Aufgrund des beschrénkten
Erregerspekirums ist die Aussagekraft dieser Studie in diesem Punkt nur begrenzt und
es besteht weiterhin der dringliche Bedarf zur Erstellung internationaler Diagnose- und

Therapiestandards.

4.2.3. Kolonisationsstatus am Abstrichtag im Zusammenhang
mit der Entwicklung einer systemischen Infektion

Hinsichtlich des Gesamtpatientenkollektivs (n = 318) erkrankten 2,5% der Frihge-
borenen (n = 8) oder bezogen auf den dokumentierten Kolonisationsstatus am
Abstrichtag 5,5% aller besiedelten Patienten an einer invasiven Candida-Infektion (nur
vier der Frihgeborenen waren bereits am Abstrichtag mit Candida-Spezies besiedelt).
Es fiel auf, dass nur die Hélfte (n = 4) aller Patienten mit systemischer Infektion am
bundesweiten Abstrichtag mit Candida-Spezies besiedelt und dem entsprechend vier
unbesiedelt waren. In nur drei Fallen stimmte das Erregerprofil des Abstrichtags mit
dem bei invasiver Pilzinfektion Uberein. Wie unter 4.2. erwahnt, wurde bereits in der
Literatur Ofters der Zusammenhang zwischen Kolonisation und Entwicklung einer
spateren  systemischen Infektion diskutiert. Unsere ermittelte allgemeine
Kolonisationsrate lag bei 22,6%. Publizierten Daten von Baley et al. {3} zur Folge lag
deren Kolonisationsrate bei 26,7%. EI-Mohandes et al. {93} gaben eine
Kolonisationsrate bei VLBW von 21% und bei ELBW von 24% an. Von zehn zunachst
kolonisierten ELBW entwickelten 50% eine Candidiasis. In der vorliegenden Arbeit
erkrankten insgesamt 2,5% aller Frihgeborenen spater an einer systemischen
Infektion. Bezogen auf die zuvor besiedelten Frihgeborenen waren es 5,5%.
Vergleicht man die von uns ermittelte Kolonisationsrate bei den ELBW (n = 126) von
34,9%, gefolgt von einer Candidiasis in 9,1% (n = 4), mit den Ergebnissen anderer
Arbeiten, so liegen unsere Daten fir die Kolonisationszahlen etwas héher, weichen
jedoch im Hinblick auf die Entwicklung einer systemischen Infektion entschieden ab.
El-Mohandes et al. {93} untersuchten insgesamt 82 Patienten, worunter sich 61 VLBW
und 25 ELBW fanden. Grinde fir die Unterschiede in Kolonisationsraten und Auftreten
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systemischer Infektionen kénnen hierflr zum einen im geringeren nicht reprasentativen
Patientenkollektiv El-Mohandes und zum anderen in einer anderen Auswahl der
Isolationsorte liegen (El-Mohandes: Stuhlproben, Magenaspirat, Hautproben). Zudem
schlieBen unsere Werte fur ELBW auch Frihgeborene mit extrem niedrigem
Geburtsgewicht (< 5009) ein.

4.2.4. Erregerspektrum

In der Literatur sind unterschiedliche Werte zur Haufigkeit der einzelnen Spezies
beschrieben. Generell werden Candida-Spezies als die haufigsten pilzlichen Vertreter
der late-onset-Sepsis {14} mit 8% durch C. albicans, 55% durch koagulase-negative
Staphylokokken, 15% durch Staphylococcus aureus und 5% durch Escherichia coli
{94}, bzw. der Candidiasis angesehen. Stoll et al. {89} fanden heraus, dass aus 9%
der Blutkulturen Pilze isoliert werden und Candida-lsolate als pradominante Spezies
bei systemischer Infektion fungieren. Folgende Angaben verschiedener Quellen stehen

den unseren gegeniber:

Isolierte Spezies ~ cC.alb. C.para. C. guill. C.glab. C.lusi. C.krus. c.trop.
ESPED-Studie {64} 69% 10,9% 0,7% 3,4% 0,7% 0,7% 3,4%
Fernandez et al. {7} 96 % - - - - - -
Friedman et al. {9} 78%  20% - - - - -
Phillips et al. {33} 25% 13% - - - - 3%
Rangel-Frausto et al. {18} 63% 29% - 6% - - -
Saiman et al. {13} 62,9% 28,6% 28% 57% - - -
Santos et al. {167} 80% - - - - - -
diese Studie 10% 40% 20% - - - 10%

Tabelle 20: Angaben verschiedener Autoren zur H&aufigkeit der einzelnen Candida-
Spezies bei Candiddmie. C. alb = C. albicans, C. para. = C. parapsilosis, C. guill. = C.
guilliermondii, C. glab. = C. glabrata, C. lusi. = C. lusitaniae, C. krus. = C. krusei, C.
trop. = C. tropicalis.

In vorliegender Arbeit wurde als Haupterreger der systemischen Pilzinfektion C.
parapsilosis (n = 4) isoliert. An zweiter Stelle rangierte die Spezies C. guilliermondii
(n = 2). Darlberhinaus isolierten wir je einen Vertreter von C. albicans und C.
tropicalis. In einem Fall (10%) konnte Candida spp. nicht néher differenziert werden. In
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einem weiteren Fall (10%) wurden ,Hefen allgemein® als isolierte Spezies angegeben.
Es muss beachtet werden, dass unsere Werte aufgrund der geringen Anzahl von
Isolaten (n = 10) nicht reprasentativ sind. Allerdings darf man nicht unterschéatzen, dass
fehlende Ergebnisse von etwaigen Obduktionen verstorbener Risikofrihgeborener
nicht berlcksichtigt werden konnten, und somit auch weitaus héhere Resultate zu
erwarten waren. Zunehmend wird in der Literatur die Zunahme von non-albicans
Spezies als Verursacher der neonatalen systemischen Infektion diskutiert {11,18}.
Daher fallt die Uberreprasentierung von C. parapsilosis, die auch schon Fernandez et
al. {100} und Faix {44} in ihren Studien bemerkten, ebenso in unserer Studie auf.
Fernandez et al. verzeichneten einen Anstieg von C. parapsilosis (96%) als
Verursacher der Candida-Meningitis, obwohl dieser Erreger sonst eher selten mit
dieser Form der systemischen Candida-Infektion assoziiert ist. Faix bemerkte eine
generelle Zunahme der Spezies C. parapsilosis bei systemischen Pilzinfektionen
{11,24,44}, teilweise schon in 15% der Falle {7,24,37}. Auf manchen
Neugeborenenintensivstationen ist C. parapsilosis schon das pradominante pilzliche
Pathogen geworden {11,32}. C. parapsilosis wird auch eine starke Assoziation mit
intravasalen Kathetern nachgesagt {3,38,61,115}. Auch in unseren Ergebnissen
spiegelt sich eine solche Relation wider. Bei vier Patienten mit systemischer Infektion
wurde unter anderem C. parapsilosis als Erreger isoliert. Es fiel auf, dass drei der
Patienten einen GeféBkatheter aufwiesen. Die Uberwiegende Zahl der Autoren sieht
allerdings in C. albicans den haufigsten Erreger der Candidiasis
{3,6,11,22,24,32,40,41}. Muller und Elstner et al. {64} beobachteten bei 74% der
Patienten mit sicherer Infektion C. albicans als Verursacher. Allerdings fanden sich in
16% der sicheren systemischen Pilzinfektion C. parapsilosis als pilzlichen Erreger. Lee
et al. {22} fanden in ihrer Studie bei 25 Fallen von Candidiasis oder Candida-Meningitis
in 77% C. albicans als Verursacher des Krankheitsbildes. Karlowicz et al. {25} fanden
in ihrer Arbeit fir C. albicans eine Fallrate von 24%, far C. parapsilosis von 4%. Auch
als Ausléser einer invasiven Pilzdermatitis wurde C. albicans als haufigster Erreger
genannt {49}. Kaufman et al. {95} konnten bei zehn invasiven Pilzinfektionen C.
albicans (n = 5), C. parapsilosis (n = 3), C. glabrata (n = 1) und C. dublinensis (n = 1)
als Erreger isolieren. Neben C. albicans und C. parapsilosis wird auch C. tropicalis,
wenn auch seltener, als Erreger genannt {3,35,64,99}. Finkelstein et al. {21}
beschrieben ein ,C. tropicalis-Outbreak” auf einer Neugeborenenintensivstation durch
Kreuzinfektion zwischen dem Personal und den Patienten. Rowen et al. {107} gaben

die Haufigkeit von C. tropicalis mit 5,3% an. Auch andere Candida-Spezies kénnen
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eine invasive Pilzinfektion verursachen, obwohl diese einen eher geringen Anteil
darstellen. Zu diesen Candida-Spezies zéhlen unter anderem C. glabrata (1,6%), C.
guilliermondii (1,6%) und C. lusitaniae (1,6%) {107}. Jedoch schwanken Angaben zur
Haufigkeit der Spezies je nach Studiendesign und Patientenanzahl.

4.2.5. Individuelle Patientendaten bei systemischer Infektion

Die Félle der systemischen Infektion wurden nach den bereits zuvor erwahnten
Risikofaktoren zum Zeitpunkt des Abstrichtags ausgewertet. Es fiel auf, dass bei jedem
Patienten mindestens zwei Risikofaktoren ermittelt wurden. Das kleinste
Frihgeborene, mit einem urspringlichen Geburtsgewicht von 490g und einem
Gestationsalter von 23 SSW wies sogar funf pradisponierende Faktoren gleichzeitig
auf. Natdrlich bringen das niedrige Geburtsgewicht und Gestationsalter eine Reihe von
Interventionen mit sich, womit das Vorhandensein dieser Vielzahl von MaBnahmen
erklart wird, z.B. Kortikosteroide, die wie bei Patient 1, zur Prophylaxe der
bronchopulmonalen Dysplasie eingesetzt werden. Bei finf Kindern lag eine
gleichzeitige antibiotische und antimykotische Behandlung vor. Auch in der Arbeit von
El-Mohandes et al. {93} ging allen Féllen der Frihgeborenen mit Candidiasis eine
vorherige antibiotische Therapie Uber 14 bis 21 Tagen voraus. Ebenso fanden sich als
weitere Risikofaktoren in deren Studie das Vorliegen von zentralen Venenkathetern
und ein spater Beginn der enteralen Erndhrung. Diese Ergebnisse sind durchaus mit
unseren vereinbar. In vorliegender Arbeit wurde viermal als Indikation fir eine
antimykotische Intervention die gleichzeitig bestehende Antibiose genannt. Trotz
antimykotischer Therapie (Applikation viermal topisch und einmal systemisch) wurde
bei zwei Patienten bereits eine Kolonisation mit Candida-Spezies am Abstrichtag
nachgewiesen. Dies zeigt, dass auch trotz Einsatz antimykotischer Substanzen, eine
Besiedlung und eine darauffolgende systemische Infektion nicht vollstdndig zu
verhindern ist. Zwar ist die Kolonisationsrate zu senken, eine Verdnderung des
Keimspektrums aber eher nicht zu erwarten. Kicklighter et al. {27} bestéatigen dies in
ihrer Arbeit. Sie verglichen eine Gruppe, die eine Fluconazol-Prophylaxe erhielt, mit der
Placebo-Gruppe hinsichtlich der Kolonisationsrate und Veradnderungen des
Keimspektrums. Das Keimspektrum der Prophylaxe-Gruppe vs. Placebo-Gruppe ergab
folgendes: C. albicans: 13% vs. 24%, C. parapsilosis: 2% vs. 20% und C. glabrata: 2%
vs. 2%. Spezies wie C. lusitaniae (6%) und C. tropicalis (2%) konnten nur noch in der
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Placebo-Gruppe isoliert werden. Trotz der zahlreichen Risikofaktoren waren nur vier
der acht Patienten mit systemischer Candida-Infektion am Abstrichtag besiedelt.
Betrachtet man den Zusammenhang zwischen niedrigem Geburtsgewicht und
Gestationsalter mit einer Besiedlung, konnte man auch hier bemerken, dass dies keine
generelle Annahme ist. Zwar wurde bei einem ,extremely-low-birth-weight*
Frihgeborenen (Geburtsgewicht: 4909) eine Besiedelung festgestellt, bei drei weiteren
Frihgeborenen, die zu den ,very-low-birth-weight-infants® zahlten, keine Kolonisation
am Abstrichtag nachgewiesen werden. Allerdings muss erneut erwahnt werden, dass
es sich hier um eine sehr geringe Fallzahl, und somit nicht um allgemein reprasentative
Werte handelt.

Mehrere Autoren sehen auch, wie bereits diskutiert einen Zusammenhang des
Geburtsmodus mit der einfachen Kolonisation {3,15}. Hinsichtlich der Félle mit
systemischer Candidiasis (n = 8) ergab sich ein ausgewogenes Bild: Von allen vaginal
entbundenen Frihgeborenen (n = 4) waren zwei am Abstrichtag besiedelt und zwei
nicht. Die Halfte aller Patienten (n = 4), die per Kaiserschnitt auf die Welt kamen, ware
am Abstrichtag kolonisiert. Somit kann auch hier der Einfluss des Geburtsmodus auf
die Kolonisation nicht bestéatigt werden.

Hinsichtlich der Dauer bis zum Ausbruch einer systemischen Infektion schwanken
unsere Werte stark. War einerseits der frilheste Ausbruch nach elf Tagen zu
verzeichnen, trat andererseits der spateste nach 38 Tagen auf. Die Dauer wurde ab
der Geburt berechnet, unabhangig davon, ob das Friihgeborene zu diesem Zeitpunkt
besiedelt war. Der Mittelwert lag bei 21,5 Tagen. Unsere Ergebnisse sind teilweise
ahnlich denen von Melville et al. {51}. Sie fanden heraus, dass der Ausbruch einer
Candidiasis bei Frihgeborenen meist nach ungefahr einem Monat auftritt {51,121}.
Baley et al. {43} schéatzten die Dauer eines Ausbruchs auf ungefahr 33 Tage nach der
Geburt. Sherertz et al. {38} legten sich auf einen Auftritt der Candida-Infektion nach 35
Tagen (im Mittel) seit Beginn der Hospitalisation fest. Etwas niedriger lagen Friedman
et al. {563}. Sie beschrieben ein mittleres Alter von 15 Tagen beim Ausbruch der
systemischen Infektion. EI-Mohandes et al. {93} ermittelten einen Zeitraum zwischen
14 und 31 Lebenstagen fir den Ausbruch einer Candidiasis.

Mehrere Autoren beschrieben, dass bis zu 70% der Frihgeborenen mit einer
systemischen Candida-Infektion im Verlauf dieser Erkrankung versterben {3,44,55}.
Baley et al. {43} nennen in ihrer Arbeit aus dem Jahre 1984 eine Mortalitatsrate von 60-
70%. Unsere Daten zeigen, dass zum Zeitpunkt des Follow-up noch sechs Patienten in

stationdrer Behandlung waren und ein Friihgeborenes bereits entlassen war. Nur ein
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Patient mit Candidiasis (12,5%) Uberlebte das Follow-up-Intervall nicht. Jedoch ist es
maoglich, dass nach dem Untersuchungszeitpunkt weitere der hospitalisierten Patienten
verstorben sind. Bei anderen Autoren liegt die Mortalitdtsrate mit 25-60% bei
Frihgeborenen etwas niedriger {41,56,88}. Kossoff et al. {11} trennten die
Mortalitatsraten nach Spezies auf. So schrieben sie C. albicans mit 26% eine hdéhere
Mortalitat zu, als C. parapsilosis mit 4%

4.2.6. Antimykotische Therapie systemischer Pilzinfektionen

In der Therapie systemischer Pilzinfektionen bei Friihgeborenen konnte bisher kein
allgemeingultiger Standard festgelegt werden. Zwar gilt die Monotherapie mit
Amphotericin B, eventuell auch als Kombinationstherapie mit 5-Fluorocytosin, als
Mittel der Wahl {32,35,40,55,122}, dennoch wird sie aufgrund zahlreicher
Nebenwirkungen nicht gezielt und konsequent in ausreichender Dosierung {64}
eingesetzt. Ein Problem stellt hierbei die unzureichende klinische Erprobung der zur
Verfigung stehenden Antimykotika bei Frihgeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht
dar. Dies liegt einerseits an geringen Patientenzahlen und andererseits an der
Schwierigkeit von Studien zur Pharmakokinetik und —dynamik bei Frihgeborenen
unterschiedlichen Gestations-alters. In dieser Studie erhielten drei Patienten
konventionelles Amphotericin B und zwei weitere Frihgeborene liposomales
Amphotericin B. Die Kombination mit 5-Fluorocytosin kam nur zweimal zum Einsatz.
Trotz der Gefahr der Resistenzentwicklung einer Fluconazol-Therapie {32}, kam
Fluconazol dreimal als Monotherapie und dreimal als Kombinationstherapie (zweimal in
Kombination mit Amphotericin B und 5-Fluorocytosin, einmal in alleiniger Kombination
mit Amphotericin B) zum Einsatz. Eine generelle Fluconazol-Resistenz von C. glabrata
bzw. C. krusei wird postuliert {13,81}. 5-Fluorocytosin wurde aufgrund einer raschen
Resistenzentwicklung nie als Monotherapie eingesetzt. Diese Daten spiegeln allerdings
Therapiestrategien eines kleinen Patientenkollektivs wider und kénnen daher nicht
reprasentativ auf die gesamte Frihgeborenenpopulation Gbertragen werden. Aufgrund
der uneinheitlichen Therapiestrategien sollten weitere Untersuchungen hinsichtlich der
Vertraglichkeit, der  Resistenzentwicklung und der  Entwicklung  eines

Therapiestandards flr Antimykotika bei Friilhgeborenen angestrebt werden.
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4.3. In vitro Empfindlichkeitsverhalten verschiedener Candida-

Spezies gegeniiber Antimykotika

Neben der molekularbiologischen Typisierung wurde auch die Empfindlichkeit der
einzelnen Spezies auf verschiedene Antimykotika untersucht. Zu jedem Isolat wurde
ein Profil der antimykotischen Empfindlichkeit erstellt. Anhand der Ergebnisse der
antimykotischen Empfindlichkeitstestung konnte der Uberwiegende Teil der Isolate als
gut empfindlich gegenliber den getesteten Antimykotika eingestuft werden. Allerdings
verzeichneten wir auch einige Resistenzen. Besonderes Augenmerk fiel auf die
Resistenzdaten von sechs Stdmmen, welche mit den Ergebnissen der Typisierung
verglichen wurden, um etwaige Ubereinstimmungen oder Abweichungen der MHK-
Werte bei genetisch verwandten Isolaten zu identifizieren. Alle anderen Isolate stellten
sich anhand der NCCLS-Breakpoints {123} als empfindlich gegentiber allen getesteten
Antimykotika dar. Therapeutische Interventionen und Zusammenhange wurden bereits
ausfuhrlich besprochen und werden hier nicht mehr gesondert erwéhnt.

In zahlreichen Publikationen werden Angaben zur antimykotischen Empfindlichkeit
gemacht, im Falle von MHK-Werten bei Isolaten von Frih- oder Neugeborenen liegen
in den meisten Fallen, aufgrund des geringen Patientenkollektivs, oft nur Einzelwerte
oder wenige Daten vor. Meistens basieren die Werte der MHK auf den Richtlinien des
Dokuments M27-A der NCCLS {123} und den dort festgelegten Breakpoints (siehe
Material und Methoden). Pfaller et al. {28} untersuchten im Zeitraum zwischen 1997 bis
2000 insgesamt 2.047 Falle von ,Bloodstream-Infektionen®, die durch Candida-Spezies
verursacht wurden, aus den Léandern USA, Kanada, Lateinamerika und Europa. In den
verschiedenen Alterskategorien (< 1 Jahr, 2-15 Jahre, 16-64 Jahre und > 65 Jahre)
wurden die haufigsten Erreger und deren Empfindlichkeit gegentber Antimykotika
ermittelt. Sie erkannten einen Trend, der aufzeigte, dass mit steigendem Patientenalter
die Empfindlichkeit der Candida-Spezies gegeniber Fluconazol, Itraconazol,
Amphotericin B und 5-Fluorocytosin sinkt. Insbesondere fanden sie bei den unter
einjahrigen Patienten keine resistenten C. glabrata. Ruiz-Diez et al. {65} bestimmten in
ihrer Studie die MHK flir 36 Isolate von neun Friihgeborenen. Die Isolate der Patienten
zwei bis neun waren alle sensibel gegenlber Fluconazol, Ampho B, 5-FC und
Itraconazol. Hingegen bei den Isolaten (1-10) von Patient eins konnte eine Resistenz
gegentiber Fluconazol (MHK > 128 ug/ml) und ltraconazol (MHK > 8 ug/ml) festgestellt
werden. Sie waren aber empfindlich fur Ampho B (MHK 1,0 pg/ml) und 5-FC (MHK
0,12pug/ml). Zwar sind Resistenzen von C. albicans-Stdmmen in der Literatur
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beschrieben, jedoch sind erhéhte MHK-Werte eher bei non-albicans-Spezies verbreitet
und bekannt {124}. Auch bei anderen Autoren wurden Isolate mit Fluconazol-Resistenz
beobachtet. So berichten Welbel et al. {37} von einem Fluconazol-resistenten
C. parapsilosis. Rowen et al. {107} konstatierten einen nicht unerheblichen Teil von
Isolaten unterschiedlicher Spezies, genauer gesagt alles non-albicans-Spezies, mit
einer Resistenz gegenlber Fluconazol. Saiman et al. {14} fanden drei Stdmme von
C. albicans (MHK > 64 pg/ml) mit einer Fluconazol-Resistenz und zwei C. glabrata-
Isolate (MHK 16 pg/ml) mit einer dosis-abhangigen Empfindlichkeit. Kicklighter et al.
{27} untersuchten den Effekt einer Fluconazol-Prophylaxe auf die Entwicklung einer
Candida-Resistenz und stellten im Gegensatz fest, dass es keine Unterschiede in den
MHK-Werten der behandelten Patienten und denen der Kontroll-Gruppe, wahrend der
Behandlungsperiode oder innerhalb der vierwdchigen Periode nach Beendigung der
Fluconazol-Therapie, gab. Kontrar hierzu stellt sich die Situation eines Patienten in der
Studie von van Belkum et al. {69} dar. Ein Isolat eines Patienten wurde nach der
Fluconazol-Behandlung als resistent getestet. Kovacicova et al. {125} berichten von
resistenten C. guilliermondii- und C. parapsilosis-lsolaten gegentuber Ampho B in
einem Kollektiv von Krebs- und Nicht-Krebspatienten. Sogar neun von elf C. kruser-
Stdmmen wiesen eine Resistenzlage gegentber Fluconazol auf, wobei die
verbleibenden beiden nur eine dosis-abhangige Empfindlichkeit zeigten. Ebenso
erwiesen sich je ein Isolat der Spezies C. parapsilosis und C. tropicalis und weiterhin
zwei C. glabrata-lsolate als Fluconazol-resistent. Generell fiel auf, dass Resistenzen
gegenilber Ampho B und 5-FC eher seltener auftraten. Uber eine Resistenz von
C. krusei und C. glabrata gegen Azole berichteten auch Reiss et al. {13}.
Dementsprechend wurde auch bei uns ein C. glabrata-Isolat (FG506/2) mit ltraconazol-
Resistenz (MHK 1,0 pg/ml) gefunden. Da dieses eine Einzelisolat aus Duisburg
darstellte und generell nur zwei C. glabrata in der Studie isoliert wurden, konnten keine
Schlisse aus einer vergleichenden Untersuchung auf molekularbiologischer Ebene
gezogen werden. McCullough et al. {126} hingegen fanden kontréar zu Kovacicova et al.
{125} erhdhte Resistenzwerte bei 5-FC fur C. albicans. Damit verglichen konnte bei
uns in drei Fallen (C. albicans) eine 5-FC-Resistenz (bei allen drei Isolaten: MHK > 64
pg/ml) ermittelt werden. Hierbei war besonders interessant, dass alle drei Isolate aus
derselben Klinik stammten (Leipzig). ,FG263/1“ und ,FG264“ stellten hierbei zwei
Isolate desselben Patienten dar. ,FG265“ war ein Stamm eines anderen nicht
verwandten Frihgeborenen dieser Klinik. Beide wiesen mindestens zwei

Risikofaktoren (parenterale Erndhrung, Antibiose, Katecholamine, Kortikosteroide) auf.
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Ein Vergleich der Ergebnisse der Typisierung zeigte, dass auch hier bei allen drei
Isolaten eine ,hdchstwahrscheinliche® Verwandtschaft bestand. Hieraus kdnnen
Rlckschlisse auf den Erwerb der Erreger gezogen werden. Da beide Patienten in
keinem verwandtschaftlichen Verhaltnis standen, ist der nosokomiale Erwerb durch
horizontale  Transmission der wahrscheinlichste Ubertragungsweg. Nahere
Untersuchungen hinsichtlich der lokalen Gegebenheiten oder hygienischen
MaBnahmen dieser Klinik wurden nicht erértert. In unserer Studie trat eine Fluconazol-
Resistenz (MHK > 64 pg/ml) nur bei einem Isolat der Spezies C. krusei (FG343) auf.
Wobei Resistenzen von C. krusei gegenlber Fluconazol bereits in der Literatur als
intrinsisch bekannt sind {81}. Dartber hinaus bestand bei diesem Stamm eine
Kreuzresistenz mit Ampho B (MHK 2 pug/ml). Da dieses ein Einzelisolat eines Patienten
aus Datteln darstellte, konnten zum einen die Resistenzdaten nicht mit weiteren MHK-
Werten von Isolaten dieser Klinik verglichen werden und zum anderen keine
vergleichenden Untersuchungen auf molekularbiologischer Ebene angestrengt werden.
Aufgrund des Studiendesigns stand kein weiteres Isolat dieses Patienten, z.B. vor oder
nach erfolgter Therapie, zur Verflgung, woraus Ruckschliisse auf die Entstehung der
Resistenz hatten gezogen werden kdnnen. Huang et al. {127} erforschten die
Verteilung der MHK-Werte fir Candida-lsolate von ,Bloodstream-Infektionen“ bei
Neugeborenen, ebenso wie die etwaige Korrelation zwischen klinischem ,Outcome*
und antimykotischer Empfindlichkeit. Bei je drei Stdmmen lag eine Resistenz
gegenlber Ampho B und Fluconazol vor. Keines der Isolate wies eine 5-FC-Resistenz
auf. Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass die angenommene Korrelation zwischen
,Outcome® und antimykotischer Empfindlichkeit nicht bestatigt werden konnte, dass die
Empfindlichkeit aber den klinischen Ausbruch bzw. Verlauf beeinflussen kdnne.
Allerdings muss ein niedriger MHK-Wert nicht unbedingt mit einer erfolgreichen
Therapie einhergehen. King et al. {128} und Merz {129} berichteten von Amphotericin
B-Resistenzen bei C. lusitaniae. Unsere Auswertungen ergaben ebenfalls eine
Resistenz eines von finf C. lusitaniae-lsolaten (FG64) mit einer MHK von 2 ug/ml.
Auch in diesem Fall lag nur dieses Einzelisolat eines Friihgeborenen aus Siegen vor,
weshalb keine weiteren vergleichenden Untersuchungen mdglich waren. Barchiesi et
al. {130} untersuchten die antimykotische Empfindlichkeit von 46 C. parapsilosis-
Isolaten gegeniber verschiedener Antimykotika, jedoch stammten die Isolate nicht von
Friihgeborenen. 100% der Stamme waren gegen Fluconazol und 5-FC, 98% gegen

Ampho B empfindlich. Im Falle von ltraconazol waren 98% nur dosis-abhangig
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empfindlich. Es traten aber keinerlei Resistenzen auf. Auch in unserer Studie konnte
bei keinem Stamm der Spezies C. parapsilosis eine Resistenz nachgewiesen werden.

4.4. Beurteilung der molekularbiologischen Verwandischaft

unterschiedlicher Candida-Spezies

Unser Ziel war es anhand molekularbiologischer Untersuchungen eine horizontale
Ausbreitung genetisch identischer Stdmme sowie die Besiedelung unterschiedlicher
Kérperregionen mit genetisch identischen Stdmmen nachzuweisen. Abrundend wurde
das antimykotische Resistenzverhalten bei genetisch identischen bzw. verwandten
Stdmmen bewertet. Hieraus ergibt sich die Relevanz zur genauen molekular-

biologischen Speziesidentifizierung und zu weiteren Therapieempfehlungen.

4.4.1. Molekularbiologische Untersuchungsmethoden

RAPD-PCR zur Differenzierung von Candida-Spezies

Je nach Primer (Primer RPO2 und RSD12) und getesteter Spezies gelang mit der
RAPD eine Zuordnung zu einem Verwandtischaftsgrad, der durch ein anderes
molekularbiologisches Verfahren bestatigt oder nicht bestatigt wurde. Innerhalb der
Spezies C. albicans vermochte die RAPD mit Primer RPO2 eine hohe Anzahl an
stabilen Banden zu generieren und besaB somit eine hohe Potenz mdgliche
genetische Unterschiede zu bemerken. Aufgrund der Ergebnisse der zweiten oder
dritten Methode (ein weiterer Primer, eine andere PCR oder Southern-Blotting) konnten
die Ergebnisse miteinander in Relation gesetzt werden, und somit deren Aussagekraft
beurteilt werden. Die Isolate der Spezies C. parapsilosis wurden zusatzlich mit dem
spezifischeren Primer RSD12 untersucht. Hierbei erwies sich der Primer RPO2 als
weniger sensitiv, um genetische Unterschiede bzw. verwandtschaftliche Verhaltnisse
innerhalb dieser Spezies zu detektieren. Die Isolate der Spezies C. lusitaniae wurden
mit Primer RPO2 und der wenig sensitiven IR-PCR untersucht. In nur drei Féallen ergab
sich dasselbe Resultat mit der IR-PCR als zweitem Verfahren. Auch bei der Zuordnung
der funf Isolate der Spezies C. guilliermondii stimmten nur in zwei Fallen die
Ergebnisse von RAPD und IR hinsichtlich des Verwandtschaftsgrades Uberein. Bei den

Ubrigen Isolaten (zwei Isolate Spezies C. glabrata, ein Isolat C. krusei) ist eine

79



Aussage Uber die verwandtschaftlichen Verhéltnisse aufgrund der geringen
Isolatanzahl nicht reprasentativ. Schon 1993 beschrieben Sullivan et al. {82} die
Parameter fir die RAPD-PCR, wie sie in unserer Studie Verwendung fand. Allerdings
benutzten sie in ihrer Arbeit verschiedene andere Primer, mit denen sie zwischen C.
tropicalis, C. glabrata und atypischen Candida-lsolaten differenzieren konnten. Eine
Unterscheidung zwischen C. krusei und C. parapsilosis misslang. An Stelle dieser
Primer kamen in unserer Arbeit der Einzelprimer RPO2 {84} und bei C. parapsilosis
zusatzlich der Einzelprimer RSD12 {85} zum Einsatz. Dassanayake und
Samaranayake {85} untersuchten mit vier verschiedenen Primern C. parapsilosis-
Stdmme mit dem RAPD-Verfahren auf ihre genotypische Heterogenitat. Am
nitzlichsten erwies sich hierbei der Primer RSD12. Dies konnten wir anhand unserer
Ergebnisse bestatigen. Konnten im visuellen Vergleich mit RPO2 keine genetischen
Unterschiede gefunden werden, vermochte es der Primer RSD12 aufgrund seiner
Spezifitit diese genauer zu detektieren. Zwar gibt es in der Literatur zahlreiche
Publikationen zum Einsatz der RAPD, jedoch fehlen bislang Untersuchungen in der
GroBenordnung dieser Studie zur Beurteilung des Verfahrens. So setzten Sullivan et
al. {30} 1995 den Primer RPO2 mit der RAPD zur Typisierung der genomischen DNA
von atypischen oralen Candida-Stdmmen von HIV-positiven und —negativen Patienten
ein, und bestétigten mit diesem Verfahren seine zuvor mit einer C. albicans-
spezifischen-Sonde (27A) und verschiedenen Oligonukleotiden gewonnenen
Ergebnisse. Auch Lehmann et al. {131} verwendeten die RAPD-PCR zur Untersuchung
der genetischen Verwandtschaft von Klinisch relevanten Stdmmen der Spezies
Candida. Sie beobachteten ,distinktive* und reproduzierbare Sets von PCR-Produkten
und wiesen anhand dieser mit der RAPD inter- und intraspezifische Polymorphismen
nach. Mit diesem Verfahren konnten physiologisch homogen wirkende C. parapsilosis-
Stamme in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Weiterhin unterschieden sich
in den PCR-Profilen nicht-verwandte Stimme von den Referenzstammen, was fir eine
hohe Diskriminierungspotenz sprach. Lehmann et al. bewerteten dieses Verfahren als
einfach und zuverlassig, weshalb es zur Feststellung von Genotypen bei der
Taxonomie-Beschreibung, Identitatsbestatigung von Stock-Isolaten, Typing von
Candida-Spezies in groBeren epidemiologischen Studien und zur rapiden Identifikation
von pathogenen Pilzen geeignet erschien. Auch Vrioni et al. {132} benutzten die RAPD
zur Unterscheidung von 40 Isolaten verschiedener Candida-Spezies, um deren
Verwandtschaft und Herkunft zu untersuchen. Mit der RAPD konnten sie alle Stdmme

in die Gruppen C. albicans, C. tropicalis und C. parapsilosis einordnen und konnten
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aufgrund der teilweise verwandten Genotypen eine Aussage Uber den Erwerb der
Keime treffen. Lin et al. {133} bestatigten anhand der unterschiedlichen RAPD-Profile
die Heterogenitét ihrer Isolate, die schon anhand von Isoenzym-Unterschieden ermittelt
wurden. Die groBen Vorteile der RAPD sahen Sullivan et al. {134} in der Einfachheit,
der Schnelligkeit und in der groBen einzusetzenden Probenanzahl. Diesen Aspekt
kénnen wir bestatigen, da in dieser Studie eine grosse Anzahl von lIsolaten zu
untersuchen war. Zu den vorher genannten Vorteilen betonten Gil-Lamaignere et al.
{81} in ihrer kritischen Arbeit Uber die Mdoglichkeiten und Grenzen molekularer
Typisierungsverfahren, dass die RAPD ein relativ giinstiges und technisch einfaches
Verfahren sei, mit welchem ein breites Spektrum an verschiedenen Pilzspezies
untersucht werden kann. Dartber hinaus konnten anhand dieses Verfahrens oftmals
genetische Variationen unter den verschiedenen Isolaten erkannt werden, welche sich
in den Ergebnissen von RFLP-Analysen oder Southern-Blottting nicht darstellten.
Allerdings muss die RAPD auch kritisch betrachtet werden. Viele methodische
Aspekte, wie kleine Unterschiede in der Konzentration des Primers oder der zu
vervielfaltigenden DNA, Veranderungen der Amplifikationstemperatur, Anderungen der
Magnesiumkonzentration des Reaktionsmixes oder die Qualitdt des Tag-Enzyms,
kénnen die Reproduzierbarkeit beeinflussen, auch wenn interne Standards gewahrt
werden {31}. SchlieBlich kann es durch die Subjektivitdit des visuellen Banden-
vergleichs zu einer Verfélschung der Ergebnisse kommen {31,135,136}, weshalb wir
mindestens ein zweites Verfahren zur Bestatigung der Ergebnisse empfehlen wirden.

IR-PCR zur Differenzierung von Candida-Spezies

Die IR-PCR mit der Primer-Kombination 1245/1246, bereits von van Belkum et al. {69}
beschrieben, wurde bei allen Candida-Spezies auBer C. albicans als zweites bzw.
drittes (C. parapsilosis) Verfahren eingesetzt. Innerhalb der Spezies C. parapsilosis
ergab dieses Verfahren vergleichbare Ergebnisse wie mit der unspezifischeren RAPD
mit Primer RPO2. Die speziesspezifischere RAPD mit RSD12 unterschied jedoch
genauer zwischen den Stammen. Zweimal konnte das Ergebnis aufgrund schlechter
Bandendarstellung nicht ausgewertet werden. Innerhalb der Spezies C. lusitaniae
wurde den Isolaten mit der IR-PCR eine héhergradige Verwandtschaft zugewiesen, die
jedoch mittels RAPD, die genauer zu differenzieren vermochte, nicht bestatigt wurde.
Auch hier konnte bei einem Stamm die IR nicht ausgewertet werden. Ebenso
unterlegen war die IR-PCR im Falle der C. guilliermondii-lsolate, die alle als
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,hochstwahrscheinlich verwandt* beurteilt wurden. Auch hier dominierte die RAPD und
differenzierte die Verwandtschaftsbeziehung genauer. Die Auswertung der restlichen
Isolate ist wegen der geringen Probenanzahl nicht reprasentativ.

Bereits 1994 untersuchten van Belkum et al. {69} in ihrer Arbeit mit der IR-PCR 40
Stdmme von 24 Patienten auf ihre genotypischen Eigenschaften. Mit unterschiedlichen
Primer-Kombinationen, unter denen sich auch die von uns eingesetzte Kombination
von Primer 1245/1246 befand, konnten sie feststellen, dass Stdmme der selben
Patienten, die aber zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert wurden, zunachst in ihrem
Genotyp konstant blieben. In 29% (sieben von 24 Patienten) der Félle konnten aber mit
der IR-PCR Abweichungen vom haufigsten angetroffenen DNA-Profil gefunden
werden. Unter allen Kombinationen erwies sich die von uns gewahlte als potenteste
hinsichtlich ihrer diskriminatorischen Fahigkeiten. Die Autoren sahen auch die
Reproduzierbarkeit des Verfahrens und die Mdglichkeit DNA mit geringerer Qualitat
einzusetzen als Vorteil dieser Methode. Unsere Ergebnisse belegen diesen Vorteil nur
zum Teil. Zwar konnte eine geringere DNA-Qualitdt verwendet werden, allerdings
konnten nicht immer stabile und gut verwertbare Banden reproduziert werden.
Allerdings stammen die Sequenzen der Primerkombinationen aus einer Arbeit von
Versalovic et al. {86}. Sie wahlten diese Sequenzen urspringlich zur Festlegung der
Verteilung von zwei unterschiedlichen prokaryotischen repetitiven Elementen. Da diese
repetitiven DNA-Elemente in einer Vielzahl von Genomen unterschiedlicher
Mikroorganismen enthalten sind, so auch in Candida-Genomen, konnten diese
Sequenzen zur schnellen ldentifizierung bei Bakterien-Spezies und prokaryontischen

Genomen eingesetzt werden.

Southern-Hybridisierung zur Differenzierung von Candida-Spezies

Die Hybridisierung mit der CARE-2-Sonde, die bereits in der Arbeit von Lasker et al.
{87} als ein Blotverfahren ausschlieBlich fir C. albicans beschrieben wurde, kam in
dieser Studie als Bestatigungsverfahren dieser Spezies zum Einsatz. Die hohe
Diskriminierungspotenz wird durch unsere Ergebnisse eindeutig belegt. Wurde drei
Isolaten anhand der RAPD ein geringerer Verwandtschaftsgrad zugeteilt, erwiesen sie
sich mit dem Southern-Blot tatsachlich als ,héchstwahrscheinlich verwandt®.
Darliberhinaus war die Southern-Hybridisierung aufgrund der Vielzahl generierter
Banden in der Lage einzelne Isolate noch weiter auf ihre verwandtschaftlichen
Beziehungen zu untersuchen. Auch Mduller et al. {76} sahen in der CARE-2-
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Hybridisierung ein standardisiertes und reproduzierbares Verfahren und setzten dieses
in  einer groBen  epidemiologischen  Studie  zur  Beschreibung  von
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen C. albicans-Isolaten ein. Unter der Vielzahl der
Methoden zum Fingerprinting von infektidsen Pilzen sehen Lockhart et al. {137}
Southern-Blotting mit verschiedenen speziesspezifischen Sonden, als die vielseitigste
Methode. In ihrer Arbeit konnten mittels der Hybridisierung Aussagen Uber
Verwandtschaftsverhaltnisse  getroffen werden. So waren z.B. Stdmme
héchstwahrscheinlich, gering, Uberhaupt nicht verwandt oder gar identisch. Sie
untersuchten sowohl die CARE-2, als auch die Ca3. Der CARE-2 schrieben sie die
Fahigkeit zu, bei Outbreak-Untersuchungen oder geringen Fallzahlen festzulegen, ob
die Isolate identisch oder héchstgradig verwandt sind. Jedoch bescheinigten sie ihr
eher eine geringe Fahigkeit, bei groBen epidemiologischen Studien, geringgradig
verwandte Isolate durch Cluster-Analyse in Gruppen einzuteilen. Sie bewerteten die
Ca3 der CARE-2 als tberlegen und vielseitiger, um mikroevolutionare Veranderungen
zu entdecken, und gering verwandte Stdmme zu clustern. Aufgrund unserer
Ergebnisse und Erfahrungen mit dieser Methode sind auch hier kritische AuBerungen
zu tatigen. Zum einen stellt das Southern-Blotting mit der CARE-2-Sonde ein
ausschlieBlich far C. albicans spezifisches Verfahren dar und zum anderen, bedingt
durch viele Einzel- und Inkubationsschritte, eine sehr zeitaufwendige Methode.
Weiterhin erwies sich das Southern-Blotting auch als sehr stéranfallig. Kleinste
Anderungen in den Konzentrationen der verwendeten Ldsungen oder verwendeten

Materialien konnten groBe Einflisse auf die Verwertbarkeit der Ergebnisse haben.

Direkter Vergleich von Methoden zur Typisierung von Candida-Spezies

In einer Vielzahl von Studien zur genomischen und epidemiologischen
Untersuchungen von Candida-Spezies wurden verschiedene PCR-Methoden
untereinander oder mit Hybridisierungsverfahren kombiniert, um direkt und anhand
derselben Isolate deren Fahigkeit zu testen, zwischen und innerhalb einer Candida-
Spezies zu differenzieren. In einer Arbeit von di Francesco et al. {138} wurden 35
C. glabrata-lsolate von 29 Patienten mit vier Typing-Methoden untersucht. Die
anschlieBende Auswertung, hinsichtlich der mit jedem einzelnen Verfahren erzielten
Anzahl an DNA-Typen, ergab die hdchste diskriminatorische Potenz fir das EK
(Elektrokaryotyping). An zweiter Stelle folgte die RAPD, anschlieBend die IR und
zuletzt die RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus). Als Fazit dieser
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Studie bemerkten die Autoren, dass PCR-basierte Methoden zur epidemiologischen
Erforschung von C. glabrata-Infektionen eingesetzt werden kénnten. Eine Kombination
von RAPD und IR legte zwar einen Genotyp weniger fest, als EK und RAPD, war
diesen aber in den Faktoren Schnelligkeit, Laboraufwand und Okonomie deutlich
Uberlegen. Auch Lockhart et al. {137} verwendeten die RAPD in Kombination mit
Southern-Blotting zur Typisierung von C. glabrata. King et al. {128} verwendeten drei
Pulsfeld-Elektrophorese-Methoden und die RAPD zum Fingerprinting von C. lusitaniae
und folgerten aus den Ergebnissen, dass die RAPD den Pulsfeld-Methoden
diskriminatorisch Uberlegen war, und zwischen epidemiologisch verwandten und nicht
verwandten Stdammen zu unterscheiden vermochte. Der Einsatz sei auch zum
Aufsplren geringer Veranderung innerhalb einer Population méglich. Das Ziel einer
Studie von Pujol et al. {139} war es, Fragen zur Diskriminierungsfahigkeit, der mit den
verschiedenen Verfahren erzeugten Bandenmuster, und zur Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu beantworten. 29 Candida-Isolate wurden mit der RAPD (acht
verschiedene Primer), MLEE (Multilocus-Enzym-Elektrophorese) und Southern-Blotting
mit den Sonden CARE-2 und Ca3 typisiert. Alle Methoden wurden auf ihre Fahigkeit
hin, offensichtlich epidemiologisch unverwandte und héchstwahrscheinlich verwandte
Isolate zu unterscheiden, untersucht. Die Fahigkeit aller drei Methoden, die Isolate in
Cluster (Verwandtschaftsgruppen) zu gruppieren, lag in dhnlichen Bereichen. Mit der
CARE-2-Sonde konnte anhand des Southern-Blot-Verfahren die hdchste Anzahl
polymorpher Banden generiert werden, was auch unsere Ergebnisse zeigten. Die
RAPD wurde auch bei diesen Autoren als die schnellste Methode angesehen, schnitt
aber bei der Reproduzierbarkeit von Banden am schlechtesten ab. Unsere
Erfahrungen mit der RAPD stellen diese Methode in Bezug auf die Schnelligkeit
ebenso an die erste Stelle, im Punkt der Reproduzierbarkeit kénnen keine negativen
Aussagen getatigt werden. Die Ergebnisse des Southern-Blot-Verfahren mit der CARE-
2-Sonde galten als reproduzierbar, das Verfahren generell als relativ schnell und als
guter Indikator far Mikroevolutionen. Lockhart et al. {70} untersuchten
Stammaéanderungen bei rezidivierender Candida-Vaginitis anhand Hybridisierung
mitunter auch anhand der unverwandten Sonde CARE-2. Die Ergebnisse sprachen
auch in dieser Studie der Sonde CARE-2 die Fahigkeit zu, Verwandtschaftsgruppen zu
bilden. Bart-Delabesse et al. {140} setzten zur Untersuchung eines Clusters von
Candida-Septicamie bei vier Verbrennungspatienten die RFLP und eine Analyse der
MHK ein. Anhand der genotypischen Ergebnisse konnten teilweise

Ubereinstimmungen zwischen Patienten-Stammen und Isolaten, die von der Kleidung
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des Pflegepersonals entnommen worden waren, gefunden werden. Auch hier waren
sich die Autoren einig, dass nur eine Kombination reproduzierbarer Methoden sichere
und genaue Ergebnisse erzielen wirde.

Zur Vergleichbarkeit und Uberpriifung unserer Ergebnisse hinsichtlich der
Verwandtschaftsverhaltnisse, kombinierten wir in dieser Studie zwei auf PCR-
basierende Methoden mit dem Southern-Blotting mit der CARE-2-Sonde. In der
Bewertung der einzelnen molekularbiologischen Verfahren belegte die Southern-
Hybridisierung den ersten Rang, da sie die beste Diskriminationsfahigkeit unter den
Isolaten erzielte. Aufgrund der Vielzahl an generierten Banden konnten wir innerhalb
der Spezies C. albicans klar unterscheiden, ob die verschiedenen Isolate genetisch
identisch oder zumindest verwandt waren. Verglich man die Anzahl der erzeugten
Southern-Banden mit denen eines der PCR-Verfahren, Gbertraf sie diese in der Menge
und in der Stabilitit der Banden und bei der Beurteilung der einzelnen Isolate.
Allerdings konnten wir dieses Verfahren nur fir die Spezies C. albicans einsetzen und
zudem gestaltete sich das Southern-Blotting als sehr zeitaufwendig und technisch
schwierig. An zweiter Stelle, hinsichtlich der Diskrimination, rangierte die RAPD. Mit ihr
gelang es zum einen die einzelnen Isolate in die verschiedenen Spezies einzuteilen
und zum anderen konnten auch anhand der Bandenmuster genetische Unterschiede
innerhalb einer Spezies detektiert werden. Allerdings war das mit dieser Methode
erzielte Bandenmuster erheblich spérlicher, als mit dem Southern-Blotting. Hinsichtlich
der technischen Umsetzung und des Zeitmanagements erwies sich die RAPD als das
einfachste,  kostenginstigste und am  wenigsten zeitaufwéandigste bzw.
reproduzierbarste Verfahren. Die IR-PCR kam als zweites PCR-Verfahren hinzu, um
weitere genetische Unterschiede, die mit der RAPD nicht detektiert wurden,
aufzuzeigen. Die IR-PCR war in ihrer diskriminatorischen Fahigkeit allen anderen
Verfahren unterlegen. Zwar stellte auch sie ein schnelles PCR-System dar, allerdings
konnte sie in ihrer Reproduzierbarkeit und der Generation von stabilen Banden nicht
Uberzeugen. Ebenso bei der Spezieseinteilung der Stamme sowie in der
Unterscheidung unter den Isolaten einer Spezies konnten nicht immer sichere
Aussagen getroffen werden.

Als Fazit ist der Kombination aus RAPD-PCR und Southern-Hybridisierung die héchste
Aussagekraft zu zuschreiben, da einerseits bei der schnell reproduzierbaren RAPD
bereits eine hohe Anzahl an Banden zu generieren war, und andererseits diese mit
dem Southern-Blot bestéatigt wurden bzw. durch eine noch héhere Anzahl an Banden

Aussagen zum Verwandtschaftsverhaltnis der Stdmme gemacht werden konnten.
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AbschlieBend muss erwahnt werden, dass immer eine Kombination von mindestens
zwei Verfahren zur genauen Bestimmung der genotypischen Merkmale einzusetzen ist.
Befindet man zwei Isolate anhand des generierten Bandenmusters als genetisch
identisch, ist dennoch eher von einer héchstwahrscheinlichen Verwandtschaft der
beiden Stdmme auszugehen, da mit den verschiedenen Verfahren immer nur
Ausschnitte des Genoms verglichen und detektiert werden, und daher geringe
genetische Unterschiede nur mittels Sequenzierung auszuschlieBen sind.

4.4.2. Vergleich genotypischer Charakteristika aller Candida-Isolate

Zur Untersuchung der Verwandtschaftsverhalinisse kamen bei C. albicans zwei
unterschiedliche Methoden zum Einsatz (wie zuvor beschrieben). Zunéchst wurden alle
30 Isolate dieser Spezies mit der RAPD zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten
analysiert. Um die hiermit erzielten Ergebnisse zu bestatigen, wurde die Southern-
Hybridisierung mit CARE-2 als unabhangiges und hoch diskriminatorisches Verfahren
gewahlt. Anhand des Vergleichs der erzielten Bandenmuster (Schema siehe unter
Material und Methoden) konnten verwandtschaftliche Beziehungen erstellt werden. Zur
Typisierung der 15 C. parapsilosis-lsolate wahlten wir die RAPD mit zwei
unterschiedlichen (RPO2 und RSD12) Primern, ferner noch die IR-PCR. Die jeweils
finf Isolate von C. lusitaniae und C. guilliermondii wurden mit der RAPD (RPO2) und
der IR-PCR typisiert. Ebenso die drei restlichen Isolate (C. glabrata und C. krusei).
Wurden einem Patient zwei oder mehrere Isolate zugeordnet, stammten diese von
Abstrichen unterschiedlicher Kérperregionen. Wurden dann diese Isolate anhand des
Schemas als ,h6chstwahrscheinlich® verwandt beurteilt, war daraus zu schlieBen, dass
derselbe Erreger an unterschiedlichen anatomischen Regionen anzutreffen war. Bei
einem einzelnen besiedelten Patienten einer Klinik konnten keine Rickschlisse auf die
Herkunft des Erregers oder etwaige verwandtschaftliche Beziehungen zu Erregern
eines weiteren Patienten derselben Klinik getatigt werden. Auffallend war die
Vermutung im Fall der Bielefelder Isolate ,FG215%, ,FG217¢ ,FG229“ und der Isolate
,FG263/1%, ,FG264“ und ,FG265" aus Leipzig (siehe 3.5.1.). Zum Teil lagen hier Isolate
von unterschiedlichen Patienten einer Klinik mit demselben Genotyp vor. Anhand der
molekularbiologischen Ergebnisse konnten unter Umstdnden Rickschlisse auf den
Erwerb der Erreger gezogen werden. Die wahrscheinlichste Erklarung liegt im
nosokomialen Erwerb der Erreger entweder durch kontaminierte Hande des Personals,

durch Gegenstande oder Suspensionen, oder ahnliches. Eine vertikale Transmission
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durch die Mutter auf das Kind, oder im Verlauf von Patient zu Patient mittels eines
Vektors (z. B. Hande) ist eher unwahrscheinlich. Eine Untersuchung der Umsténde des
Erregererwerbs  (Zimmersituation, Gebrauch von Suspensionen, hygienische
Vorkehrungen, etc.) hatte eine nahere Aufklarung der Hintergriinde zugelassen,
wurden aber in dieser Studie nicht weiter untersucht. Zwar lautete bei der
Untersuchung der 15 C. parapsilosis-lsolate in keinem Fall die Bewertung
-hoéchstwahrscheinlich® verwandt, was auf geringere diskriminatorische Fahigkeiten der
einzelnen Methoden bzw. des jeweiligen Primers schlieBen lasst, dennoch konnte auch
hier bei den Stammen ,FG74¢, ,FG76“ und ,FG77“ aus ltzehoe (die beiden zuletzt
genannten sind Isolate desselben Patienten) ein vorherrschender Genotyp als
,wahrscheinlich“ verwandt angesehen werden. Die Auswertung der Isolate ,FG307*,
,FG308“ und ,FG312“ aus Ludwigshafen (die beiden zuerst genannten sind Isolate
desselben Patienten) ergab denselben Sachverhalt. Hier kdnnten dieselben
Ubertragungsmechanismen, wie bei C. albicans zuvor beschrieben, ursachlich sein.
Allerdings wurden auch hier die ndheren Umstande nicht untersucht. Bei Begutachtung
aller C. lusitaniae-lsolate wurden zwei weitere Isolate (,FG653“ und ,FG656/2“ aus
Speyer) von verschiedenen Patienten einer Klinik mit einem ,héchstwahrscheinlich®
verwandten Genotyp entdeckt. Auch hier lagen keine Angaben Uber die Umsténde des
Erwerbs vor und eine horizontale Transmission der Erreger wird als sehr
wahrscheinlich angesehen. Die Auswertung der Ubrigen Isolate ergab teilweise anhand
der geringen Fallzahl keine Uberraschenden Ergebnisse hinsichtlich  der
Verwandtschaft oder der Transmission.

5. Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, einen mdoglichst reprasentativen Querschnitt der
Kolonisationsrate mit Pilzen bei Risikofriihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
< 15009 und einem Lebensalter < 28 Tagen auf Bundesebene am vorgesehen Stichtag
(29.05.2001) zu erheben. Weiterhin sollten Beziehungen zwischen den Kolonisations-
und Infektionsraten und ein Zusammenhang mit mdglichen Risikofaktoren flr eine
Kolonisation mittels verschiedener Fragebdgen untersucht werden. Der anschlieBende
experimentelle Teil sollte Aufschlisse uber Resistenzdaten und
Verwandtschaftsverhaltnisse der Candida-Spezies, vor allem bei Stdmmen von

unterschiedlichen nicht-verwandten Frihgeborenen derselben Kilinik, geben. Die
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Ergebnisse der Erhebung sollten eine Grundlage zur Entwicklung einheitlicher
Praventions- bzw. Therapiestandards schaffen.

Die von uns ermittelte Kolonisationsrate von gemittelt 22,6% lag etwas niedriger, als
bisher in der Literatur berichtet. Die Besiedelungsrate in Korrelation zum
Geburtsgewicht stieg wie erwartet mit sinkendem Geburtsgewicht. So lag diese mit
34,9% bei den ,extremely-low-birth-weight-infants“ (n=126) (<1000 g) um einiges
héher. Ein  hoch signifikanter ~Zusammenhang bestand zwischen einer
Antibiotikatherapie (p < 0,001) und ebenso zwischen der parenteralen Ernahrung
(p = 0,002) und einer damit verbundenen Kolonisation der Friihgeborenen. Keine
signifikanten Relationen konnten zwischen dem Geburtsmodus oder dem Geschlecht
des Frihgeborenen und einer Kolonisation abgeleitet werden. Bezogen auf den am
Abstrichtag dokumentierten Kolonisationsstatus (Npesiegert = 72) Mit Candida-Spezies trat
bei 5,5% der Friihgeborenen eine invasive Candidiasis auf. Ein wichtiger Aspekt
hierbei war die Tatsache, dass nur bei der Haélfte der Patienten mit systemischer
Infektion am Abstrichtag eine Besiedelung vorlag und dartber hinaus nur bei drei
Frihgeborenen das ehemals bestimmte Erregerprofil mit dem der invasiven Infektion
Ubereinstimmte.

Hinsichtlich der bestimmten MHK-Werte muss betont werden, dass der Uberwiegende
Teil der Isolate eine gute Empfindlichkeit gegentber den getesteten Antimykotika
zeigte. Dennoch fanden sich bei finf verschiedenen Patienten resistente Stamme (drei
Isolate C. albicans / 5-FC, ein Isolat C. krusei / Fluconazol und Ampho B, ein Isolat C.
lusitaniae /| Ampho B, ein Isolat C. glabrata / Itraconazol). Eine Besonderheit fiel bei
zwei nicht-verwandten Patienten derselben Klinik mit resistenten C. albicans-Stammen
(FG263/1und FG264, FG265 aus Leipzig) auf. Keines der beiden Frihgeborenen
entwickelte spater eine systemische Candida-Infektion, beide wiesen aber mindestens
zwei Risikofaktoren (parenterale Erndhrung, Antibiose, Katecholamine oder
Kortikosteroide) auf.

In den abrundenden Untersuchungen der Verwandtschaftsbeziehungen der Stamme
auf molekularbiologischer Ebene erwies sich das Southern-Blotting als das Verfahren
mit der hdchsten diskriminatorischen Potenz. Auch mit der RAPD konnten gute
Ergebnisse erzielt werden. Am schlechtesten lieBen sich verwandtschaftliche
Beziehungen der Isolate mit der IR-PCR erkennen. So gelang es zum Beispiel den
oben erwahnten resistenten C. albicans-Stamme (FG263/1und FG264, FG265 aus
Leipzig) mit dem Southern-Blot eine héchstwahrscheinliche genetische Verwandtschaft

zu zuordnen. Nach Ausschluss einer etwaigen Verwandtschaft der dazugehdrigen
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Frihgeborenen, konnten hieraus Rlckschlisse auf einen nosokomialen Erwerb der
Erreger gezogen werden. Ebenso lieferte das Blot-Muster der Bielefelder Isolate
,FG215% [FG217%, ,FG229“ den Hinweis auf eine nosokomiale Transmission der
C. albicans-1solate.

Schlussfolgerung

Anhand unseres reprasentativen  Studienkollektivs und der Kombination
epidemiologischer, mikrobiologischer und molekularbiologischer Erhebungen spiegeln
unsere Ergebnisse einen Umriss der Situation auf deutschen Frihgeborenen-
intensivstationen wider. Zusammenfassend stellen wir fest, dass die allgemeine
Verabreichung einer topischen antimykotischen Prophylaxe durchaus gerechtfertigt
werden kann, da bei einer vorliegenden Kolonisation, ein sehr hoher Anteil der
Frihgeborenen einen oralen bzw. analen Soor erwirbt, jedoch die Korrelation mit der
Entwicklung einer systemischen Candida-Infektion zu einem spateren Zeitpunkt als
eher gering gewertet wird, natdrlich immer in Beachtung der individuellen
Risikoabschatzung und einer mdglichen Resistenzentwicklung. Hinsichtlich des
Erwerbs systemischer Candida-Infektionen sollte eher die Einflhrung einer
systemischen Prophylaxe bei kolonisierten Frihgeborenen < 15009 ins Zentrum der
Diskussionen ricken. Bei nachfolgenden Studien sollte der Mangel dieser Arbeit,
hinsichtlich des Fehlens einer erneuten Erhebung des Kolonisationsstatus im Follow-
up aller noch hospitalisierten Patienten und eine molekularbiologische Differenzierung
aller Isolate von Patienten mit systemischer Infektion, behoben werden, um eine
Veranderung im  Kolonissationstatus, des Erregerprofils sowie maogliche
Resistenzenstehungen zu detektieren. Dartber hinaus sollten klinische Daten in noch
gréBerem Ausmal an Beachtung finden.

Die zuvor erwahnte Problematik macht deutlich, dass weitere Untersuchungen
hinsichtlich der Entstehung von Resistenzmechanismen, Erregertransmissionen und -
profil, Erarbeitung von Therapiestrategien der Candidiasis dringend Ziel weiterer

Studien sein muss.
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7. Anhang

MULTIZENTRISCHE PUNKT-PRAVALENZ ERHEBUNG

DER KOLONISIERUNG MIT PILZEN

BEI INTENSIVMEDIZINISCH BEHANDELTEN FRUHGEBORENEN
MIT EINEM GEBURTSGEWICHT VON <1500 GRAMM UND EINEM

FLUSSSCHEMA

LEBENSALTER <28 TAGE

Postanschrift der zentralen Studienleitung:

Dr.med. Frank-Michael C. Miiller

Universitits-Kinderklinik

Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg

Josef-Schneider-Str. 2, 97080 Wiirzburg

Tel.: 0931-201-3409/3728 Fax: 0931-201-3720

Email: fmmueller@mail.uniwuerzburg.de

Vor Studienbeginn

Vervollstindigung des zugesandten Frage-

bogens

Bitte den Bogen per Post oder Fax

an die Studienleitung senden

Votum der Ethik-Kommission Wiirzburg:
vom 19. Mirz 2001

Kopie des Votums an Studien-

zentren senden

Aufklirung und Einwilligung der Sorge-

berechtigten

Studien-Stichtag

Uberpriifung der Einschlusskriterien

Vergabe einer Studiennummer an alle auf
Station liegenden Friihgeborenen mit einem GG
<1500 g und einem Lebensalter <28 Tage
(Formblatt 1, Patientenregister);

ggf. Grund fiir Nichtteilnahme bei nicht
eingeschlossenen Patienten notieren

ggf. ein zweites Formblatt benutzen




Komplettieren Sie bitte fiir alle in Formblatt 1
aufgefithrten Patienten die in Formblatt 2
(Patientendaten) abgefragten Informationen;
benutzen Sie ggf. ein zweites Formblatt. Kopie

von Formblatt 2 fiir die eigenen Unterlagen.

Entnahme von Rektal- und Rachenabstrich bzw.
Trachealsekret; Probenrohrchen sind mit der
dem individuellen Patienten zugeteilten

Studiennummer zu versehen

Probenrohrchen in verschlieBbarem Plastik-

beutel geben

Proben und Originale von Formblatt

2 an die Studienzentrale senden

Formblatt 1 (Patientenregister) zusammen mit
allen anderen Studienunterlagen vor

unbefugtem Zugriff gesichert aufbewahren.

Follow-up (60 Tage
nach Studien-Stichtag)

Zusendung von Formblatt 3 und 4 von zentraler

Studienleitung

Durchsicht  aller Krankenunterlagen und
Vervollstindigung von Formblatt 3 (Follow-up)
fir alle in Formblatt 1 (Patientenregister) auf-
gefiithrten Patienten; ggf. ein zweites Formblatt

benutzen.

Komplettierung von Formblatt 4
(Dokumentationsbogen) fiir alle Patienten mit
invasiver Pilzinfektion; ggf. ein zweites

Formblatt benutzen.

Isolate von in Formblatt 4 aufgefiihrten
Patienten mit invasiven Pilzinfektionen

sammeln

Formblatt 3 und 4 fiir eigene Unterlagen

kopieren; alle Unterlagen 5 Jahre aufbewahren

Formbldatter 3 wund 4 sowie
Pilzisolate an die zentrale Studien-

leitung in Wiirzburg senden




ALLGEMEINER FRAGEBOGEN:

Name der Kontaktperson:
Institution:
Adresse:

Telefon: Fax:

E-mail:

1. Betreut Thre Abteilung intensivpflichtige Frithgeborene mit einem Geburtsgewicht <1500g
ja nein
(bitte Zutreffendes einkreisen)

2. Anzahl der Betten fiir intensivpflichtige Neu-und Frithgeborene:

3. Anzahl der Betten fiir andere kranke Friith- und Neugeborene:

4. Gesamtzahl der Betten der Klinik:

5. Setzen Sie antimykotische Substanzen zur Prophylaxe ein (bitte Zutreffendes einkreisen):
ja nein
Falls ja, geben Sie bitte die Substanzen an:

6. Kommt Fluconazol in Threr Abteilung in prophylaktischer bzw. therapeutischer Indikation zum Einsatz

(bitte kreisen Sie Zutreffendes ein)

ja nein

Falls ja, schitzen Sie, wieviele Patienten in den letzten 12 Monaten Fluconazol erhalten haben (bitte

kreisen Sie Zutreffendes ein):

1-2 3-5 6-10
11-20 21-30 >31
7. An der Studie nehme ich teil (bitte Zutreffendes einkreisen):
Jja nein

BITTE SENDEN SIE DEN AUSGEFULLTEN FRAGEBOGEN ZURUCK AN:
Dr.med. Frank-Michael C. Miiller
Universitits-Kinderklinik, Julius Maximilians-Universitidt Wiirzburg
Josef-Schneider-Str. 2, 97080 Wiirzburg
Tel.: 0931-201-3409/3728
Fax: 0931-201-3720

E-mail: fmmueller @mail.uni-wuerzburg.de



FORMBLATT 1 (PATIENTENREGISTER)

STUDIENZENTRUM / STUDIENLEITER:

NUMMER DES STUDIENZENTRUMS:

" MULTIZENTRISCHE PUNKT-PRAVALENZ ERHEBUNG
DER KOLONISATION MIT PILZEN "

Patienten-Nummer

Name

Geburtsdatum

Eingeschlossen

(ja / nein [falls nein: Grund])

DIESES FORMBLATT IST ESSENTIELL UND FUR IHRE UNTERLAGEN BESTIMMT. ES DIENT DER PATIENTEN-IDENTIFIKATION FUR DAS

FOLLOW-UP UND IST GESICHERT AUFZUBEWAHREN.




FORMBLATT 2 (PATIENTENDATEN) " MULTIZENTRISCHE PUNKT-PRAVALENZ ERHEBUNG
DER KOLONISIERUNG MIT PILZEN "

STUDIENZENTRUM / STUDIENLEITER:

BITTE VERVOLLSTANDIGEN BITTE ZUTREFFENDES ANKREUZEN
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* FALLS ZUTREFFEND, BITTE SUBSTANZ / DOSIS / VERABREICHUNGSART / START - UND STOPPDATUM UND INDIKATION AUF RUCKSEITE ANGEBEN
** FALLS ZUTREFFEND, BITTE ERREGER UND INFEKTIONSLOKALISATION(EN) UND VERLAUF AUF DER RUCKSEITE VERMERKEN.
DIESES FORMBLATT GEHT IM ORIGINAL MIT DEN PROBEN AN DIE ZENTRALE STUDIENLEITUNG.



FORMBLATT 3 (FOLLOW-UP) " MULTIZENTRISCHE PUNKT-PRAVALENZ ERHEBUNG
DER KOLONISIERUNG MIT PILZEN "

STUDIENZENTRUM / STUDIENLEITER:

Patienten-Nummer: Verstorben Entlassen Noch hospitalisiert Invas. Pilzinfektion? *

(ja / nein; ggf. Datum) (ja / nein; ggf. Datum) (ja / nein) (ja / nein)

* Bitte vervollstindigen Sie bei vermuteter/dokumentierter invasiver Pilzinfektion auch Formblatt 4!
DIESES FORMBLATT GEHT IM ORIGINAL GGF. MIT FORMBLATT 4 UND DEN PILZISOLATEN VON PATIENTEN MIT INVASIVEN
PILZINFEKTIONEN AN DIE STUDIENZENTRALE.




FORMBLATT 4

" MULTIZENTRISCHE PUNKT-PRAVALENZ
ERHEBUNG DER KOLONISIERUNG MIT PILZEN ,,
DOKUMENTATIONSBOGEN FUR PATIENTEN MIT NACHGEWIESENER INVASIVER
PILZINFEKTION WAHREND DES FOLLOW-UP NACH PROBENENTNAHME

e Patienten-Nummer:

e Isolierte Pilz-Spezies:

e Positive Blutkultur? (bitte kreisen Sie Zutreffendes ein)
Falls ja, vervollstindige die Tabelle

Ja Nein

Abnahme-Datum

Ergebnis

Herkunft (Katheter vs. peripher)

e Urinkultur abgenommen? (bitte kreisen Sie Zutreffendes ein)

Falls ja, vervolistindige die Tabelle

Ja Nein

Abnahme-Datum

Ergebnis

Herkunft (Beutel, Katheter, Punktion)

¢ Liquor punktiert? (bitte kreisen Sie Zutreffendes ein)

Falls ja, komplettiere Tabelle

Ja Nein

Datum

Datum

Leukozyten

Erythrozyten

Glucose

Eiweiss

Gram-Farbung

Kultur




e Andere Kulturen? (bitte kreisen Sie Zutreffendes ein)

Falls ja, komplettiere Tabelle

Ja

Abnahme-Datum

Ergebnis

Herkunft (Abszess, Hautbiopsie etc.)

¢ Andere Untersuchungen zur Evaluierung der Erkrankungsausbreitung
(bitte markieren Sie Zutreffendes mit einem Kreuz):

Untersuchung

Nicht durchgefiihrt

Normal

Pathologisch

Echokardiographie

Ultraschall Schédel

Funduskopie

Ultraschall Abdomen/Niere

Andere (erliutere)

Bitte benutzen Sie Riickseite oder neues Blatt fiir notwendige Einzelheiten.

¢  Durchgefiihrte Behandlung:

(bitte kreisen Sie alle zutreffenden Substanzen ein; bitte notieren Sie auch max. Tagesdosis, Start-

und Stoppdatum der Behandlung!)

Substanz

Start-Datum

Stopp-Datum

max. Dosis

[mg/kg/Tag]

keine Therapie

Konvent. Ampho B

Liposom. Ampho B

Fluconazol

Flucytosin

Andere

Bitte benutzen Sie Riickseite oder neues Blatt fiir notwendige Einzelheiten.
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Dr.med. Frank-Michael C. Miiller
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Informationsformblatt Uber die mikrobiologische Untersuchung der Proben:

Bundesweite Studie ,, Kolonisierung mit Pilzen bei intensivmedizinisch behandelten Friihgeborenen mit

einem Geburtsgewicht <1500g und einem Lebensalter <28 Tage*
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