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Einleitung 1

1 Einleitung und Problemstellung

Candida albicans, erstmals 1853 von C. Robin als Oidium albicans beschrieben, ist
der haufigste Erreger von opportunistischen Sprosspilzinfektionen beim Menschen
[20,22]. Dieser fakultativ pathogene Erreger findet sich bei etwa 20-80% aller
gesunden Erwachsenen im Orogastrointestinaltrakt, wo er als Saprophyht die
Schleimhaute besiedelt [20,35]. Belegt ist auch das vermehrte Vorhandensein von
Candida albicans in kariosen Zahnlasionen, wodurch es noch zu einer starkeren
Besiedelung des Magen-Darm-Traktes durch das Verschlucken der Erreger kommen
kann [24]. Dieselbe Studie belegt, dass durch Behandlung der karidsen Lasionen die
Erregerdichte vermindert wird. Windeldermatitis tritt bei einem von vier Kindern auf
[63], ausgeldst durch das Verschlucken der Hefekeime und der sich anschlieRenden
Kolonisation im Gastrointestinaltrakt bei entsprechender Disposition [44] .

Zu den meist endogen ausgeltsten Infektionen kommt es durch eine Reduktion der
Gesamtkeimzahl bei gleichzeitig extremer Vermehrung von Candida albicans, welche
durch verschiedene Faktoren beglnstigt werden kann, wie z. B. einer Antibiose,
einer Granulozytopenie oder einer allgemeinen Schwéachung nach chirugischen
Eingriffen [28,39,61]. Bei einer Kolonisation des Gastrointestinaltraktes kann Candida
albicans in das Gefal3system penetrieren, sich tUber die Blutbahn ausbreiten und
dadurch eine Sepsis verursachen oder weitere Organe befallen [10]. Deshalb stellt
gerade bei Immunsupprimierten die Zahnpflege und das Beheben kariéser Lasionen
eine wichtige Pravention dar, um die Besiedelung der Mundhdhle mit diesem Keim
moglichst gering zu halten. Bei Patienten mit einer fortschreitenden Krebserkrankung
liegt die Besiedelung der Mundhéhle mit Candida albicans bei 66% [12], wobei das
Tragen von Zahnprothesen und eine verminderte Speichelflussrate die groRten
Risikofaktoren darstellen.

In nur 46 % der Falle wurde Candida albicans durch eine spezifische
Polymerasekettenreaktion (PCR= polymerase chain reaktion) als Erreger
nachgewiesen. Hierbei begrindet sich die klinische Relevanz durch hdhere
Resistenzen der non-Candida albicans-Stamme [12], was die Notwendigkeit der
diagnostischen Durchfuihrung einer PCR Technik zur ldentifizierung der Erreger

belegt.
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Bei einer anderen Studie zeigte die molekulare Typisierung, dass bei den meisten
Patienten, die eine Bestrahlung bei Hals- und Kopfkrebserkrankungen erhalten

hatten, &hnliche Candida-Stamme auftraten [42].

Fur die vorliegende Studie war die mdgliche Korrelation der Candidabesiedelung der
Mundhohle und des Magen-Darm-Traktes von Interesse, wobei sich folgende

Fragestellungen unter Bezug auf die speziellen Patientengruppen ergaben:

e Besteht eine Stammverwandtschaft zwischen den Candidakeimen der
Mundhohle und des Magen-Darm-Traktes bei  herzkranken,
herztransplantierten und chemotherapieversorgten Kindern?

e Unterscheidet sich die Candida-Stammverwandtschaft der obigen
Patientengruppen von denen anderer stationar versorgter Kinder?

e Wie haufig lasst sich bei Kindern mit schwerwiegenden
Allgemeinerkrankungen auf eine deszendierende Candida-Kolonisation

schlieRen?
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2 Literaturtbersicht

2.1 Kariesatiologie

Caries dentium, die Zahnfaule, stellt heute die am weitesten verbreitete
Zivilisationskrankheit dar. In ihrem Verlauf kommt es zur progredienten Zerstdrung
der Zahnhartsubstanz. Die verifizierte und erweiterte chemoparasitare Theorie zur
Atiologie der Karies von Miller (1898) ist heute allgemein akzeptiert [21]

Karies ist ein multifaktorielles Geschehen mit primar mikrobieller Genese. Vier
obligatorische Faktoren mussen zusammentreffen, damit sie entsteht. Nach Konig
(1971) stellen diese die individuellen Faktoren, wie vorhandene Zahne, Verfugbarkeit
von Substrat, Zeiteinfluss und azidogene Mikroorganismen dar [29]. Daneben gibt es
zahlreiche sekundére Faktoren, die sowohl die Entstehung als auch die Progression
einer  kariosen  L&sion  beeinflussen  kodnnen. Dazu gehdren  die
Speichelzusammensetzung/Speichelfluss, die Pufferkapazitat und der pH-Wert des
Speichels, Zahnfehlstellungen/Zahnfehlbildungen, sowie Dauer, Art und Haufigkeit
der Nahrungsaufnahme [21].

Zu Beginn einer Karies heften sich Mikroorganismen auf die Cuticula dentis, dem
erworbenen Zahnoberh&autchen, an und vermehren sich dort. Bei unzureichender
Mundhygiene bildet sich bald ein Aggregat aus Bakterien und deren
Stoffwechselprodukten, Speichelproteinen/-glykoproteinen und anorganischen
Salzen. Diesen zadhen Zahnbelag nennt man Plaque, in welchem anfangs fakultativ
anaerobe Bakterien wie Streptococcus mutans Uberwiegen. Mit zunehmendem Alter
der Plague kommen dann obligat anaerobe Mikroorganismen wie Aktinomyzeten,
Veillonellen und Fusobakterien hinzu. Auch konnen Pilze im Plague-Biofilm
nachgewiesen werden, da sie ebenfalls die Fahigkeit besitzen, verschiedene Zucker
in Sauren zu metabolisieren und sich so an der Kariesprogression zu beteiligen [48].
Wetzel et al. konnten sogar belegen, dass C. albicans bei In-vitro-Imitation des
menschlichen Mundhodhlenmilieus  eine  kariose  Destruktion  humanen
Zahnschmelzes initial ohne bakteriellen Einfluss bewirkt [65].

Das aus Fructose und Glucose bestehende Disaccharid Saccharose, bekannt als
Rohr- und Rubenzucker, wirkt stark kariogen. Durch die Verstoffwechselung dieses

und anderer Kohlenhydrate zu organischen Sauren wird das Kristallitengeflige des
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Zahnschmelzes zerstort. Es vollzieht sich seine Demineralisation, was zu weil3en
opaken Flecken fuhrt. Erst spater mit weitergehender Zerstérung wird auch eine
Kavitat sichtbar [21].

Karies entwickelt sich in bestimmten Arealen des Gebisses, die die
Plaqueretetention beglnstigen und als Préadilektionstellen bezeichnet werden. Dazu
gehoren Fissuren, Approximalflachen unterhalb der Kontaktpunkte und cervikale
Anteile der Glattflachen. Etwa 90% aller karidsen L&sionen bei Kindern finden sich in
Fissuren und Gribchen, gefolgt von der Approximalkaries. Glattflachenkaries tritt
meist erst bei erhohtem Kariesrisiko auf und die Pravalenz der Wurzelkaries nimmt
erst mit steigendem Lebensalter zu [48]. Eine besondere Situation stellen derzeit die
frhen karidsen Gebisszerstorungen des Nursing-Bottle-Syndroms dar, bei denen es
bereits im  Kleinkindalter zu  bevorzugten kariosen  Erkrankung der
Milchschneidezdhne im Oberkiefer und spater auch weiterer Milchzahne kommt.
Diese, auf exzessiv nuckelnde Flussigkeitsaufnahme gezuckerter und/oder
saurehaltiger Getranke zurtckzufuhrende, Destruktion wird nach neuerer
internationaler Nomenklatur der Early-childhood-Caries Typ Il zugeordnet [70].

FUr die Kariesatiologie am bedeutsamsten ist die Gruppe der Mutans-Streptokokken,
besonders Streptokokkus mutans und Streptokokkus sobrinus. Als weitere Leitkeime
gelten auch Laktobazillen. Mutans-Streptokokken sind in der Lage, extrazellular
unlésliche Polysaccharide (EPS) zu bilden, was zu einer erhéhten Adhérenz an der
Zahnhartsubstanz fuhrt. Auch besitzt Streptokokkus mutans die Fahigkeit,
Polysaccharide intrazellular in Glykogen-Form (IPS) zu speichern, wodurch er
langere Phasen der Nahrungskarenz Uberstehen kann. Laktobacillus spp. sind
bevorzugt in fortgeschrittenen kariésen Lasionen auf Grund ihrer S&uretoleranz zu
finden. Interdental kommen sie aber meist nur in Gegenwart von Streptokokkus
mutans vor. Desweiteren zahlen Actinomyces spp., andere azidogene Bakterien und
Non-mutans-Streptokokken zu den kariogenen Mikroorganismen. C. albicans kommt
bei 25-50% der Bevélkerung in der Mundhdhle vor und z&hlt auf Grund seiner
Fahigkeit, Zucker zu metabolisieren, ebenfalls zu den kariogenen Mikroorganismen
[48].
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2.2 Candida

Die Gattung Candida, zugehdorig der Familie der Candidaceae, summiert fakultativ
pathogene Erreger. Diese Pilze siedeln sich auf Haut und Schleimhauten des
Menschen an und stellen dort einen Teil der physiologischen mikrobiellen Flora. Die
Frequenz der Candidabesiedelung der Mundhdohle steht in Abhéngigkeit vom Alter,
die hochste Besiedelung findet sich circa zwei Monate nach der Geburt und im
héheren Erwachsenenalter [27]. Nach einer Langzeitstudie von Russel und Lay steigt
die Candidabesiedelung innerhalb der ersten sieben Tage nach der Geburt von 5,7%
auf 14,2% und dann weiter auf bis zu 50% wahrend des ersten Lebensjahres [45]. Zu
einer oralen Candidiasis kommt es meist durch pradisponierende Faktoren, die
metabolischer, diatischer, mechanischer, immunologischer oder iatrogener Natur
sein konnen [31].

Candida albicans besiedelt uberwiegend die Schleimh&ute, ist aber generell in der
Lage, auch jedes andere menschliche Gewebe anzugreifen. Die Mundschleimhaut
ist der haufigste Standort, wo dieser Keim entweder als harmloser Saprophyt oder
als Ausloser eines Mundsoors auftritt [9]. Extreme klinische Manifestationen des
Nursing-bottle-Syndrom, bei dem es zu einer bevorzugten karidsen Zerstérung der
Milchschneidezahne im Oberkiefer durch exzessive Trinkzufuhr von zucker- oder
saurehaltigen Getranken aus Saugerflaschen kommt, fihren gehauft zur Ausbildung
eines Mundsoors mit Lokalisation an Wangenschleimhaut und Zunge [66].
Weiterfihrend belegten Wetzel et al. den Zusammenhang, dass es bei karibser
Milchzahnzerstérung der ,Zuckertee-Karies* auch zu periapikalen Erkrankungen an
den betroffenen Zahnen und zu allgemeinen koérperlichen Beeintrachtigungen bei
den Kleinkindern kommen kann [69]. Innerhalb der Mindhohle ist die Haufigkeit der
Konzentrationen von Candida unterschiedlich. Bei gesund bezahnten Patienten
lassen sich die Hefen bevorzugt vom Zungenriicken isolieren; Wange, Mundboden
und Mundwinkel sind dagegen seltener besiedelt [2]. Bei Heranwachsenden in der
Adoleszenzphase liegt die durchschnittliche Haufigkeit der Candidabesiedelung bei
58,5%, wobei sich dann C. albicans zu 73,8%, C. tropicalis, C. krusei und C. kefyr zu
7,14% und C. parasilosis zu 4,76% nachweisen lassen [3]. Zurzeit sind 13 fakultativ
humanpathogene Candida-Spezies bekannt, wobei C. albicans, C. glabrata, C.

tropicalis, C. krusei, C. parasilosis und C. dubliniensis, die héchste medizinische
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Bedeutung zukommt. Die einzelnen Spezies unterscheiden sich in ihrer Pathogenitat,
wobei C. albicans und C. tropicalis die héchste Virulenz zugeordnet wird.
Desweiteren wurde ein enger Zusammenhang zwischen der Adh&sion und der
Fahigkeit, eine Infektion auszulésen, herausgefunden. Auch in dieser Hinsicht wies
C. albicans die groRte Adharenz auf [7,64].

Vorausgegangene Untersuchungen unserer Giessener Arbeitsgruppe belegen
schlielich, dass C. albicans am haufigsten in Kkarids erweichter
Zahnsubstanz/Karieslasionen vorkommt, weshalb die kariose Kavitat als ein
bevorzugtes Biotop dieses Keimes anzusehen ist, aus dem es zu einer

kontinuierlichen Weitergabe in den Magen-Darm-Trakt kommen kann [51,67,68].

2.3 Candidiasis

Fur das Auftreten einer Candidiasis sind nach Samaranayake immer mehrere
Virulenzfaktoren verantwortlich, wie zum Beispiel: Persorption, Dimorphismus,
Bildung von Keimschlauchen, Wechselwirkung mit dem Komplementsystem und die
Produktion von Hydrolasen, Anaphylatoxinen und Killertoxinen [46]. Die Mundhohle
ist mit einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt. Alle dort natirlich
vorkommenden Keime werden als physiologische Standortflora bezeichnet. Die
Bakterien bilden das natirliche Gegengewicht zu einigen Hefen. Auf verschiedenste
Art, wie zum Beispiel durch mangelnde Mundhygiene, ungtinstige Ernahrung,
Infektionen im Mundbereich oder ein geschwachtes Immunsystem kann dieses
Gleichgewicht gestort werden, sodass sich eine orale Candidiasis oder Candidose
manifestiert.

Die orale Candidiasis lasst sich nach Axell et al. klassifizieren [4]. Unterschieden wird
zwischen einer primaren Form, die auf orale und periorale Bereiche beschrankt ist,
und einer sekundaren Form, die als Folge einer systemischen mukokutanen
Erkrankung auftritt. (Tab. 1).
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Tabelle 1: Klassifikation der oralen Candidiasis

Prmére orale Candidiasis Sekundéare orale Candidiasis
Akute Form Orale Manifestationen der

- pseudomembranos systemischen mucocutandsen
- erythematos Candidiasis

Chronische Form

- pseudomembranos

- erythematos

- hyperplastisch
knotig
plaqueartig

Candida-assoziierte Lasion
- Prothesenstomatitis
- Cheilitis angularis

- mediane rhomboide Glossitis

Keratinisierte Lasionen mit Candida
superinfiziert
- Leukoplakie

- Lichen planus

- Lupus erythomatosus

Das klinische Erscheinungsbild des Mundsoors (akute pseudomembrandse
Candidose) ist gekennzeichnet durch weil3e Beldge auf einer erodierten Oberflache,
die sich durch einen Abstrich entfernen lassen. Lokalisiert ist der Mundsoor meist auf
dem harten und weichen Gaumen, auf der Zunge und auf der Wangenschleimhaut
(Abb. 1).




Literaturtibersicht 8

Abb. 1: Mundsoor auf dem Zungenrticken (4-jahriges Kind)

Vor allem bei &lteren Menschen, Kindern oder bei Patienten mit einem
geschwachten Immunsystem ist die orale Candidose eine der haufigsten
opportunistischen Infektionen. Gerade bei Kindern mit Krebserkrankungen unter
Cytostatika-Therapie kann die orale Candidiasis ein erhohtes Problem darstellen. So
erkranken 69,35% von ihnen an einer oralen Candidiasis, die am haufigsten von C.
albicans verursacht wurde [19]. Nicht—albicans Arten sind mit 0-33% seltener
anzutreffen. Zu ihnen zéhlen C. dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei und
C. parapsilosis [30].

Candidazellen konnen infolge Penetration von Epithelzellen, durch chirurgische
Eingriffe oder Polytraumata, bei denen naturliche Korperbarrieren aufgehoben
werden, oder Uber einen Biofilm auf Kunststoffmaterialien (z.B. Kathetern), in die
Blutbahn gelangen. Von hier aus kann es dann zu einer Fungamie mit oder ohne
Organbeteiligung kommen [33]. Die Sterblichkeit bei einer Candidamie liegt bei
26,7%, wobei C. albicans mit 53,6% die hdchste Sterblichkeit bei den pédiatrisch

onkologischen Kindern hervorruft [8].
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2.4 Bedeutung einer Candidiasis unter Immunsuppression

Patienten erhalten nach einer Organtransplantation lebenslang Immunsuppressiva,
um eine korpereigene Abstol3ungsreaktion des transplantierten Organs zu
verhindern. Durch eine solche Behandlung wird die Kompetenz des Organismus zur
Abwehr pathogener Organismen deutlich herabgesetzt. In der Mundhéhle kann es
dann zur Ausbreitung pathogener Keime kommen, die im Korper schwere
Komplikationen hervorrufen [11]. Ahnlich stellt sich die Situation bei tumorerkrankten
Patienten der Hamatologie unter der aggressiven Therapie dar, bei denen mit
zunehmender Neutropeniedauer das Risiko einer invasiven Mykose steigt [40].

Eine systemische Candidose erhoht die Morbiditatt und Mortalitdit nach
Herztransplantationen, deshalb sollte besonderer Wert auf entsprechende
Prophylaxe und Therapie gelegt werden [60]. In den letzten 20 Jahren hat das Risiko
einer systemischen Candidose standig zugenommen [5,6], auch wird die Behandlung
der Patienten auf Grund steigender Keimresistenzen immer schwieriger [17].

Der Hauptgrund fir eine erhéhte Morbiditat stellt nicht die oropharyngeale
Candidiasis dar. In ihrer Folge kann es aber durch deszendierende Keimabgabe in
den Gastrointestinaltrakt zu einer lebensbedrohlichen Infektion kommen. Meist
handelt es sich bei systemischen Mykosen um eine endogene Infektion aus dem
Intestinaltrakt des Patienten, wie eine Studie von MAROL et al. belegt [32]. Stellt sich
namlich eine starke Vermehrung humanpathogener Hefen im Darm ein, so besitzen
diese Erreger die F&higkeit, Uber Persorption in die Blutbahn oder zu anderen
Organen zu gelangen. Einen signifikanten Zusammenhang zwischen systemischen
und einer vorausgegangenen oropharyngealen Candidiasis konnten DeGREGORIO
et al. bei Patienten mit akuter Leukamie bereits 1982 belegen [15]. Auch in diesem
Zusammenhang stellt sich bei immunsupprimierten Patienten die Pravention oraler

Candida-Infektionen als auf3erordentlich wichtig dar.
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2.5 Molekularbiologische Nachweismethode

Die Polymerasekettenreaktion (PCR= polymerase chain reaktion), fir deren
Entdeckung Mullis 1993 den Nobelpreis fur Chemie erhielt, ist heute eine der
wichtigsten Techniken zur Analyse von Genen. Ein Gen bezeichnet die genetische
Information, die in ein einzelnes DNA-Molekul und am Ende in ein einziges Protein
uberschrieben wird. Lokalisiert sind die Gene auf Chromosomen. Der Bereich, auf
dem sich ein bestimmtes Gen befindet, nennt man "Locus".

In den meisten Organismen liegt das genetische Material primar als DNA-
Doppelstrang in der sogenannten B-Form als rechtsgédngige Doppelhelix oder als
RNA-Einzelstrang vor. Aufgrund der Zuckerkomponente ihrer Nucleotide werden die
beiden Nucleinsauren DNA und RNA benannt. Ein Nucleotid besteht aus drei
Elementen: einem Zucker, einer Phosphatgruppe und einer stickstoffhaltigen Base.
Die stickstoffhaltigen Basen sind entweder Purine wie Adenin und Guanin oder
Pyrimidine wie Cytosin, Thymin oder Uracil (RNA). In der DNA bilden sich Basen-
paare: Adenin paart sich mit Thymin, Guanin mit Cytosin. Dies wird durch die
Bindungsverhaltnisse der Atome innerhalb der Basen selbst vorgegeben. Durch
Wasserstoffbriicken werden die Basen zusammengehalten. Die Nucleotide sind tber
die 5'-3' Phosphodiesterbindung miteinander verkniupft und geben dem Polynucleotid
eine Orientierung [38].

Die Polymerasekettenreaktion stellt eine Methode zur Vermehrung von DNA-
Sequenzen dar. Fir die PCR benétigt man eine thermostabile DNA-Polymerase,
Ausgangs-DNA (template), zwei passende Oligonucleotidprimer, Puffer und
Nucleotide. Ein Primer ist ein Oligonukleotid, welches als Startpunkt fir DNA
replizierende Enzyme wie die DNA-Polymerase dient. Die PCR-Reaktion besteht aus
drei Schritten, wobei der erste die Denaturierung bei 94°C mit Trennung der beiden
DNA-Strange darstellt. Der zweite Schritt ist ein ,Annealing”, bei dem die Temperatur
gesenkt wird und somit die Primer die Mdglichkeit erhalten, an die DNA zu
hybridisieren. Im dritten Schritt, der Elongation, wird die Temperatur auf das
Arbeitsoptimum der Polymerase erhght, damit ein Zweitstrang synthetisiert werden
kann. Dieser Zyklus wird mehrfach wiederholt und findet meist in einem

Thermocycler statt.
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Das so erhaltene Amplikon wird dann in einer Agarosegel-Elektrophorese, welche die
einfachste und effektivste Methode darstellt, in DNA-Fragmente von 0,5 bis 25 Kilo
Basen voneinander getrennt. Dem liegt zugrunde, dass Nucleinsduren, die bei
neutralem pH-Wert polyanionisch sind, im elektrischen Feld zum negativen Pol

(Kathode) wandern. Durch Anfarben mit Ethidiumbromid lassen sich die Banden
danach sichtbar machen. Die Auswertung erfolgt schlie3lich visuell und/oder mit Hilfe

einer Auswertungssoftware am Computer [36].
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3 Material und Methode

3.1 Bezugsstudie/Studienvorbereitung

Die vorliegende Studie basiert auf einem klinischen Untersuchungsprojekt, das im
Zeitraum von 2004 bis 2007 von arztlichen/zahnarztlichen Behandlern der Poliklinik
fur Kinderzahnheilkunde in Kooperation mit den Abteilungen fur Kinderkardiologie
und péadiatrischer Onkologie sowie mit dem Institut fir medizinische Mikrobiologie
des Universitatsklinikums Gief3en und Marburg, Standort Giel3en, durchgefihrt
worden ist.

Arbeitsthema war die "Orointestinale und humorale Canidabesiedelung bei
immunsupprimierten, endocarditisprophylaxepflichtigen und chemotherapiebehan-
delten Kindern". Die detaillierte methodische Erlauterung findet sich bei Siahi-
Benlarbi [53].

Die anonyme individuelle Kennzeichnung der Patienten erfolgte mittels laufender
Registriernummer, wobei zur Dokumentation fur die erhobenen Daten ein Befund-
/Anamnesebogen erstellt wurde (Anhang 1). So liel3 sich spater die Zuordnung der
Befundbbdgen zu den Patienten und damit auch die Einhaltung der gesetzlichen
Bestimmungen des personlichen Datenschutzes erfillen. Fir die Untersuchungen
lag das Einverstandnis der Eltern und die Zustimmung der Ethik-Kommision (datiert
vom 02.09.2004) am Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universiat Giel3en
(Aktenzeichen: 130/04) vor (Anhang 2 und 3).

Die Alters- und Geschlechtsverteilung, sowie die Gruppenzuordnung der insgesamt

103 Kinder zwischen 2 und 16 Jahren wird aus Tabelle 2 ersichtlich.
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Tabelle 2: Alters- und Geschlechtsverteilung in der Bezugsstudie

Gruppe Patienten |M&adchen Jungen Durchschnittsalter in
Monaten

abs. n % n %

[ 23 12 52,2 11 47.8 111,3

Vergleichsgruppe

1 24 12 50 12 50 91

herzkranke

Kinder — CHD*

11l 31 10 32,2 21 67,7 65,7

HTx** - Kinder

v 25 10 40 15 60 117,2

Tumor-Kinder

Gesamt 103 44 42,7 59 57,3 103,8

* CHD = congenital heart disease

** HTx = heart transplantation

Die Kinder der Gruppe | stellten die Vergleichsgruppe dar. Es handelte sich um
stationare  Patienten  der  Kinderklinik, die  weder immunsupprimiert,
endokarditisprophylaxepflichtig noch chemotherapiebehandelt sein  durften.
Herzkranke Kinder ohne HTx bildeten die Gruppe I, herztransplantierte (HTX)
Jungen und Madchen die Gruppe Ill und chemotherapiebehandelte Kinder mit
Tumorerkrankungen die Gruppe IV.
Alle Kinder unterzogen sich zwecks Gebissbefunderhebung einer zahnarztlichen
Untersuchung, die mit Hilfe von Mundspiegel, Sonde und Stirnleuchte vorgenommen
wurde. Zusétzlich wurden folgende Abstriche/Substanzen entnommen und
untersucht:

- Speichel mittels Einmalspritze

- Plague und (falls vorhanden) kariés erweichte Zahnsubstanz mittels

Loffelexcavator

- Stuhl (Stuhlréhrchen)

- Blut (kinderarztliche Entnahme).
Wurde Candida spezies in den unterschiedlichen Materialien nachgewiesen, erfolgte
eine Einteilung in Keimzahlklassen.
Fur die vorliegende Untersuchung wurden spéter die auf Candida spezies
abzielenden Ergebnisse der Bezugsstudie zugrunde gelegt. Vergleiche Siahi-
Benlarbi [53] und Siahi-Benlarbi et al. [54].
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3.2 Experimentelle Untersuchungen

Fur die gentechnologische Untersuchung wurden die positiven Pilzkulturen der
Bezugsstudie zunachst in einer Brain-Heart-Infusion bei -17°C tiefgefroren. Um die
DNA-Extraktion und die sich anschlie3ende PCR durchfiihren zu kénnen, wurden die
tiefgefrorenen positiven Pilzkulturen spater wieder aufgetaut, auf Sabouraud-
Glucose-Agar ausgestrichen und 48 Stunden bei 37°C bebritet. Die weitere
Untersuchung der Pilzkulturen fand dann im Institut fur Medizinische Mikrobiologie
des Universitatsklinikums Gief3en und Marburg, Standort Giel3en, statt.

3.2.1 Isolierung chromosomaler DNA

Fur die Isolierung von Nucleinsauren standen verschiedene Methoden zur Auswahl.
Welche Methode verwandt wurde, richtete sich nach der Art und der zu isolierenden
DNA und dem spateren Verwendungszweck.

Bei den klassischen Verfahren wird das Material rein mechanisch oder chemisch
aufgebrochen. Das Prinzip basiert auf der Trennung in eine organisch proteinhaltige
und eine wassrig nucleinsaurehaltige Phase. Die Verfahren beinhalten jedoch
Nachteile: sie sind sehr aufwéandig, die Reproduzierbarkeit ist bei niedriger
Nucleinsaure-Konzentration herabgesetzt und die DNA zeigt nur mittelméafige
Qualitat. Hochwertige DNA erhalt man dagegen durch die Zentrifugation des
Nucleinsaure-Rohextraktes im Casiumchlorid-Dichtegradienten.

Neben den klassischen Verfahren finden noch drei weitere Anwendung: 1. die
Anionenaustauscher-Chromatographie, 2. das Filtrationsverfahren und 3. das auf
Silikagelbasierende Verfahren.

Bei der Anionenaustauscher-Chromatographie kommt es zur Bindung negativ
geladener  Phosphatgruppen der Nucleinsduren an  positiv  geladene
Oberflachenmolekille des Tragermaterials. Vorteile dieses Verfahrens sind die
extrem hohe Reinheit der enthaltenen DNA und die grofR3e Zeitersparnis im Vergleich

zu den klassischen Verfahren.
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Bei dem Filtrations-Verfahren erhalt man eine qualitativ eher minderwertigere DNA,
somit wird das auf Filtration von Lysaten basierende Verfahren nur in der
Minipraparation von Plasmid-DNA im Hochdurchsatz angewandt.

Silikagelbasierende Verfahren beruhen auf der Bindung von Nucleinsauren an
Silikaoberflachen bei Vorhandensein hoher Konzentrationen von chaotrophen
Salzen. Sie sind in Ihrer Anwendung einfach, schnell und zuverlassig. Die DNA weist
eine hohe Reinheit auf und kann fir viele Anwendungen eingesetzt werden, wie zum
Beispiel fur die PCR, Southern-Blotting und DNA-Sequenzierung. Das kommerziell
erhaltliche Kit (Firma Quiagen, Hilden/Deutschland) arbeitet mit einer Silika-
gelmatrix, die im Vergleich zu anderen Silikamaterialien eine reproduzierbare,
einfache und sichere Nucleinsaure-Praparation zulésst [50].

3.2.2 Isolierung der Pilz-DNA

Auf Grund der oben genannten Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden zur
Isolierung von DNA, erfolgte in dieser Studie die Isolation der Pilz-DNA mit Hilfe des
Qiagen Mini Kits (Qiagen, Hilden/Deutschland) entsprechend der QIAamp-Extraktion.
Die Ausgangsmaterialien mussten vor Beginn der gentechnologischen Analyse
lysiert werden, da die Nucleinsduren in Form von DNA erforderlich waren. Die
Praparation erfolgte in vier Schritten. Als erstes wurden die Proben lysiert, dann
banden die Nucleinsauren an die Silikamembran; ein Waschschritt hielt im
Folgenden die Verunreinigungen gering und am Ende wurde die reine Nucleinsaure
eluiert [37] .

Im Einzelnen:

Nachdem alle Testbestandteile auf Raumtemperatur gebracht worden waren, wurde
eine Pilzkolonie in 180 pl Lyse-Puffer (ATL-Puffer) suspendiert. Zu dem Ansatz
kamen 20 pl Proteinase K hinzu, es wurde gut gemischt und bei 56°C im Wasserbad
fur 15 Minuten inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit kamen 200 ul AL-Puffer hinzu,
es wurde wieder gut gemischt und fur 10 Minuten bei 70°C im Wasserbad inkubiert.
Nun wurden 200 pl Ethanol dazugeben und gut gemischt. Die Lésung wurde in ein
Saulchen gegeben und dieses in ein Collection-Tube gestellt. Danach erfolgte eine
Zentrifugation bei 8000 U/min fur eine Minute. Das Collection-Tube wurde

ausgeklopft und 500 ul AW1 Puffer in das Saulchen gegeben. Es schlol? sich eine
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erneute Zentrifugation bei 8000 U/min fir eine Minute an. Wiederum wurde das
Collection-Tube ausgeklopft. Nun wurden 500 pl AW2 Salz in das Saulchen
gebracht. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 14000 U/min fur drei Minuten an.
Danach wurde das Saulchen in ein neues Collection-Tube gestellt, 100 ul Puffer AE

hinzugefiigt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend fir eine
Minute bei 8000 U/min abzentrifugiert. Der auf diese Weise erhaltene DNA-Extrakt

wurde in ein neues Eppendorf Gefal3 tberfiihrt und bei -20°C eingefroren.

3.2.3 RAPD-PCR

Die Proben wurden durch eine auf einer Nukleinsaure basierenden Analyse
chromosomal genetischer Elemente epidemiologisch analysiert. Gewahlt wurde als
PCR-Typisierungssystem, die ,Randomly Amplified Polymorphic DNA*, ,Ready-to-
go“ RAPD Analysis Beads Set (Amersham Pharmacia Biotech/Freiburg,
Deutschland). Bei der RAPD-PCR binden die relativ kurzen Oligonucleotide (10
Basen) zufallig an polymorphe DNA und werden dann amplifiziert. Das Prinzip dieser
Methode basiert auf einer geringstringenten Annealing Temperatur (37-42°C) in den
ersten PCR-Zyklen. Wahrend der weiteren Zyklen wird die Temperatur dann auf Gber
50°C erhoht, so dass die in den ersten Zyklen synthetisierten Fragmente vervielfaltigt
werden [50].

Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigt ein spezies- und individuumspezifisches
Bandenmuster und eignet sich  somit gut zur Darstellung von
Stammverwandtschaften und Unterschieden im Genom.

Die Kontamination wird durch die RAPD-Kigelchen, die alle Inhaltsstoffe bis auf die
Primer enthalten, und die dadurch reduzierten Pipettierschritte mdglichst gering
gehalten. Somit lasst sich auch eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

erzielen.
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Die folgenden Reagenzien wurden verwendet:
Zur Lagerung der positiven Pilzkulturen:
e BHI- Medium:
20% Glycerin in Brain-Heart-Infusion (Becton Dickinson,Sparks/USA)
Enthalten im Quiagen-Mini-Kit (Quiagen,Hilden/Deutschland):
e AWLI: chaotropes Salz
e AW2: chaotropes Salz
e AL-Puffer: Tris-EDTA (TE)-Puffer
e Proteinase K/ATL-Puffer: zur Zelllyse bzw. Deproteinisierung
Fur die Gelelektrophorese:
e EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure
e Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TE Puffer = Tris-EDTA Pulffer:
10mM Tris HCL pH: 7,4
1mM EDTA pH: 8,0
e 10 x Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer:
108g Tris-Puffer
559 Borsaure
20ml 0,5M EDTA
e 2%iges Agarosegel:
2g Agarose, 100ml 1 x TBE-Puffer
e Ficoll = Handelsname fur synthetisch hergestelltes Polysaccharid aus

Saccharose und Epichlorhydrin

1,259 Ficoll wurde in 7,5 ml Aqua dest. tber Nacht im Kihlschrank gelést. Am

nachsten Tag wurde eine winzige Spatelspitze Bromphenolblau hinzufigt.
Gebrauchs Sybr Gold (Cyanin Farbstoff) LOsung:

Sybr Gold 1:100 mit DMSO (Dimethylsulfoxid) verdiinnen

Auftragspuffer:

50 ul Gebrauchs Sybr Gold Losung + 950 pl Ficoll

Marker:

Molecular Weight Marker IX (Boehringer, Ingelheim/Deutschland), lagern bei

-20°C, Inhalt 200 pl. Vor Gebrauch mit 400 pl Ficoll auffillen.
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3.2.4 Auswahl der Primer

Zunachst wurde die Anlagerung der Primer des RAPD-Sets (Firma Amersham
Biosciences, Freiburg/Deutschland) getestet. Geliefert wurden die Primer als
Lyophilisat in einer Konzentration von 2,5 nmol/tube. Durch das Losen mit 500 pl
sterilem Aqua dest. wurden sie auf eine Endkonzentration von 5pmol/pl gebracht. Far
die RAPD Reaktion wurde eine Konzentration von 25pmol eingesetzt. Die geldsten

Primer wurden bei -20°C aufbewahrt.

Die Primer bestanden aus 10 beliebigen Nukleotiden mit folgenden Sequenzen:
» Primer 1
5-d[GGTGCGGGAA]-3'
» Primer 2
5-d[GTTTCGCTCC]-3'
» Primer 3
5-d[GTAGACCCGT]-3'
» Primer 4
5-d[AAGAGCCCGT]-3
» Primer 5
5-d[AACGCGCAAC]-3'
» Primer 6
5'd[CCCGTCAGCA]-3’

Die Auswahl der Primer erfolgte nach folgenden Kriterien: es wurden die Primer
gewahlt, die die meisten Banden zeigten und die eine deutliche Abgrenzung der
Banden zueinander aufwiesen. Zu jedem lIsolat lieferten alle 6 Primer Banden, Primer
1 und Primer 5 wurden nach den oben genannten Kriterien fur diese Studie
ausgewahlt und eingesetzt.

Um eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, erfolgte jede
Typisierung zweimal, je einmal mit Primer 1 und Primer 5. Da Primer 1 jedoch die
hochste Aussagekraft bot, wurde er fir die nachfolgenden Auswertungen im

Dendrogramm herangezogen.
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Beispiele zur Primertestung

Fur die medizinisch relevanten Keime C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata und C.
krusei wurden die folgenden Primerausstestungen vorgenommen. Sie ergaben wie
bei C. albicans alle das gleiche Ergebnis (Abb. 2-5), so dass danach alle

Patientenproben mit Primer 1 und 5 ausgetestet wurden.

M= Marker, P1-P6= Primer 1-6
Abb. 2: RAPD-Bandendarstellung fur C. albicans

M= Marker, P1-P6= Primer 1-6
Abb. 3: RAPD-Bandendarstellung fur C. dubliniensis
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M= Marker, P1-P6= Primer 1-6
Abb. 4: RAPD-Bandendarstellung fiir C. glabrata

M=Marker, P1-P6= Primer 1-6
Abb. 5: RAPD-Bandendarstellung fur C. krusei
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3.2.5 DNA-Typisierung

Die DNA-Typisierung erfolgte mit dem Ready-To-Go™ RAPD Analysis Kit (Firma
Amersham Biosciences, Freiburg/Deutschland) nach den Anweisungen des
Herstellers. Zu den ,RAPD Analysis Beads" wurden 17,5 pyl Aqua dest., 2,5 pl von
Primer 1 oder 5 (25 pmol) und 5 pul des DNA-Extraktes (50 ng) zugegeben. Dieses
Gesamtvolumen von 25 ul wurde gut gemischt und mit 50 pl Parafin6l Gberschichtet.
Die Amplifikation erfolgte in einer PCR-Maschine, PCR-Express Gradien/Hybaid
(Ashford Middlesex/UK) unter Einhaltung der folgenden Zyklen:
e Einmalig 5 Minuten bei 95°C
e 45 Zyklen: 1 Minute bei 95 °C
1 Minute bei 36°C
2 Minuten bei 72°C
e einmalig 5 Minuten bei 72°C
e Halten der Temperatur von 4°C
6 ul der Amplifikate wurden mit 6 pl Auftragspuffer und mit 10 pul Aqua dest.
vermischt. 20 pl dieses Ansatzes wurden bei Raumtemperatur auf ein 2%iges
Agarosegel in 1XxTBE-Puffer aufgebracht und bei 150 Volt fir 40 Minuten in einer

Elekrophoresekammer aufgetrennt (Abb. 6).

Abb.6: Aufbau der Elektrophoresekammer
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Der DNA-Fluoreszensfarbstoff wurde mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Es wurden
Photos (Image Master VDS) auf VDS-Thermal-Film, Fixable Reflection Type
(Amersham Pharmacia Biotech, Wien/Osterreich), und auch digitale Photos (LISCAP
Version 1.0, Pharmacia Biotech, Cambridge/England) erstellt, die im TIFF Format
gespeichert wurden.

Die genetischen Bandenmuster wurden zunachst visuell beurteilt und mit dem
Programm Gel Compare 4.0 (Applied Maths, Kortigk/Belgien) an Hand einer
Clusteranalyse, welche ein strukturendeckendes, multivariantes Analyseverfahren
zur Ermittlung von Gruppen darstellt, ausgewertet. Die Banden wurden dazu am
Marker nivelliert, um die Differenzen der unterschiedlichen Gelldufe zu
kompensieren. Danach erfolgte eine Einzeichnung der einzelnen Banden der
unterschiedlichen Materialien. Mit Hilfe des Assoziationskoeffizienten ,Dice* konnte
die Ahnlichkeit berechnet werden. Die statistische Auswertung der Clusteranalyse
erfolgte nach dem UPGMA (= unweighted pair group method analysis), wobei eine
genetische Identitat bei 100%, die Zugehdrigkeit zu einem Cluster bei = 85% und
eine genetische Homologie bei = 70% gegeben ist.

Die genetischen Verwandtschaftsverhaltnisse wurden graphisch mit einem

Dendrogramm dargestellt.

3.3 Statistik

Die Erfassung der Daten sowie die Erstellung der Grafiken erfolgte mit Microsoft
Excel 2003. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS® fiir
Windows, Version 15.0 in Zusammenarbeit mit dem Institut fir medizinische
Informatik an der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

Die kategorialen Merkmale wurden mit Hilfe von absoluten und relativen Haufigkeiten
dargestellt, die quantitativen (ordinalskalierten) Daten unter Zuhilfenahme von
Median, Mittelwert, Minimum und Maximum beschrieben.

Die vier betrachteten Gruppen wurden bezlglich kategorialer Merkmale wie
Geschlecht, Altersgruppen und Candida spezies unter Anwendung des Chiquadrat-

Tests fur Kreuztabellen verglichen. Unterschiede hinsichtlich quantitativer Merkmale
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wie Haufigkeit und/oder Starke der Keimbesiedlung konnten mit Hilfe des Kruskal-
Wallis-Tests beurteilt werden.

Die Datenanalyse hat explorativen Charakter. Kriterium fir die Beibehaltung bzw.
Ablehnung der jeweils getesteten Nullhypothese st die berechnete
Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art ,,p“, die im Ergebnisteil jeweils angegeben
wird. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde nach folgender Einteilung bewertet:
p>0,05 = nicht signifikant; p<0,05 = signifikant [16].
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4, Ergebnisse

4.1. Ausgangsbefunde (Bezugsstudie)

Tabelle 3 gibt Auskunft Gber die Haufigkeit der bei den Patienten und in den Proben

gefundenen Candida spezies. Wobei anzumerken ist, dass pro Patient maximal vier

Proben (Speichel, Plaque, kariése Substanz und Stuhl) bewertet wurden. Lagen im

Einzelfall keine kariosen Zéhne vor, so konnte dementsprechend auch keine kariose

Zahnsubstanz entnommen und beurteilt werden. Detaillierte Ergebnisdarstellungen

der Gruppen I, Il und Il finden sich bei Siahi-Benlarbi [53]. Die Resultate der Gruppe

IV wurden bisher noch nicht publiziert.

Der patientenbezogene Vergleich lasst positive Candidabefunde zwischen 32,3%

(HTx - Kinder) und 47,8% (Vergleichsgruppe) erkennen. Dagegen macht der Anteil

der positiven Proben nur zwischen 15,3% (Tu-Kinder) und 34,2% (Vergleichsgruppe)

aus.

Tabelle 3: Haufigkeit der Candidabesiedelung

Gruppe

Patienten Candida Proben Candida

ja nein ja nein

abs. n |% n |% abs. n |% n %
| 23 11 (47,8 |12 [52,2 |73 25 34,2 |48 65,8
(Vergleichsgruppe)
Il 24 11 (45,8 |13 [54,2 |83 23 |27,7 |60 72,3
(Herzkranke Kinder)
1] 31 10 32,3 |21 [67,7 |95 21 (22,1 |74 77,9
(HTx Kinder)
\Y, 25 9 (36,0 |16 |64,0 |85 13 |15,3 |72 84,7
(Tu-Kinder)
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4.1.1 Haufigkeit des Auftretens der verschiedenen Candida spezies

Tabelle 4: Haufigkeit des Auftretens von verschiedenen Candida spezies

Candida spezies

Patienten (n)

%

C. albicans 30 73,3
in Reinkultur

C. glabrata 1 2,4
in Reinkultur

C. dubliniensis 6 14,7
in Reinkultur

C. krusei 0 0
in Reinkultur

C. lusitaniae 1 2,4
in Reinkultur

C. parapsilosis 0 0
in Reinkultur

C. albicans 1 2,4
zusatzlich mitC. dubliniensis

C. albicans 1 2,4
zusatzlich mitC.krusei

C. ablicans 1 2,4
zusatzlich mit C.parapsilosis

Insgesamt 41 100,0

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, handelt es sich bei den 41 Patienten mit Candida

spezies 30ig mal um C. albicans in Reinkultur, 6 mal um C. dubliniensis in Reinkultur

und je einmal um C. lusitaniae und C. glabrata in Reinkulltur. Dabei ist anzumerken,

dass in drei Fallen von C. albicans, je einmal in Kombination mit C. dubliniensis, C.

krusei, und C. paraspilosis auftrat.
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4.2 Befunde der vorliegenden Studie

4.2.1 Gruppenzuordnung der positiven Proben mit C. albicans

Tabelle 5: Verteilung der C. albicans Isolate

Gruppe P:’;:(Zeg:ﬁn Proben
Kariose gesamt

absolut | Speichel | Plague |Substanz Stuhl positiv
I
(Vergleichsgruppe) 4 4 1 1 4 10
Il
(Herzkranke Kinder) 10 10 3 3 6 22
"
(HTx Kinder) 10 10 7 1 2 20
v
(Tu-Kinder) 9 6 2 1 2 11
gesamt 33 30 13 6 14 63

Im Speichel, insgesamt 30 Isolate, wurde C. albicans bei allen Gruppen am
haufigsten nachgewiesen. Innerhalb der Gruppenverteilung waren die herzkranken
Patienten ohne oder mit HTx (Gruppen Il und Ill) signifikant haufiger mit C. albicans
infiziert als die beiden anderen Gruppen (p = 0,017). Aus der Plaque konnten
lediglich 13 Isolate gewonnen werden. Hier war die Gruppe lll der HTx-Kinder mit (p
= 0,030) am signifikant haufigsten betroffen. Die Anzahl der positiven Stuhlproben
unterschied sich mit n = 14 nur wenig von der Haufigkeit der positiven Plagueproben.
Mit p = 0,015 war hier die Gruppe Il der herzkranken Kinder (ohne HTx) am
signifikant haufigsten betroffen. Dagegen lie3en sich bei der Bewertung der karidsen
Substanzen mit p = 0,417 keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Patientengruppen erkennen.



Ergebnisse

27

Die grafische Umsetzung der Haufigkeiten, der mit C.albicans behafteten Proben

erfolgte in Gruppenzuordnung in Abbildung 7.

35

Verteilung der Candida Isolate
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Abb. 7: Verteilung der Candida Isolate

4.2.2 Haufigkeit von C. albicans in den verschiedenen Substanzen

Tabelle 6 gibt Aufschluss, in welchen entnommenen Substanzen der Patienten der

Pilz nachgewiesen wurde.

Tabelle 6: Haufigkeit von C. albicans in den unterschiedlichen Substanzen

Behaftete Substanzen Patienten (n) %

Nur A 9 27,3
Nur C 1 3,0
Nur D 2 6,1
Aund B 7 21,2
Aund C 1 3,0
Aund D 7 21,2
Aund Bund C 1 3,0
Aund Bund D 2 6,1
Aund Cund D 2 6,1
A-D 1 3,0
Gesamt 33 100

A= Speichel, B= Plaque, C= karidse Substanz, D= Stuhl
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Insgesamt 12 Patienten (36,4%) wiesen einen gleichzeitigen Befall in der Mundhéhle
(Speichel, Plaque oder karioser Substanz) und im Stuhl auf. Eine ausschlief3liche
Besiedelung des Speichels fand sich dagegen in 9 Fallen (27,2%). Weiterhin war
eine isolierte Kontamination in einem Fall in der kariosen Substanz (3%) und in 2
Fallen im Stuhl (6,1%) gegeben. Als haufigste Kombinationen mehrerer mit C.
albicans behafteter Substanzen erwiesen sich A und B sowie A und D mit jeweils 7
Fallen (21,2%).

4.2.3 RAPD-Typisierung der C albicans-Stamme

Von den 41 Patienten mit Candida spezies wiesen 33 (80,5%) in insgesamt 63
Isolaten C. albicans auf. Die Ubersichtliche Darstellung in Tabelle 7 gibt die fir jeden
Patienten gefundenen Informationen zur Probenbesiedelung wieder. Dabei wurde
auch die jeweilige Mengenbewertung in funf Keimzahlklassen mit eingebracht. Auf
der Basis dieses Ergebnispools erfolgte schlie3lich die Erstellung des in Abbildung 8
dargelegten Dendrogramms zur Abklarung der genetischen Verwandtschaftsverhalt-
nisse der Candidaisolate. Wobei anzumerken ist, dass ein Isolat (Patient 2/Plaque)
zuvor verworfen wurde und nicht mehr zur Verfigung stand. Entsprechend beziehen

sich alle nachfolgenden Ergebnisse nur noch auf 62 Proben/Isolate.
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Tabelle 7: Mengenmaliige C. albicans- Besiedelung der Mundhdhle und des Stuhls

Anzahl Patient Proben
Patient Nr. | Gruppe Candida (Keimzahlklassen)
Speichel A | Plague B | kariése Substanz C Stuhl D

1 1 Il 1 0 0 0
2 2 Il 1 1* 0 4
3 3 Il 1 0 0 3
4 4 Il 1 0 0 2
S 5 Il 2 0 0 4
6 6 Il 1 1 1 3
7 7 Il 2 0 1 0
8 8 Il 2 4 0 0
9 10 \Y 1 0 0 0
10 11 \Y 2 0 0 0
11 12 IV 1 0 0 0
12 13 Il 2 0 0 0
13 14 Il 1 0 0 0
14 15 \Y 0 0 0 4
15 16 \Y 0 0 1 0
16 17 IV 1 0 0 0
17 20 Il 2 0 0 0
18 21 [\ 0 0 0 3
19 22 \Y 1 2 0 0
20 23 \Y 3 2 0 0
21 24 1] 2 2 0 0
22 25 [ 2 0 2 1
23 28 [ 1 0 0 3
24 29 Il 2 3 2 3
25 30 1] 2 2 0 2
26 31 Il 1 0 0 0
27 32 1 1 0 0 2
28 33 1] 2 1 0 0
29 34 Il 1 3 0 0
30 35 1] 1 4 3 0
31 36 Il 1 3 0 0
32 42 [ 1 3 0 4
33 44 | 2 0 0 1

Gruppe I: Kinder ohne Immunsuppression und Endocarditisprophylaxepflicht
(Vergleichsgruppe)

Gruppe II: herzkranke Kinder ohne HTx

*Probe nicht weiter verwendet

Gruppe llI: herztransplantierte Kinder (HTx)
Gruppe IV: Kinder mit Tumorerkrankungen

Keimzahlklassen:

O: keine

1: einzelne (<1 KBE)

2: wenig
3: viel

(10-100 KBE)
(100-1000 KBE)

4: massenhaft (>1000 KBE)
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4231 Dendrogramm C. albicans
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Abb. 8: Dendrogramm von C. albicans

Das Dendrogramm zeigt 62 C. albicans Stamme, die aus dem Speichel (A), der
Plaque (B), der kariésen Substanz (C) und dem Stuhl (D) von 33 Patienten isoliert
worden waren. Die gestrichelte Linie bei 70% und mehr kennzeichnet eine
Homologie der verglichenen C. albicans Stdmme, die Linie bei 85% und mehr
verdeutlicht einen Cluster, wahrend bei der 100%-Linie eine genetische Identitat

vorliegt.
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4.2.3.2 Genetische Ubereinstimmung der C. albicans-Stamme

Die Auswertung des Dendrogramms erfolgte zunachst unter dem Gesichtspunkt der
genetischen Ubereinstimmung der Patienten, die sowohl in der Mundhéhle als auch
im Stuhl C. albicans aufwiesen. (Tab. 8)

Tabelle 8: Genetische Ubereinstimmung in Mundhohle und Stuhl

Genetische Identitat Cluster Homologie
Ubereinstimmung (100%) (2 85%) (2 70%) Gesamt
Gruppe |
(Vergleichsgruppe) |3 1 0 4
Gruppe Il
(Herzkranke Kinder) | 2 2 2 6
Gruppe lll
(HTx-Kinder) 0 0 2 2
Gruppe IV
(TU-Kinder) 0 0 0 0
TGesamt . [5  [3 |2 |12z |

Bei funf (41,7%) von 12 Patienten, bei denen sowohl in der Mundhohle als auch im
Stuhl C. albicans isoliert wurde, konnte eine 100%ige Identitat der Stadmme
nachgewiesen werden. Betroffen waren drei Patienten (60%) der Vergleichsgruppe
und zwei Patienten (40%) der herzkranken Kinder.

Ein Cluster (= 85%) bildeten die C. albicans-Stamme von drei Patienten (25%).Von
diesen gehorte ein Patient zur Vergleichsgruppe und zwei Patienten zur Gruppe Il
Eine genetische Homologie (= 70%) konnte schliel3lich bei den C. albicans-Stammen
von vier weiteren Patienten (33,3%) nachgewiesen werden. Zwei zahlten zu Gruppe
Il der herzkranken Kinder und zwei zu Gruppe Ill der Kinder mit HTx. Es Uberraschte,
dass bei den Kindern mit Tumorerkrankungen Kkeinerlei genetische

Ubereinstimmungen der C. albicans-Stamme festgestellt werden konnten.
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Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 8 erfolgte in Abbildung 9.

Genetische Ubereinstimmung

| ldentitéat m Cluster @ Homologie O keine Identitéat

25
20 T
15 —
Anzahl '
10 — —
5 ] |
o I = - - E
Gruppe | Gruppe Il Gruppe llI Gruppe IV Gesamt
Gruppen

Abb. 9: Genetische Ubereinstimmung

4.2.3.3 Genetische ldentitat (100%) der C. albicans-Stamme zwischen den

Isolaten

Bei Betrachtung der genetischen Identitdt zwischen den verschiedenen
Proben/lIsolaten ergab sich das in Tabelle 9 dargelegte Bild.

Tabelle 9: Genetische Identitat zwischen unterschiedlichen Isolaten

Kombination Patienten (n) %
Aund B 2 25
Aund C 0 0
Aund D 3 37,5
BundC 0 0
Bund D 1 12,5
Cund D 1 12,5

AundBund C 1 12,5
Gesamt 8 100

A= Speichel, B= Plaque, C= karidse Substanz, D= Stuhl
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Es wird deutlich, dass zu den 5 Fallen genetischer Identitat zwischen Mundhéhle und
Stuhl (3x A/D, 1x B/D, 1x C/D) noch drei weitere kommen, bei denen eine 100%ige
Ubereinstimmung zwischen Isolaten der Mundhéhle vorlag. Dabei handelte es sich in
2 Fallen um Speichel und Plaque (A/B) und in einem Fall um Speichel, Plaque und
kariose Substanz (A/B/C).

4.2.3.4 RAPD-Beispiele

e Identitat der C. albicans-Stamme zwischen Speichel (A) und Plaque (B)/
zuséatzlich: Homologie zwischen Stuhl (D) und Speichel/Plaque (A/B)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, B= Plaque, D= Stuhl
Abb. 10: RAPD, Patient 30, HTx

In Abbildung 10 wird die genetische Identitat der C. albicans-Stamme von Speichel
(A) und Plaque (B) am Beispiel der Substanzen von Patient 30 gezeigt. Nach
Auswertung im Dendrogramm wurde nachgewiesen, dass der Stuhl (D) mit den zwei

Substanzen der Mundhohle eine genetische Homologie aufweist.
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e |dentitat der C. albicans-Stamme zwischen kariéser Substanz (C) und
Stuhl (D)/zuséatzlich: A,C und D bilden ein Cluster

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, C= karitése Substanz, D= Stuhl
Abb. 11: RAPD, Patient 25, Vergleichsgruppe

Der Gellauf in Abbildung 11 lasst erkennen, dass die kariose Substanz (C) und der
Stuhl (D) des Patienten 25 genetisch identische C. albicans-Stamme aufweisen.
Nach der Auswertung im Dendrogramm ergab sich, dass die kariose Substanz (C)

und der Stuhl (D) mit dem Speichel (A) zu einem Cluster gehéren.

e Identiat der C. albicans-Stamme zwischen Plaque (B) und Stuhl
(D)/zusétzlich: Cluster A, B, D

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, B= Plaque,D= Stuhl
Abb. 12: RAPD, Patient 42, Vergleichsgruppe
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Die Abbildung 12 zeigt, dass die C. albicans-Stamme in der Plaque (B) und im Stuhl
(D) des Patienten 42 eine genetische Identitat aufweisen. Bei dem Speichel (A)
konnte nach Auswertung im Dendrogramm zu den Substanzen Plaque (B) und Stuhl

(D) eine genetische Homologie nachgewiesen werden.

e |dentitat der C. albicans-Stamme zwischen Speichel (A) und Stuhl (D)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, D= Stuhl
Abb. 13: RAPD, Patient 28, Vergleichsgruppe

Das Bandenmuster im Gellauf der Abbildung 13 zeigt eine genetische Identitat des
Speichels (A) und des Stuhls (D) am Beispiel der Substanzen des Patienten 28.
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e |dentitat der C. albicans-Stamme zwischen Speichel (A), Plague (B) und

karioser Substanz (C)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, B= Plaque, C= karidse Substanz
Abb. 14: RAPD, Patient 35, HTx-Gruppe

In Abbildung 14 lasst sich deutlich erkennen, dass die Substanzen Speichel (A),
Plaque (B) und kariése Substanz (C) - die gesamten Mundhohlenisolate von C.

albicans - des Patienten 35 eine 100%ige ldentitat aufweisen.

4.2.4. Gruppenzuordnung der positiven Proben mit C. dubliniensis

Tabelle 10: Verteilung der C. dubliniensis Isolate

Gruppe Patiezr:r(]alnan— Proben
Kariose gesamt

absolut Speichel |Plaque Substanz Stuhl positiv
I
(Vergleichsgruppe) 6 4 3 1 5 13
Il
(Herzkranke Kinder) 0 0 0 0 0 0
I
(HTx Kinder) 0 0 0 0 0 0
v
(Tu-Kinder) 1 0 0 0 1 1
gesamt / 4 3 1 6 14
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Im Stuhl, insgesamt 6 Isolate, wurde C. dubliniensis gruppenibergreifend am
haufigsten nachgewiesen. Erst danach folgten die oralen Abstriche mit Speichel
(4mal), Plaque (3mal) und karitése Substanz (1mal).

Bei Gegenuberstellung der Patientengruppen war die Vergleichsgruppe mit 13
Isolaten am haufigsten mit C. dubliniensis infiziert. Nur in der Gruppe der

Tumorkinder konnte noch ein weiteres positives Isolat nachgewiesen werden.

Die grafische Umsetzung der Haufigkeiten, der mit C. dubliniensis behafteten Proben

erfolgte in Gruppenzuordnung in Abbildung 15.

Verteilung der C. dubliniensis Isolate

‘lSpeicheI @ Plague Okariose Substanz O Stuhl ‘

Anzahl der Proben

o u

Gruppe | Gruppe Gruppe Gruppe IV Gesamt

Gruppen

Abb. 15 Verteilung der C. dubliniensis Isolate

Tabelle 11: Haufigkeit von C. dubliniensis in den unterschiedlichen Substanzen

Behaftete Substanzen Patienten (n) %

Nur D 3 42,8
Aund C 1 14,4
Aund Bund D 3 42,8
Gesamt 7 100

A= Speichel, B= Plaque, C= karidse Substanz, D= Stuhl
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4.2.5 Haufigkeit von C. dubliniensis in den verschiedenen Substanzen

Insgesamt 3 Patienten (42,8%) wiesen einen gleichzeitigen Befall der Substanzen

Speichel, Plague und Stuhl auf. Eine ausschliel3liche Besiedelung des Stuhls fand
sich ebenfalls in 3 Fallen (42,8%). Weiterhin konnte bei einem Fall (14,4%) C.

dubliniensis aus den Substanzen Speichel und karidse Substanz isoliert werden.

Tabelle 11 gibt Aufschluss, in welchen entnommenen Substanzen der Patienten der

Pilz nachgewiesen wurde.

Tabelle 12: Mengenmaldige C. dubliniensis-Besiedelung der Mundhdhle und des

Stuhls

Patient

Probe

Anzahl

Patient
Nr.

Candida dubliniensis

Keimzahlklassen)

Speichel A

Plaque

karidse Substanz C

Stuhl D

23

27

38

39

40

43

N[OOI~ WIN|F

45

NIOIWINIO|N|O

OOoO|WFk OlwW oW

N|O|O|O|O0|O|O

oNv|(ARIN(R|F

Patient 23

: C. albicans in Speichel und Plaque, C. dubliniensis im Stuhl

Gruppe I: Kinder ohne Immunsuppression und Endocarditisprophylaxepflicht
(Vergleichsgruppe)

Gruppe II: herzkranke Kinder ohne HTx

Gruppe llI: herztransplantierte Kinder (HTx)
Gruppe IV: Kinder mit Tumorerkrankungen

Keimzahlklassen:

O: keine

1: einzelne (<1 KBE)

2:wenig (10-100 KBE)

3: viel (100-1000 KBE)

4: massenhaft (>1000 KBE)
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4.2.6 RAPD-Typisierung der C. dubliniensis-Stamme

Von den 41 Patienten mit Candida spezies wiesen 7 (17,0%) in insgesamt 14
Isolaten C. dubliniensis auf. Die ubersichtliche Darstellung in Tabelle 12 gibt die fur
jeden Patienten gefundenen Informationen zur Probenbesiedelung wieder. Dabei
wurde auch die jeweilige Mengenbewertung in finf Keimzahlklassen mit eingebracht.
Auf der Basis dieses Ergebnispools erfolgte schliel3lich die Erstellung des in
Abbildung 16 dargelegten Dendrogramms zur Abklarung der genetischen
Verwandtschaftsverhéltnisse der Candidaisolate. Wobei anzumerken ist, dass der
Patient 23 zusatzlich zu der Besiedelung im Stuhl mit C. dubliniensis auch eine

Besiedelung mit C. albicans in den Substanzen Speichel und Plaque aufwies.

42.6.1 Dendrogramm Candida dubliniensis

Dice (Tol 5.0%-5.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

Candida RAPD Candida RAPD

| 39D1d
43D1d
27B1d
40D1d

T |
E Wi
- i

N

23Db1d
39B1d
39A1d
45A1d
45C1d
27A1d
27D1d
40A1d
40B1d
38D1d

Abb. 16: Dendrogramm von C.dubliniensis
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Analog zu C. albicans zeigt das Dendrogramm die 14 C. dubliniensis Stamme, die
aus dem Speichel (A), der Plaque (B), der kariésen Substanz (C) und dem Stuhl (D)
von 7 Patienten isoliert worden waren. Die gestrichelte Linie bei 70% und mehr
kennzeichnet eine Homologie der verglichenen C. dubliniensis Stamme, die Linie bei
85% und mehr verdeutlicht einen Cluster, wahrend bei der 100%-Linie eine

genetische Identitat vorliegt.

4.2.6.2 Genetische Ubereinstimmung der C. dubliniensis-Stamme

Die Auswertung des Dendrogramms erfolgte zunachst unter dem Gesichtspunkt der
genetischen Ubereinstimmung der Patienten, die sowohl in der Mundhohle als auch
im Stuhl C. dubliniensis aufwiesen. (Tab. 13)

Tabelle 13: Genetische Ubereinstimmung in Mundhohle und Stuhl

Genetische Identitat | Cluster | Homologie keine
Ubereinstimmung (100%) (= 85%) (2 70%) Gesamt
Gruppe |
(Vergleichsgruppe) | O 1 0 2 3
Gruppe Il 0
(Herzkranke Kinder) | O 0 0 0
Gruppe lll 0
(HTx-Kinder) 0 0 0 0
Gruppe IV 0
(TU-Kinder) 0 0 0 0

Gesamt o [t [0 |2 |3 |

Bei einem (33,3%) von 3 Patienten der Vergleichsgruppe, bei denen sowohl in der
Mundhohle als auch im Stuhl C. dubliniensis isoliert wurde, konnte eine
Clusterzugehdrigkeit nachgewiesen werden. In den beiden anderen Fallen ergaben

sich keine genetischen Ubereinstimmungen.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 13 erfolgte in Abbildung 17.
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Genetische Ubereinstimmung
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Abbildung 17: Genetische Ubereinstimmung

4.2.6.3 Genetische Ubereinstimmung der C. dubliniensis-Stamme zwischen

den Isolaten

Tabelle 14: Genetische Ubereinstimmung zwischen unterschiedlichen Isolaten

Kombination Identitat | Cluster | Homologie | keine | Gesamt
(100%) | (= 85%) | (= 70%)

Aund B 0 1 1 1 3

Aund C 0 1 0 0 1

Aund D 0 1 0 2 3

Gesamt 0 3 1 3 7

Es wird deutlich, dass zu dem einen Fall der Clusterzugehdérigkeit zwischen Speichel
und Stuhl (A/D), noch zwei weitere kommen, bei denen die genetische
Ubereinstimmung 285% zwischen den Isolaten der Mundhohle betrug. Dabei
handelte es sich in einem Fall um Speichel und Plaque (A/B) und im anderen Fall um
Speichel und kariose Substanz (A/C). Desweiteren lie3 sich in einem Fall eine
genetische Homologie der Substanzen Speichel und Plaque (A/B) nachweisen. In
drei Fallen ergaben sich schlieBlich keine Hinweise auf eine genetische

Stammverwandtschaft.
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4.2.6.4 RAPD-Beispiele

e Clusterzugehorigkeit der C. dubliniensis-Stamme zwischen Speichel (A)
und Stuhl (D)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, B= Speichel, D= Stuhl
Abb. 18: RAPD, Patient 27, Vergleichsgruppe, 94% ldentitat

In Abbildung 18 wird die Clusterzugehorigkeit der C. dubliniensis-Stamme von
Speichel (A) und Stuhl (D) am Beispiel der Substanzen von Patient 27 gezeigt. Die
Plague (B) wies zu den zuvor genannten Substanzen keine genetische

Ubereinstimmung auf.
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e Clusterzugehorigkeit der C. dubliniensis-Stamme zwischen Speichel (A)

und kariéser Substanz (C)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, C= kariése Substanz
Abb. 19: RAPD, Patient 45, Vergleichsgruppe, 90% ldentitat

Der Gellauf in Abbildung 19 lasst erkennen, das der Speichel (A) und die karibse

Substanz (C) des Patienten 45 innerhalb eines Clusters liegen.

e Clusterzugehorigkeit der C. dubliniensis-Stamme zwischen Speichel (A)

und Plaque (B)

M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, B= Speichel, D= Stuhl
Abb. 20: RAPD, Patient 40, Vergleichsgruppe, 88% ldentitat

Die Abbildung 20 zeigt, dass die C. dubliniensis-Stamme im Speichel (A) und in der
Plaque (B) des Patienten 40 einen Cluster bilden. Bei der Substanz Stuhl (D) konnte
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nach Auswertung im Dendrogramm keine genetische Ubereinstimmung festgestellt

werden.

4.3 Falldokumentation

Der nachfolgende Fall wurde zur Dokumentation ausgewahlt, weil er geeignet
erscheint, den Zusammenhang zwischen der kariésen Zerstérung des Gebisses und
einer Candidabesiedelung des Orointestinaltraktes beispielhaft zu belegen.

Patient : B.S. (Nr. 25/Vergleichsgruppe), 11jahriger Junge;
Grunderkrankung: Diabetes mellitus Typ |

Allgemeine Ahamnese:

Der Patient wurde vom Hauszahnarzt an die Poliklinik fur Kinderzahnheilkunde des
Universitatsklinikums in Giel3en Uberwiesen.

Seit dem 2. Lebensjahr ist bei ihm ein Diabetes mellitus Typ | bekannt, der im Verlauf
der Erkrankung zu rezidivierenden Hypoglykamien fihrte. Der Junge zeigt neben
einer verzbgerten Sprachentwicklung auch eine motorische Entwicklungs-
verzogerung. Desweiteren liegen als neuropadiatrische Bewertungen im Alter von 8
Jahren Konzentrationsschwache, Schulprobleme, Enkopresis und Enuresis nocturna

vor. Bei den Eltern besteht eine Konsanguinitat (Cousin/Cousine).
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Fotodokumentation:

Abb. 21: Karidses Wechselgebiss (Ubersicht)

Der klinische Ubersichtsbefund der Mundhohle und des Wechselgebisses wird aus
Abbildung 21 ersichtlich. Zum Zeitpunkt der Erstaufnahme befanden sich 12 gesunde
bleibende und 12 karidse Milchzéhne in der Mundhothle. Die Einzelzahnbefunde

werden in Tab. 15 dargelegt.
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Tabelle 15: Zahnbefundschema

FV * * FV

1 1 16 |1 1 1 12 |11 |21 |22 |2 2 2 26 |2 2

C C C C C C
55 |54 |53 |5 5 6 6 63 |64 |65
Milchzahne
85 |84 |83 |8 8 7 7 73 |74 |75
C C C C C C
4 4 46 |4 4 4 42 |41 |31 [32 |3 3 3 36 |3 3
FVv FV

Legende: FV = Fissurenversiegelung; ¢ = carids; * = fehlstrukturiert

Die Einzelzahnbefundung belegt, dass bei dem immerhin schon 11jahrigen Jungen
bisher keine Milchzahntherapie in Form von Zahnfullungen oder Zahnextraktionen
erfolgt ist. Das Ausmald der kariosen Zahnkronenzerstérung muss bei den
Milchmolaren (55,54,65,64,75,74,85,84) als extrem und bei den Milcheckzahnen
(53,63,73,83) als fortgeschritten eingeschatzt werden.

Klinische Diagnose:

Karitses Wechselgebiss (DMF-T/dmf-t = 12)' bei sonst altersentsprechender

Gebissentwicklung.

'Der DMF-T-Wert beschreibt den individuellen Karies-Befall. Er basiert auf der Anzahl
karioser (decayed, D), fehlender (missing, M) und geflllter (filled, F) Zahne (teeth, T). Fir

das Milchgebiss werden kleine Buchstaben verwendet.
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Rontgenbefund:

Abb. 22: Orthopantomogramm

Die Rontgenuntersuchung lasst in  Abbildung 22 ein altersentsprechendes
Wechselgebiss erkennen. Die noch vorhandenen Milchz&dhne weisen eine ebenso
altersentsprechend fortgeschrittene Wurzelresorption auf, was auf den baldigen

physiologischen Verlust dieser Zahne schliel3en lasst.

Mikrobiologische Befunde:

Speichel:
a) physiologische Flora vergriinende Streptokokken (4)?,

nicht hamolysierende Streptokokken (2),

saprophytare Neisserien (3)

> Die Mengenangaben der Keime erfolgten in den Keimzahlklassen: 0: keine; 1: einzelne
[<10 koloniebildende Einheiten (KBE) = colony forming units (CFU)]; 2: wenig (10-102 CFU);
3: viel (102-103 CFU); 4: massenhaft (=103 CFU).
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b) Karieskeime

¢) Candida

*Keimzahlklassen

Plaque:
Candida

Kariose Zahnsubstanz:

Candida

Stuhl:
Candida

**Keimzahlklassen

Streptokokkus mutans (2)*,
Laktobazillen (1)
C. albicans (2)

0 = keine, 1 = wenig (<10° KBE/ml Speichel)
2 = viel (=10° KBE/ml Speichel)

keine (0)

C. albicans (2)**

C. albicans (1)

0 = keine, 1 = einzelne (<10 KBE),
2 = wenig (10-10? KBE), 3 = viel (10%-10° KBE),
4 = massenhaft (>10° KBE)

Da fur den Patienten in den Materialien Speichel, karibse Substanz und Stuhl C.

albicans nachgewiesen worden war, wurde von diesen Materialien eine PCR

durchgefiihrt. Der entsprechende Gellauf ist aus Abbildung 23 ersichtlich, wobei

letztere mit Abbildung 11 identisch ist.
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M= Marker, P1= Primer 1, P5= Primer 5, A= Speichel, C= karitése Substanz, D= Stuhl
Abb. 23: RAPD, Patient 25, Vergleichsgruppe

Die Auswertung im Dendrogramm ergab eine 100%ige Identitat der C. albicans
Stamme in der kariésen Substanz und im Stuhl. Mit dem Speichel bildeten die

Materialien kariose Substanz und Stuhl einen Cluster (285%).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte der Zusammenhang der Candidabesiedelung der
Mundhdhle und des Gastrointestinaltraktes in Bezug auf die genetische
Stammverwandtschaft der Candida-Stamme bei herzgesunden, immunsupprimierten
und/oder endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern im Alter zwischen zwei und
sechzehn Jahren untersucht werden. Die Beziehung zwischen Candida und Karies
ist inzwischen wissenschaftlich belegt [14,59,72]. So zeigten vorausgegangene
Arbeiten, dass Kinder mit naturgesunden Gebissen selten eine Candidabesiedelung
der Mundhohle aufwiesen [52,68]. Bei Kindern mit kariosen Zahnen liel3en sich aus
entnommener erweichter Zahnhartsubstanz jedoch massenhaft Pilze anzichten,
womit sich die kariose Léasion als ein bevorzugtes Biotop darstellt, aus der es zu
einer Keimstreuung in den Magen-Darm-Trakt kommen kann [51,67].

In einer Vorgangerstudie unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass
bei sonst gesunden Kindern mit kariosen Gebissen eine positive Korrelation
zwischen der oralen und gastrointestinalen Candidabesiedelung besteht [56]. Auch
lie3 sich durch Gentypisierung der Nachweis einer deszendierenden Kolonisation
erbringen, indem eine genetische Identitat zwischen Candida-lsolaten der
Mundhohle und dem Stuhl bestétigt wurde [24]. Eine solche deszendierende
Candidakolonisation kann aber besonders bei immunsupprimierten und
endokarditisgefahrdeten Patienten ein ernstzunehmendes Problem darstellen [1].
Unter diesem Aspekt fluhrten wir Untersuchungen auf einen Candidabefall der
Mundhohle und des Magen-Darm-Traktes bei herztransplantierten, herzerkrankten
und chemotherapie-behandlungsbedirftigen Kindern durch und unterzogen die
gewonnenen Candida-Isolate anschlie3end ebenfalls einer Gentypisierung.

Dabei wurden fur diesen Teil der Studie die auf Candida spezies abzielenden
Ergebnisse der vorausgegangenen Bezugsstudie zugrunde gelegt [53,54]. Sie
umfassten sowohl den mikrobiologischen Untersuchungsteil von Speichel, Plaque,
karioser Substanz und Stuhl als auch den serologischen Nachweis von der Candida-
Antigen/Candida-Antikdrperkonzentration im Serum. Von den insgesamt 103
Patienten, die sich zu 23 Patienten auf die Vergleichsgruppe (Gl), zu 24 Patienten
auf die Gruppe der herzkranken Kinder (Gll), zu 31 Patienten auf die Gruppe der
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Kinder mit HTx (GlIl) und zu 25 Patienten auf die Gruppe der Kinder mit Tumoren
(GIV) verteilten, konnte bei 41 (39,8%) eine Candidabesiedelung nachgewiesen
werden. In der Gruppe | waren 47,8%, in der Gruppe Il 45,8%, in der Gruppe Il
32,8% und in der Gruppe IV 36% mit Candida besiedelt. Von den 41 Patienten mit
Candida spezies wiesen 30 Patienten C. albicans in Reinkultur, 6 Patienten C.
dubliniensis in Reinkultur und je ein Patient C. glabrata und C. lusitaniae in Reinkultur
auf. In 3 zusatzlichen Fallen traten Mischkulturen von C. albicans mit je einmal C.
dubliniensis, C. krusei und C. parapsilosis auf.

C. albicans Isolate wurden bei 4 Patienten der Gruppe |, 10 Patienten der Gruppe II,
10 Patienten der Gruppe Il und bei 9 Patienten der Gruppe IV nachgewiesen.
Insgesamt wurden bei diesen Patienten 63 behaftete Substanzen gefunden. Dabei
war der Speichel mit 30 Isolaten gruppenubergreifend am haufigsten betroffen.
Innerhalb der Gruppenverteilung waren die herzkranken Patienten und die mit HTX
haufiger mit C. albicans behaftet als die beiden anderen Gruppen.

Zur Abklarung der Stammverwandtschaft der diagnostizierten Candidastdmme,
wurde die Gentypisierung mittels der ,Randomly Polymorphic DNA (RAPD)*
durchgefiihrt. Sie hatte sich vorher bereits in anderen mikrobiologisch-
epidemiologischen Studien fur Candida als geeignete Methode erwiesen [23,62].
Unter der Verwendung von RAPD-beads konnten damit Fehler bei der Durchflhrung
des sehr sensitiven Verfahrens gering gehalten werden. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wurde weiterhin unter Verwendung immer desselben Thermocyclers
gesteigert, sodass sich die RAPD fiur die vorliegende Studie als sehr brauchbare
Methode zur Gentypisierung von Candida erwies.

Von den 33 Kindern, die insgesamt positiv auf C. albicans getestet worden waren,
zeigte sich bei 12 Kindern (36,4%) eine gleichzeitige Besiedelung der Mundhdhle
und des Magen-Darm-Traktes. In der Gruppe der Tumor-Kinder (GIV) liel3 sich
allerdings keine gleichzeitige Besiedelung der Mundhohle und des Stuhl nachweisen.
Dies erlaubte die Annahme, dass sich die Candidakolonisation des
Orointestinaltraktes bei Tumorkindern durchaus von der Vergleichsgruppe, den
herzkranken Kindern und den Kindern mit HTx unterscheiden kann. Leider liegen zu
diesem Ergebnis bisher keine vergleichbaren Studien in der uns zuganglichen
Literatur vor. Bei 5 der 12 Kinder (41,7%) konnte eine 100%ige Identitat der C.

albicans-Stamme nachgewiesen werden. Bei 3 Kindern (25%) bildeten die Stamme



Diskussion 52

einen Cluster (285%) und bei 4 Kindern (33,3%) zeigte sich eine genetische
Homologie (=270%). Die 5 Kinder mit der 100%igen ldentitat verteilten sich zu 60%
auf die Gruppe der Kinder, die zwar stationdr aufgenommen, jedoch weder
herzkrank, immunsupprimiert noch endokarditisprophylaxepflichtig waren, und zu
40% auf die Gruppe der herzkranken Kinder ohne HTx. Diese Ergebnisse belegen,
dass ausgehend von der Mundhohle durchaus eine Weiterleitung der C. albicans
Keime in den Gastrointestinaltrakt stattfinden kann und dass es dann dort auch zu
einer Kolonisation der Hefen kommt. Diesbezuglich berichteten Saporito-Irwin et al.,
dass die Sprol3pilze in der Lage sind, sich durch Mutationen der pH-regulierenden
Gene PHR1 und PHR2 unterschiedlichen pH-Wert Regionen anzupassen [49].
Zwolinska-Wcislo et al. fanden heraus, dass die Pilze selbst bei einem pH-Wert von
2,0 Uberleben und sich weiter vermehren kénnen [74].

C. dubliniensis konnte bei 7 von den 41 Patienten (17,1%) am zweith&ufigsten nach
C. albicans nachgewiesen werden. Dabei trat der Pilz bei 6 Kindern der
Vergleichsgruppe (85,7%) und bei einem Kind (14,3%) der Tumorgruppe auf. Eine
genetische Ubereinstimmung als Cluster (285%) der C. dubliniensis-Stimme aus
den Substanzen der Mundhéhle und des Stuhls, die nur bei der Vergleichsgruppe
gefunden wurde, ergab sich in nur einem von drei Fallen. Hinweise auf Identitét
(100%) und Homologie (=70%) fehlten ganz. Die Gruppe der herzkranken und die
Gruppe der Kinder mit HTx wiesen keine Besiedelung mit C. dubliniensis auf. Auch
fur die Gruppe der Tumorkinder konnte nur ein positives Stuhlisolat gefunden
werden. In einer Untersuchung von Tekeli et al., an der 543 Tumorpatienten
teilnahmen, und bei der in 209 Fallen Candida spezies im Rachenabstrich isoliert
wurden, handelte es sich in keinem Fall um C. dubliniensis [57]. Es lasst sich somit
vermuten, dass dieser Keim nur von untergeordneter Rolle fur Kinder mit
schwerwiegenden Allgemeinerkrankungen ist.

In der vorangegangenen Studie [53] wurde auch die Quantitat der Candida-Antigen-
/-Antikdrperkonzentration des Serums fiur die Gruppen der herzgesunden (Gl),
herzkranken ohne HTx (GIl) und immunsupprimierten (nach HTx) Kindern (Glll)
untersucht. Setzt man die dortigen Ergebnisse mit denen zur genetischen
Stammverwandtschaft in Bezug, so ergab sich folgendes:

Das Candida-Antigen wurde in 3 Fallen der Gruppe I, in einem Fall der Gruppe Il und

in 5 Fallen der Gruppe Il positiv bewertet. Von diesen war in allen Gruppen nur
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jeweils ein Patient aktuell mit Candida behaftet. Bei dem Kind der Gruppe | handelte
es sich um C. dubliniensis, der in Speichel, Plague und Stuhl nachgewiesen wurde.
Hier ergab die Gentypisierung, dass Speichel und Stuhl zu einem Cluster gehoérten,
die Plague allerdings keine Ubereinstimmung mit den anderen Substanzen zeigte.
Beim Fall der Gruppe Il konnte C. albicans im Speichel und in der kariésen Substanz
diagnostiziert werden, die Gentypisierung erbrachte jedoch keine Ubereinstimmung.
Beim Kind der Gruppe Il lie3 sich nur im Speichel C. albicans isolieren. Aus dem
Vorhandensein von Candida-Antigenen lasst sich folgern, dass der Hefepilz sehr
wohl Uber die Darmpassage auch in das Blut des Patienten gelangen kann [25].
Auch Prella et al. konnten nachweisen, dass bei einer vermehrten
Candidakolonisation des Gastrointestinaltraktes diese als Ausgangspunkt fur eine
invasive Candidiasis mit systemischen Infektionen anzusehen ist [41].

Die Untersuchung auf Candida-Antikérper erbrachte in der vorangegangenen Studie
in je 3 Fallen der Gruppe | und Il ein positives Ergebnis. In Gruppe Il der HTx-Kinder
lieR sich jedoch kein Fall mit Candida-Antikorpern nachweisen. Bei 2 dieser
Patienten der Gruppe | wurde auch aktuell C. albicans isoliert. Bei dem ersten
Patienten handelte es sich um die Substanzen Speichel, kariose Substanz und Stuhl.
Davon wiesen die karibse Substanz und der Stuhl eine 100% Identitat auf und der
Speichel erbrachte eine zusatzliche Clusterzugehorigkeit zu den vorgenannten
Isolaten. Bei dem zweiten Patienten konnte ein positiver C. albicans Nachweis in den
Substanzen Speichel, Plaque und Stuhl gefuhrt werden. Die Isolate aus Plaque und
Stuhl waren zu 100% genetisch identisch, der Speichel zeigte zu den beiden
anderen Substanzen eine genetische Homologie. In der Gruppe Il (herzkranke
Kinder) wurde nur bei einem Patienten aktuell im Speichel C. albicans isoliert. Diese
Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass eine deszendierende Candidakolonisation
aus der Mundhohle tUber den Gastrointestinaltrakt zu einem positiven Antikdrpertiter
im Serum fuhren kann. Wichtig ist jedoch anzumerken, dass bei der Gruppe der HTx-
Kinder zwar positive Candida-Antigen Nachweise gefuhrt werden konnten, sich
jedoch keine Candida-Antikérper fanden, was sich auf die vorausgegangene
therapeutische Immunsuppression dieser Kinder zurtickfuhren lasst.

Auch andere Arbeitsgruppen konnten Stammverwandtschaften von Candida spezies,
nachgewiesen in unterschiedlichen Materialien bei ein und derselben Person,

feststellen [34,71]. In der Studie von Hossain et al. aus unserer Giessener
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Arbeitsgruppe wurde die clonale Beziehung von C. albicans in der Mundhéhle und im
Gastrointestinaltrakt Uberprift [24]. Zur Untersuchung kamen Speichel, Plaque,
kariose Substanz und Stuhl von 56 Kindern mit kariosen Zahnen und von 52 Kindern
mit naturgesundem Gebiss. Vorherrschend lag C. albicans in der karidésen
Zahnsubstanz vor. Bei 23 Kindern konnte C. albicans sowohl in der Mundhdhle als
auch im Stuhl nachgewiesen werden. Eine genetische Identitdt konnte bei 15 dieser
23 Kinder festgestellt werden.

Wie auch die vorangegangene Untersuchung [54] belegt die vorliegende Studie die
deszendierende Kolonisation von C. albicans. Die kariose Zahnlasion stellt dabei das
wichtigste Reservoir fur Candida dar, von wo aus die Weiterleitung des Keims erfolgt.
Wetzel et al. belegten, das eine Gabe von Amphotericin B fur die Eliminierung von
Candida aus der Mundhohle allein nicht ausreicht [56]. Sie testeten 54 Kinder mit
karibsem und 49 Kinder mit naturgesundem Gebiss. Bei 66,7% der Kinder mit
karioser Gebisserkrankung lieRen sich Candida spezies nachweisen. Bei den
Kindern mit naturgesundem Gebiss bestand dagegen nur bei 2% eine
Candidabesiedelung der Mundhéhle. Beim Therapievergleich der Kinder mit Karies
ergab sich, dass der medikamentése Einfluss von Amphotericin B alleine nur
minimalen Einfluss auf die Candidabesiedelung der Mundhdhle hatte. Wurde die
Mundhohle dagegen komplett zahnarztlich saniert, waren bei der Nachkontrolle
bereits 90% der Patienten pilzfrei. Eine 100%ige Eliminierung der Hefen ergab sich
schlie3lich bei Kombination der zahnarztlichen Sanierung mit Amphotericin B.

Auch eine Prophylaxe allein mit dem Antimykotikum Fluconazol bei onkologischen
Kindern zeigte in der Studie von Kersun et al. keine grof3e Wirkung [26]. Unter dem
prophylaktischen Aspekt testeten Flisfisch et al. Fluoride, diese hemmten zwar das
Wachstum von C. albicans konnten aber kaum die Virulenzfaktoren und die
Adharenz andern [18].

Eine Besiedelung mit Hefen im Orointestinaltrakt sollte aber auch nicht tberbewertet
und mit einer Candidainfektion gleichgesetzt werden [55]. Trotzdem kann eine
Kolonisationen mit Candida bei immunsupprimierten Patienten ernsthafte Probleme
bereiten. Gerade bei Patienten mit Malignomen im Kopf-Hals-Bereich unter
Bestrahlungstherapie verschlechtern sie die Lebensqualitat [58]. Auch bei
Leukamiepatienten stellt die Candidabesiedelung einen nicht zu unterschatzenden

Risikofaktor dar. Zollner-Schwetz et al. konnten nachweisen, dass von 77 Patienten
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48% den gleichen Candida-Gentyp in ihrer Mundhoéhle und dem Intestinaltrakt
beherbergten [73]. Eine zuverlassige Eliminierung der Hefen aus dem
Oropharyngealtrakt stellt sich bei solchen Patienten als schwierig dar, da ihre
Compliance aufgrund standiger Medikation, Magenbeschwerden, Unvertraglichkeiten
etc. nicht selten abnimmt und auch die antimykotische Therapie haufig auf Dauer
versagt [47].

Schon 1979 stellte Rieth die Problematik des Pilznachschubs aus nicht sanierten
Gebieten dar und wies dartiber hinaus auf einen Zusammenhang von Mykosen in
unterschiedlichen  anatomischen Regionen hin [43]. Da gerade bei
iImmunsupprimierten Patienten Pilztberfraktionen zu schwerwiegenden allgemein-
medizinischen Problemen fihren konnen, sollte immer ein Screening auf
Candidabesiedelung durchgefihrt werden, wozu neben allgemeinmedizinischen
auch zahnarztliche Untersuchungen und Kontrollen der Dentalhygiene und des
Speichelflusses gehdren [13].

Bleibt abschlieBend zu sagen, dass insbesondere bei immungeschwéchten
Personen aus zahnarztlicher und auch aus allgemeinmedizinischer Sicht der
Pravention einer Candidabesiedelung der Mundhéhle durch die Sanierung dentaler
Foki eine zentrale Bedeutung zukommt. Auf diese Weise kdnnte eine Streuung in
den Gastrointestinaltrakt und eine eventuell sich anschliel3ende invasive Candidiasis
abgewendet werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Haufigkeit der Candidabesiedelung der
Mundhodhle und des Magen-Darm-Traktes in Bezug auf die genetische
Stammverwandtschaft der Candida-Stamme bei herzgesunden, immunsupprimierten
und/oder endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern zu untersuchen.

Insgesamt nahmen 103 Patienten der Giel3ener Universitatskinderklinik im Alter
zwischen 2 und 16 Jahren an der Studie teil. Bei den 31 herztransplantierten (Gr.lll),
24  herzkranken (Gr.ll), 25 tumorkranken (Gr.IV) und 23 Kindern der
Vergleichsgruppe (Gr.l) wurden Speichel-, Plague-, Stuhl- und — wenn vorhanden —
auch kariose Zahnsubstanzproben entnhommen und auf das Vorhandensein von
Candida uberpruft.

Bei allen Candida-positiven Isolaten wurde eine Gentypisierung mit Hilfe der RAPD-
PCR durchgefuhrt, um eine mogliche Stammverwandtschaft der Candidakeime der
verschiedenen Koérperregionen nachzuweisen.

Bei 41 Kindern (39,8%) wurde in insgesamt 82 Isolaten Candida spezies isoliert,
wobei es sich in 30 Fallen um C. albicans, in 6 Fallen um C. dubliniensis und in je
einem Fall um C. lusitaniae und C. glabrata in Reinkultur handelte. Bei drei weiteren
Patienten trat C. albicans je einmal in Kombination mit C. dubliniensis, C. krusei und
C. parapsilosis auf.

Bezogen auf C. albicans wurde bei 12 Patienten (36,4%) dieser Keim sowohl in
Isolaten der Mundhdhle als auch des Stuhls gefunden. Der genetische Vergleich
erbrachte in 5 Féllen eine 100%ige Identitat, in 3 Fallen ein Cluster (=285%) und in 4
Fallen eine Homologie (=70%). Betroffen im Sinne der Identitdt waren 3 Kinder der
Vergleichsgruppe und 2 Kinder mit Herzerkrankungen (GIl). Die Kombination
Speichel/Stuhl erwies sich mit 42,8% als am haufigsten identisch.

Bezogen auf C. dubliniensis liel3 sich dieser Keim bei 3 Patienten in Proben der
Mundhdhle und im Stuhl nachweisen. Der genetische Vergleich erbrachte jedoch nur
in einem Fall eine Stammverwandtschaft als Cluster (285%).

Die Ergebnisse der Studie belegen, dass es bei der Besiedelung der Mundhdhle mit
C. albicans durchaus zu einer deszendierenden Kolonisation identischer Keime in

den Magen-Darm-Trakt kommen kann, wobei Kinder mit Herzerkrankungen (Gll) und
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der Vergleichsgruppe (Gl) eher betroffen waren als Kinder nach HTx (GlII) und Tu-
Kinder (GIV).

Auch wenn sich nur in wenigen Fallen der vorliegenden Untersuchung genetische
Stammverwandtschaften zwischen Candida-Stammen nachweisen lie3en, so bleibt
doch auller Zweifel, dass gerade bei diesen Kindern mit schwerwiegenden
Allgemeinerkrankungen durch die deszendierende Keimabgabe in den
Gastrointesinaltrakt lebensbedrohliche systemische Mykosen entstehen kénnen. Von
daher gewinnt die Pravention einer Candidabesiedelung der Mundhdhle durch
konsequente Gebisssanierung und Kariesvermeidung auf zahnmedizinischer Seite

enorm an Bedeutung.
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7 Summary

The aim of the paper in hand was to investigate the frequency of occurrence of the
candida colonization of the oral cavity and the gastro-intestinal tract with reference to
clonal counterparts of the Candida strains in children without cardiac defects, in
immunosuppressed children and/or in children in need of endocarditis prophylaxis.

A total of 103 patients at the Giessen University pediatric department aged between
2 and 16 years participated in this study. Samples of saliva, dental plague, stool and
— if existing — carious material have been taken from 31 heart transplanted children
(Gr.ll), 24 children suffering from heart disease (Gr.ll), 25 children having a tumor
(Gr.IV) and 23 children from the control group (Gr.l). The investigation tried to prove
the existence of Candida in these samples.

All Candida positive isolates were genotyped using the RAPD-PCR in order to prove
potential clonal counterparts of the Candida germs of the different body regions.

In 41 children (39.8%) Candida species has been isolated in altogether 82 isolates,
whereas in 30 cases C. albicans has been detected, in 6 cases C. dubliniensis and in
one case each C. lusitaniae and C. glabrata in pure culture. In three further patients
C. albicans was found once each in combination with C. dubliniensis, C. krusei and
C. parapsilosis.

The C. albicans germ was found in 12 patients (36.4%) both in isolates of the oral
cavity and in stool specimens. In 5 cases the genetic comparison showed a 100%
identity, in 3 cases a cluster (=285%) and in 4 cases a homology (=70%). In terms of
the identity 3 children from the control group and 2 children suffering from heart
disease (Gll) were affected. The genetic identity has been proven most frequently in
the combination of salvia/stool sample (42.8%).

The C. dubliniensis germ has been detected in 3 patients in the samples of the oral
cavity and in stool specimen. But only in one case the genetic comparison showed
clonal counterparts as clusters (285%).

The results of this study show that the colonization of the oral cavity with C. albicans
indeed may lead to a descending colonization of identical germs into the gastro-
intestinal tract, whereas children suffering from heart disease (Gll) and children from
the control group (Gl) were affected more frequently than children after HTx (GllI)

and children having a tumor (GIV).
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Even if the present study could prove genetic clonal counterparts between Candida
strains in only a few cases, it is beyond any doubt, that especially in children with
severe systemic diseases life-threatening systemic mycosis can develop due to
descending germs in the gastro-intestinal tract. For this reason the prevention of
Candida colonizations in the oral cavity through consequent dentition restoration and

avoidance of tooth decay will become more important in dentistry.
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Kennnummer: L T T T 1

:  Probanden
Il:  Endokarditispflicht

Geb. datum: Lt 1

L Ill:  Endokarditispflicht

Alter in Monaten:

[ manniich

Geschlecht:

u. Immunsuppression

[ Jweiblich

Untersuchungsdatum: | | | ||

|

4. Mikrobiologische Untersuchung

a) Untersuchung des Speichels am:

_____Vergriinende Streptokokken
_____nicht hdmolysierende Strp.
______Saprophytére Neisserien
__ Corynebacterium sp.

___ Sonstige

___ Candida ..........

0: keine; 1: einzelne (< 10 KBE);
2:wenig (10 - 10% KBE);

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhait (< 10° KBE)

Strp. Mutans
Lactobazlien

0: keine; 1: wenig (< 10° KBE/ml Speichel);
2:viel (= 10° KBE/ml Speichel)

Pufferkapazitat: pH-Wert
1: hoch (pH < 6);

2: mittel (pH 4,5- 5,5);

3: niedrig (pH < 4)

b) Untersuchung der Plaque am:

___Vergriinende Streptokokken
___nicht hdmolysierende Strp.
____ Saprophytire Neisserien
____Corynebacterium sp.

__ Sonstige

____Candida ..........

0:keine; 1. einzelne (< 10 KBE);
2:wenig (10 - 10° KBE);

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (< 10° KBE)

¢) Untersuchung der kariosen Substanz am:

____Vergriinende Streptokokken
___nicht hédmolysierende Strp.
_____Saprophytire Neisserien
____Corynebacterium sp.

____ Sonstige

___ Candida..........

0: keine; 1: einzelne (< 10 KBE);
2:wenig (10 - 10° KBE);

3:viel (10° - 10 KBE);

4: massenhaft (< 10° KBE)

d) Untersuchung des Stuhls am:

__ Candida..........

0:keine; 1. einzelne (< 10 KBE);
2: wenig £10 - 10% KBE);

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (< 10° KBE)

e) Blut erhalten am:
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Kennnummer: LTl Gruppe: [ | 1 Probanden
II:  Endokarditispflicht
Geb. datum: o It Endokarditispflicht
u. Immunsuppression
Atter in Monaten: CT 11
Geschlecht: [ Jmannlich [_Jweiblich
Untersuchungsdatum: | | | || | |_[| |

5. Allgemeine Anamnese

a) Chemotherapie: ja [ ] nein [ ]

Ant der Erkrankung:

Krankheitsverlauf:
(Beginn,Behandlung)

Operationen:

Medikation:

b) Herzerkrankungen: ja [] nein  []

Art der Erkrankung:

Krankheitsverlauf:
(Beginn,Behandlung)

Operationen:

Medikation:

Endokarditisprophylaxe? [ lia [_Inein

Stoffwechselkrankheiten:
Erkrankungen des Blutes:
Allergien/ Allergiepass:
Schilddriisenerkrankungen:
Asthma/ Lungenerkrankungen:
Lebererkrankungen/ Hepatitis:
Nierenerkrankungen:
Immunschwéche (HIV):
Sonstige Erkrankungen (Tbc):

a nein

O LTI
ERRRRRRNENE

Werden z. Zt. Medikamente genommen?
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Kennnummer: LT T

Geb. datum: (I Y O B O O

Alter in Monaten:
Geschlecht:

__]Jmanniich [__Jweiblich

Untersuchungsdatum: | | | | | [ | [ |

6. FamilidAre Anamnese

Besteht eine genetische/ familifre Pradisposition?

Gruppe: [_]

- Probanden
Il:  Endokarditispflicht
Ill:  Endokarditispflicht
u. Immunsuppression

2. Spezielle Anamnese

a) Liegen periapikale Entziindungery Fisteln/ Abszesse vor?

b) Liegen Mund-Schieimhaut- Erkrankungen/ Besonderheiten vor?

ja B nein E

Region

ja nein B

Region

Falls ja, welche (Leukoplakie, Lichen, Herpes, Xerostomie, Soor, Gingivahyperplasie):

¢) Liegen Magen-/Darmprobleme bzw. Erkrankungen vor?

Falls ja, welche (Magenschmerzen, Obstipation/ Diarrhoe,...):

nein

ja ]

d) Stuhlgang: RegelmaBigkeit, Konsistenz, Blut....?
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Kennnummer: L T I r I

Geb. datum: (N e .

Alter in Monaten:
Geschlecht:

Dménnlich @weiblich

Untersuchungsdatum: | | | [ [ | [ [ |

8. Kariogene Erndhrungseinfliisse

Stillen DIS: e e et e e

Saugerflasche von; ................. DIS . iiiieciienariens

Gruppe: [_]

I Probanden
II:  Endokarditispflicht
l:  Endokarditispflicht
u. Immunsuppression

Schnabeltasse von: ......ccccoeeeeeeeeenes DIST e,

Sport-Ventilflasche von: ........ccccccecc. BiST i

tagstber D

tagsiiber @

nachts

T
1

nachis

IEBGS 1. cvxeve ve e ere e et cv et sas seeeas e eusee er e aen sen sus susou 22 n s es e s atn nea ek £ 2ar £t 4nt e 4ex 2on 2u car n£ne menn

AT Va0l s 1= o (V] o] LU RO S

GRITANKE: ... e e e et e et et e ee e e ees e e e eeteae vt eas eaeaeaes eeaes ses eas se ean nae eus ene ot eneaes aenenn

SUBIGKEIEIN: e ee et et et cerete ee et cas e e ee enan sue s eneasata ne s saeare aes st nan e s ens se s was s aes an e aus aur s

Fluoridierung

Rachitis-/Kariesprophylaxe: .........c.cvicnivce v

’

Fluorid-Tabletten: ........c.coe e oo e cer e e e e e e

fluoridiertes Speisesalzz  ja @ nein @

Mundhygiene

Zahnpflege: ...........cceu...... mal téglich

Eltern @ Kind @

geputzt wird von:

Derzeitiger Pflegezustand:

gut
mittel
schlecht

'/ ¢ ] 1 MR

L7/0] § ORI
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JUSTUS-LIEBIG- FACHBEREICH 11
T UNIVERSITAT T
L/ GIESSEN Medizin
tk-Kommisss 1 ETHIK-KOMMISSION
am Fachbereich Medizin
Frau
Dr. F. Ansari/ Dr. Schulz-Waeidner Vorsitz: Prof.Dr.Drs. h.c. K. Federlin
Polkfinik fir Kinderzahnheilkunds Gaffkystr. 11c
Zentrum far ZMK D-35386 Gieflen
Schiangenzahl 14 Tel.; (0641109-47660/42470
35385 Gielen Gieflen, den 14. September 2004
Az, Prof Fed b
Unser Zeichen: 430104

Sitzung am: 02.09.2004

Tiel: Oroinlestinate und humorale Candidabesiedelung bei gesunden, immunsuppririerten und
endokarditisprophylaxepfiichtigen Kindern.

Es handelt sich um sine Ersthegutachtung fir den Leiter der Klinischen Pritfung (LKP} X
Es handelt sich um eine Anschiussbegutachiung a
Eingesandte Unterlagem
. Formalisierter Antrag

Austihdiche Darstaliung des Vorhabens

Patienten/Probanden/Eltern-information
X Einwiligungserkiirung der Patienten/
d Apteliungsieiter-Haftpfiicht-Versichenng

Der Antrag wurde unter ethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen Gesichispunkten
geprift, Soweit betretfend, wurde das auf Seite 2 wiedergegsbena Protokoll unter Beriicksichtigung
des Good Clinical Practice for Trials on Medicinal Products in the European Community {CH-GCP}
erstelit. Es bezieht sich auf die vargelegte Fassung des Antrags

Forderungen der Ethik-Kommission, soweit darin aufgefihrt, wurden inzwischen erfiilt. 0
Sie stimmt dem Vorhaben zu, X
Sie stimmt dem Vorhaben unter Auflagen zu {siehe 8. 2). o
Sie stimmt dem Vorhaben nicht zu {siehe §, 2),

N

Die Ethik-Kommission erwartet, dafl ihr bis H A2 onne Aufforderung ein kurzer Bericht auf
beigefagtem {roten) Formblatt (bermittelt wird. Er soll mitteilen, ob das Ziel der Studie erreicht wurde,
ob ethische, medizinisch-wissenschafiliche oder rechtiiche Probleme aufgetreten sind, und ob das
Ergebnis publiziert istiwird. Unabhéingig davon ist die Ethik-Kommission Ober alle Anderungen des
Prisfplans zu unterrichten. Ity sind alle schweren unerwiinschien Wirkungen mitzutellen, soweit sie im
Bereich der Zustandigkeit dieser Ethik-Kommission aufgetreten sind. Bei Oberregionalen Studien sind
sie auch dem LKP mitzuteilen.

Die arziiiche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Prifung und der an der Prifung
telinehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsiunkiion der Ethik-Kommission durgh unsers
Stellungnahme unberithrt.
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Seite 2

Auszug aus dem Protokolt ger Kommissionsitzung vom 22 07 2004

Frau Dr. Ansari trégt das Vorhaben vor. Es handelt sich um eine unizentrische Studie in
Giellen, die gemeinsam mit der Ableilung fir Medizinische Mikrobiologie durchgefiihnt
werden soil. Es soll die Frage beantworiet werden, ob sich das Keimspektrum des Oro-
intestinaltraktes aligemein gesundheitlich reduzierter Kinder von dem gesunder Jungen und
Midchen unterscheidet. Ferner soll geprift werden, ob auch bei Kindern mit proble-
matischen Aligemeinerkrankungen eine Stammverwandtschaft zwischen dem Candida-Keim
der Mundhahle ung des Magen-Darm-Traktes besteht, Weiterhin soil untersucht werden, ob
bei gesunden und gesundheillich reduzierten Kindern Hefen in Blutproben nachzuweisen
sind und ob eine Candida-Besiedelung der Mundhthie bei Kindern mit schwerwiegenden
Aligemeinerkrankungen haufiger mit Symptomen einer Soor-Erkrankung und/oder anderen
oralen Entziindungssymptomen begleitet wird. Die Studie soli bei 4 Gruppen von je 20
Kindern vorgenommen werden: Gruppe 1 = gesunde Probanden, d.h. Kinder die
ausschiielllich aus zahnmadizinischen Grinden die Zahnkiinik aufgesucht haben. 2. Kinder
mit Herzerkrankungen aus dem Kinderherzzentrum des Klinkums Gieflen, die Endokarditis-
prophylaxe belreiben missen. 3. Immunsupprimierte Kinder {Krebserkrankungen unter
Chemotherapie, Station Piper der Kinderkiinik), 4. Herztransplantierte Kinder mit
Immunsuppression und Endokarditisprophylaxe. Die Belastungen bestehen in Blutent-
nahmen {pédiatrische Routinediagnostik, keine Extramafinahme) und in Rontgendiagnostik
zum Ausschiuss dentagener Osteolyseprozesse im Kisferkochen (keine Extramallnahme).
Die Fahrten zum Untersuchungsort und Termin gehéren zur kiinischen Diagnostik. Nach
singehender Diskussion stimmt die Kommission dem Vorhaben zu.

{Ende}

{Prof. Dr. Drs, h.c. K. Federlin)

Die Namen der bei dieger Sitzung anwesenden Mitgiieder sind durch Unterstreichung hervorgshoben,
Witglieder: Frau Dr. Blifers-Sawalzii {Padiatre); Or. Bbdeker {informsiik), Prof Srefthgupt (Klinische
Pharmakologie); Herr Brumbhard (Pharmazie); Prof. Federlin, Vorsitzender (Innere Mediziny, Prof. Schapp
(Bargeriiches Recht); Prof. Schmidt {Pharmakologiel, Prof. Schwemmie, stv. Vorsitzender (Chinurgie); Prof.
Weiler (Rechtsmedizin).

Vertretar: Prof. Dudeck {Informatiky: Dr. (38dicke (Burgeriiches Recht): Frau Prof, Kemkes-Matthes (Innera
Medizin}, Frau Kreckel (Pharmazie);, Prof. Kinzel (Syngkologie); Prof. Lasch (innere Madiziny, PD DOr. Repp

{Pharmakologie), PD Dr. Rile (Rechsmadizin).
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Projektgruppe Mikrobiologie der Mundhéhle
Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde

Direktor: Prof. Dr. W.-E. Wetzel
Schiangenzahl 14

D-35392 GieBBen

Telefon: 0641/99-46241
Telefax: 0641/99-46239

Einverstandniserklarung

Ich bin mit der zahnérztlichen Untersuchung und der Abstrichabnahme bei meinem
Kind einverstanden. Der zusatzlichen Untersuchung der Blut- und Stuhlprobe auf
einen méglichen Candidabefall stimme ich zu.

In einem Merkbiatt wurde ich Ober die Untersuchungen der Studie aufgeklart. Ich
konnte Fragen stellen. Sie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet. Ich habe
keine weiteren Fragen. Eine Kopie des Merkblattes habe ich erhalten.

Ich bin dariiber informiert worden, dass meine persénlichen Daten den
Bestimmungen des Datenschutzgesetzes unterliegen. Ich stimme ihrer
Verdffentlichung unter der Vorraussetzung zu, dass jeder Bezug zu meiner Person
unkenntlich gemacht wird.

(Ort, Datum)




Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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