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1. Einleitung

1.1 Themeniibersicht

Die Hefen der Gattung Malassezia sind die einzigen Hefen, die zur residenten Hautflora des
(erwachsenen) Menschen gehoren. Zum Teil werden die Hefen noch immer unter dem fritheren
Namen Pityrosporum in der Literatur gefiihrt. Mittels molekularer Methoden konnte die Gattung
Malassezia jedoch iiberarbeitet werden (Guého et al., 1996, Gemmer et al., 2002). Die Daten
zeigen, dass die frither als Pityrosporum bekannten Arten mit denen der Gattung Malassezia
identisch sind. Aus historischen Griinden gebiihrt der Bezeichnung Malassezia der Vorzug. Da
ihr Wachstum abhingig von einer externen Lipidquelle ist, konnen sie vor allem in den
seborrhoischen, talgdriisenreichen Arealen nachgewiesen werden. Insbesondere an Kopf, Stirn,
Nase, und am oberen Korperstamm, weniger an den Extremitidten. Zusitzlich zu ihrer
Bedeutung als Saprophyt wird den Malassezia-Hefen auch eine bedeutsame Rolle bei der
Pathogenese verschiedener Hauterkrankungen zugeschrieben. Dazu zidhlen neben der Pityriasis
Versicolor, der Malassezia Follikulitis und der seborrhoischen Dermatitis auch die Pityriasis
simplex capillitii- die Kopfschuppenerkrankung (Hay et al., 1992, Shuster, 1984).

Es ist noch unbekannt, wie die Malassezia-Hefen diese Hautverinderungen hervorrufen (Hay,
1997). Bedeutsame Pathogenititsfaktoren konnen Stoffwechselleistungen einzelner Malassezia-
Spezies sein. Die Beziehung zwischen Malassezia und Kopfschuppen wurde ex iuvantibus
durch eine Reihe von Behandlungsstudien hergestellt, die zeigen konnten, dass Antimykotika
eine klinische Besserung hervorrufen konnten, wihrend die Rekolonisation mit diesen Hefen zu
erneuten Krankheitserscheinungen fiihrte (Aron-Brunetiere et al., 1977, Barber, 1977, Carr et
al.,, 1986, Hay et al., 1997, Shuster, 1984). Im Gegensatz dazu konnten einige Studien eine
konstante und signifikante Erhéhung der Hefezahl bei Erkrankten im Vergleich zu Gesunden
nicht aufzeigen (Barber, 1977, Heng et al., 1990, Vanderwyk et al., 1964, Yarrow et al., 1984,
Bergbrant et al., 1989, Clift et al., 1988, Van Abbe, 1964, Gemmer et al., 2002).

Als bedeutsam sind daher eher qualitative als quantitative Verdnderungen der residenten
Kopfhautflora (Malassezia Spp., aerobe Kokken, Corynebakterien) anzusehen (McGinley et al.
1975).

Ziel der vorliegenden Kklinischen Studie war die Weiterentwicklung des auf Basis der
Polyoxysorbitanfettsdureester (,,7ween “)-Assimilation basierenden Differenzierungssystems zur
einfachen klinischen Quantifizierung und Differenzierung auf das Spezies-Niveau von

Malassezia-Hefen.



Erweitert um die Cremophorassimilation und Pigmentbildung werden mittels einer
modifizierten Biirstenmethode Kulturisolate aus den Kopfschuppen von Probanden gewonnen.

Durch den Einsatz und Vergleich dreier antimykotisch wirksamer Shampoos gegeniiber einem
Placebo soll es bei der Spezifizierung von Hefen der Gattung Malassezia aus den Isolaten
moglich werden, interindividuelle quantitative und qualitative Besonderheiten und Unterschiede

festzustellen.

Diese Ergebnisse sollen beziiglich der Pathogenese und Therapie der Kopfschuppenerkrankung

neue Erkenntnisse liefern.



1.2 Historischer Uberblick iiber die Gattung Malassezia (,,Pityrosporum*)

Die Hefen der Gattung Malassezia sind in erster Linie als Erreger der Pityriasis versicolor
bekannt. Die Bezeichnung ,,Pityriasis versicolor®, geprigt durch die charakteristische klinische
Auspriagung des Krankheitsbildes, wurde bereits 1801 von Willian vorgestellt. 1829 folgte
erstmalig eine deutsche Publikation zum Krankheitsbild der Pityriasis versicolor von Batemann.
1846 gelang es Eichstedt mit Hilfe der damaligen neuen Technik der Mikroskopie Pilzfaden im
Schuppenmaterial einer Pityriasis versicolor zu entdecken. Als Erstbeschreiber gilt jedoch Robin
(1853), der den Erreger der Pityriasis versicolor ,,Micorsporum furfur® nannte. 1892 ordnete
Baillon ,,Micorsporum furfur unter der Bezeichnung ,Malassezia furfur” in die neu
geschaffene Gattung ,,Malassezia* ein, nachdem Malassez 1874 iiberwiegende Formen ovaler
Zellen in Kopfschuppen fand und diese als Sporen bezeichnete. Sabouraud (1904) nannte diese
Sporen von Malassez ,,Pityrosporum” (,,Spore der Schuppe®), da er einen Zusammenhang
zwischen Kopfschuppen und einer Hefepilz-Infektion vermutete und Pityrosporum als eine der
Ursachen der Kopfschuppenerkrankung ansah.

Castellani (1905 und 1908) ordnete ebenfalls in Kopfschuppen gefundene Sprosszellen der
Gattung Pityrosporum zu. Aufgrund des mikromorphologischen Erscheinungsbildes des
Erregers und als Anlehnung an Bizzozeros Arbeit iiber ,,Microphyten der normalen Oberhaut*
(1884) und seiner Beschreibung von Saccharomyces ovalis fithrte Castellani (Castellani und
Chambers, 1913) mit dem Namen ,,Pityrosporum ovale“ jedoch noch eine weitere Bezeichnung
ein. 1927 vermuteten Panja und Acton mit ihren Ergebnissen iiber die erste Kultivierung von
Pityrosporum ovale aber die Identitit von Pityrosporum und Malassezia und wollten dieses mit
der Namensgebung ,,Malassezia ovalis‘* unterstreichen. Diese Auffassung konnte sich jedoch
zur damaligen Zeit nicht durchsetzen.

1939 wurden von Benham erstmalig Studien iiber die Wachstumsoptima von Pityrosporum
ovale verdffentlicht. Eine Sonderstellung hat hierbei Pityrosporum (P.) pachydermatis, 1925
von Weidmann aus den Hautschuppen eines Tieres isoliert, da P. pachydermatis nicht obligat-
lipiddependent ist. Mit Pityrosporum (P.) orbiculare fiigte Gordon 1951 eine weitere Spezies
hinzu, nachdem es ihm gelang, ,,runde Sporen eines Hefe-dhnlichen Pilzes, sowohl aus den
Hautschuppen Pityriasis versicolor erkrankter Haut, als auch aus den Hautschuppen normaler

Haut zu kultivieren.



Pityrosporum  ovale und  Pityrosporum  orbiculare =~ wurden zunidchst aufgrund
mikromorphologischer Daten differenziert (Yarrow et al., 1984) und konnten hiufig zusammen,
sowohl auf erkrankter, als auch auf gesunder Haut, beobachtet werden. Eine Differenzierung
war oft nicht moglich (Gordon, 1951), da auch Ubergange zwischen ,, runden“ und ,,ovalen
Pityrosporum Spezies in Abhingigkeit von den verwendeten Inkubationsmedien und der
Inkubationszeit zu beobachten waren (Midgley, 1989, Salkin et al., 1977). 1977 konnte
elektronenmikroskopisch und mikromorphologisch (Dorn et al., Nazarro Porro et al., 1977)
nachgewiesen werden, dass isolierte Kulturen von P. orbiculare und P. ovale identisch mit
denen von Malassezia furfur bei Pityriasis versicolor waren. 1986 erkannte die Internationale
Kommission zur Taxonomie der Pilze aufgrund der historischen Prioritit die Bezeichnung
Malassezia an und reduzierte die Gattung auf zwei Arten: Malassezia furfur [(Robin, 1853)
Baillon, 1889] und M. pachydermatis [(Weidmann) Dodge, 1935]. 1989 wurde durch Genom-
Analysen (Guého et al., 1989) die Identitit von P. ovale und P. orbiculare mit M. furfur
nochmals bestitigt und durch weitere Untersuchungen konnte 1990 als weitere Gattung
Malassezia sympodialis (Simmons, 1990) abgegrenzt werden. Weitere Genom-Analysen zeigten
1995 und 1996 (Guillot, 1995, Guého, 1996) eine Differenzierung der Gattung Malassezia in
weitere Spezies. Hierbei handelt es sich um M. globosa, M. obtusa, M. restricta und M.
slooffiae. Diese nun 7 Spezies umfassende Reklassifikation muss durch Ergebnisse der jiingsten
Vergangenheit (2003, 2004) jedoch noch erweitert werden. Es handelt sich hierbei um die
Malassezia Gattungen, M. japonica M. yamatoensis, M. nana und M. dermatis (Sugita et al.
2003 u. 2004, Velegraki et al., 2004, Hirai et al., 2003). Die Rolle der neueren Gattungen
beziiglich der Pityriasis simplex capillitii ist noch ungeklirt und diese wurden auch nicht mit in
diese Studie einbezogen, da das Differenzierungssystem von Guého (et al., 1996) und Guillot
(1996) diese neuen Malassezia Gattungen nicht erfasste.

Dieser kurze historische Uberblick verdeutlicht die Schwierigkeiten beziiglich der Interpretation
dlterer Studien, die fiir die taxonomische Unterteilung als Hauptmethode morphologische
Beschreibungen benutzten. Weitere Differenzierungen sind durch objektivere Methoden, wie die
in jlngerer Zeit durchgefiihrten Genom-Analysen, serologischen- und

Stoffwechseluntersuchungen zu erwarten.

Nachfolgend werden einige Erkenntnisse zur Differenzierung einzelner Malassezia Spezies
dargestellt. Diese Kenntnisse, in Anlehnung an die Ergebnisse von Guillot (1995) und Guého
(1996), dienten als Grundlage der hier erstmals durchgefiihrten Spezifizierung bis auf das

Spezies-Niveau bei der Kopfschuppenerkrankung (Pityriasis simplex capillitii ).



1.3 Wissenstand iiber die Spezies ,,Malassezia*

Hefen der Gattung Malassezia gelten als die einzigen Hefen, die zur residenten Hautflora des
Menschen gehoren. Die lipiddependenten Malassezia-Hefen konnen insbesondere in den
talgdriisenreichen Arealen der Haut nachgewiesen werden (Marples, 1965). Mit Ausnahme der
Gattung Malassezia pachydermatis sind die lipophilen Hefen auf die Versorgung mit
langerkettigen Fettsduren als Néhrsubstrate angewiesen. Auf den Extremitdten ist die
Besiedlungsdichte daher vergleichsweise geringer, da hier weniger Lipide als Néhrsubstrate
bereitstehen als auf Korperstamm, Kopfhaut, Stirn und Nase (McGinley, 1975, Roberts, 1969).
Jedoch kann die Besiedlungsdichte sehr variabel (Roberts, 1969) sein. Eine valide Taxonomie
scheiterte oftmals an der fehlenden Reproduzierbarkeit von publizierten Ergebnissen, bei denen
die Autoren P. ovale und P. orbiculare hinsichtlich ihrer mikro- und makromorphologischen
Auffilligkeiten unterteilten. Ubergiinge zwischen beiden Formen wurden beobachtet (Gordon,
Roberts, 1969, Sloof, 1970, Salkin, Gordon, 1977), wihrend andere Autoren (Roberts, 1969,
Midgley, 1989, Cunningham, 1990) auch stabile Varianten beschrieben. Fortschritte konnten
durch molekularbiologische Untersuchungen mittels rDNA-Sequenzanalysen (,,internal
transcribed spacer,“, ITS;), Karyotypisierung (RAPD), 28S RNA und Guanin/Cytosin-
Verhiltnis (Guého et al., 1996, Gemmer et al., 2002) erzielt werden: neben den bekannten
Spezies Malassezia furfur, M. pachydermatis und M. sympodialis wurden die Spezies M.
globosa, M. obtusa, M. restricta und M. slooffiae abgegrenzt. Erweitert werden muss diese
Spezifizierung durch die Gattungen M. japonica M. yamatoensis, M. nana und M. dermatis
(Sugita et al., 2003 u. 2004, Velegraki et al., 2004, Hirai et al., 2003). Diese Spezies waren aber
zum Zeitpunkt der Studie noch nicht differenziert und konnten deshalb nicht mit in diese Arbeit
einbezogen werden. Die Tabelle 1 zeigt einen Uberblick iiber die in dieser Studie untersuchten

Malassezia Gattungen (mit Erstbeschreiber).

Tab. 1: Uberblick iiber Malassezia Spp. (nach Guého 1996)

1. Malassezia furfur (Robin) Baillon 1889
2. Malassezia pachydermatis (Weidmann) Dodge 1935
3. Malassezia sympodialis (Simmons und Guého) 1990
4. Malassezia globosa (Midgley, Guého, Gulliot) 1996
5. Malassezia obtusa (Midgley, Gulliot, Guého) 1996
6. Malassezia restricta (Guého, Gulliot und Midgley) 1996
7. Malassezia slooffiae (Guillot, Midgley, Guého) 1996




Makromorphologische Charakteristika
Die fiir die Differenzierung notwendigen makromorphologischen Charakteristika, werden im
Folgenden kurz vorgestellt. Diese Charakteristika konnen erste makroskopische Hinweise auf

die Differenzierung geben, die mittels Tween- und Cremophorassimilation iiberpriift werden.

Malassezia furfur [(Robin) Baillon 1889]

Als Charakteristikum findet sich eine instabile Morphologie, die neben runden Zellen

(~2,5-4,0 um Durchmesser) auch lang-ovale/zylindrische Zellen (~1,5 x 2,5-8 pum) zeigen
konnen. Nach 7-tdgiger Inkubation auf mDixon Agar bei 32°C zeigen sich Kulturen mit einem

ungefihren Durchmesser von 5 mm, die stumpf-glianzend, creme-farben imponieren.

Malassezia pachydermatis [(Weidmann) Dodge 1935]

Aufgrund der nicht obligaten Lipiddependenz nimmt M. pachydermatis eine Sonderstellung ein.
Auf Glucose/Pepton-Agar zeichnet sich das Wachstum durch stumpf-glinzende und glatte
Kulturen von ~5 mm Durchmesser aus, bei einer Grofle von rund 2.5-3,5 x 4,0-5,0 um konnen

sich ovoide Zellen zeigen.

Malassezia sympodialis (Simmons und Guého) 1990

Malassezia sympodialis entspricht Pityrosporum ovale Form 3 (Midgley, 1989), Malassezia
Sfurfur Serovar A (Cunningham et al., 1990) und Malassezia ovalis Form 3 (Midgley, 1993). Auf
mDixon Agar lassen sich nach 7- tigigem Wachstum bei 32°C glidnzende, glatte Kulturen mit
einem Durchmesser von etwa 5 mm finden. Die Sprosszellen kénnen oval bis rund sein mit
einer Grofle von 1,5-2,5 x 2,5-6 um. Sympodiale Sprosszellen sind fiir die Namensgebung

verantwortlich.

Malassezia globosa (Midgley, Guého, Gulliot) 1996

Malassezia globosa ist identisch mit M. furfur Serovar B (Cunningham et al., 1996) und

M. furfur sensu Midgley (Midgley, 1993). Auf mDixon Agar werden nach 7 Tagen Wachstum
kleine (~4mm) zerkliiftete Kulturen beobachtet. Eine stabile Mikromorphologie (2,5-8 um

Durchmesser) liegt vor.
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Malassezia obtusa (Midgley, Gulliot, Guého) 1996

Pityrosporum ovale Form 2 (Midgley, 1989) und Malassezia ovalis Form 2 (Midgley 1993)
sind identisch mit M. obtusa. Die Kulturen zeigen nach 7 Tagen Wachstum auf mDixon Agar
glatte, abgerundete Spitzen (,,Namensgebung*) von etwa 4 mm Durchmesser. M. obtusa. gilt als

schwer anziichtbar und kultivierbar.

Malassezia restricta (Guého, Gulliot und Midgley) 1996
Malassezia restricta entspricht M. furfur Serovar C (Cunningham et al., 1990). Die
Namensgebung erfolgte aufgrund des nur eingeschriankten Wachstums. Auf mDixon Agar finden

sich nach 7 Tagen und 32 °C matt-glinzende sprode Zellen von ungefihr 3 mm Durchmesser.

Malassezia slooffiae ( Guillot, Midgley, Guého ) 1996

Malassezia slooffiae ist identisch mit P. ovale Form 1 (Midgley 1989) und Malassezia ovalis
Form 1 (Midgley 1993). Das Wachstum bei 32 °C nach 7 Tagen zeichnet sich durch matt-
glinzende Kolonien, mit rauer Oberfldche und einem Durchmesser von ungefiahr 3 mm aus. Die

Zellen sehen kurz zylindrisch mit einer Grée von 1-2 x 1,5-4 pm aus.

Die Morphologie kann demnach bei 7-tiagiger Inkubation auf mDixon Agar (Guillot, 1997)

hinweisend sein (Tab. 2):

Tab. 2: Charakteristika der einzelnen Malassezia Spezies (Guillot, 1997).

Morphologie hinweisend auf:
lange, zylindrische, ovoide oder runde Zellen M. furfur
schmale, ovoide Zellen mit einer sehr breiten Basis M. pachydermatis
sphérische Zellen M. globosa
sympodiale Sprossung M. sympodialis
lange zylindrische Zellen M. obtusa

kleine sphirische oder ovoide Zellen mit relativer schmaler Basis M. restricta

kurze zylindrische Zellen M. slooffiae
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2. Klinik und Pathogenese

2.1 Klinik

Von der Kopfschuppenerkrankung (Pityriasis simplex capillitii oder Dandruff im englischen
Sprachgebrauch) sind etwa zehn Prozent der globalen Bevolkerung (Breuer 2003) permanent
betroffen und ca. 50 % mindestens einmal im Leben davon affektiert (Harding 2002). Die
Erkrankung wird héufig als kosmetisch ldstig empfunden, ein rein medizinisches Interesse ist
aber gering (Hay et al., 1997). Die Anzahl der Patienten, die sich &drztlich behandeln lassen, ist
nur ein geringer Prozentsatz derjenigen, die erkrankt sind (Kligman et al., 1976). Meist wird die
Kopfschuppenerkrankung nur als ein ,.triviales Problem angesehen, bis es zum Auftreten
schwerwiegender Dermatosen kommt. Die Erkrankung manifestiert sich vor allem in einer
iiberméBigen Abschuppung der Kopthaut, die in ihrer Auspriagung in sehr variablen Zustidnden
gefunden werden kann. Die Symptome konnen variieren von einer kaum erkennbaren, milden
Abschuppung ohne sonstige Symptome bis hin zu einer starken Abschuppung, die mit Juckreiz
und erythematdosen  Hautldsionen einhergehen kann. Konsens ist, dass die
Kopfschuppenerkrankung meist chronisch verlduft, zu Riickfillen neigt, nicht todlich, aber
bisher auch medikamentds nicht dauerhaft heilbar ist. Selten kommt es zu spontanen
Remissionen (Van Abbe, 1964). Die Abschuppung der Kopfhaut mit oder ohne Irritation hat ein
grofBes offentliches Interesse gefunden. Eine grof3e Anzahl an Personen verwendet daher schon
gewohnheitsmifig Anti-Schuppenshampoos (Kligman et al., 1976, Leyden et al., 1976,
McGinley et al., 1975).

Beziiglich Definitionsversuchen der ,,Kopfschuppenerkrankung® kann man eine Ubereinkunft in
der Zugehorigkeit zum ,,Seborrhoischen Formenkreis® finden, zu dem neben den
verschiedensten Ausprigung der Akne, die Rosazea, die periorale (Rosazea-artige) Dermatitis
und das Seborrhoisches Ekzem zdhlen. Die Abschuppung selbst gehort zu den
Sekundireffloreszenzen, die Schuppe (Squama) kann durch eine Hyper-, oder Parakeratose und

nach Blasenbildung entstehen.
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Die Tabelle 3 soll hierzu einen historischen Uberblick iiber verschiedene Definitionsversuche

der ,,Kopfschuppenerkrankung* liefern.

Tab. 3: Historischer Uberblick iiber Definitionen der ,,Kopfschuppenerkrankung*

Sabouraud 1904 Pityriasis simplex (seborrhoea sicca) vs. Pityriasis steatoides
vs. Seborrhoea oleosa

Templeton 1929 Pityriasis simplex capillitii -trockene Variante der Seborrhoe
( Steatorrhoe— True seborrhoe— Pity. Cap. simp.)

Van Abbe 1964 Excessive desquamation / seborrheic disorder

Spoor 1966 Normaler, unmerklicher Abwurf der du3eren Epidermis
Missverhiltnis zwischen Produktion und Destruktion

Priestley 1976 Non-immflamatory increased scaling

Shah 1976 Desquamation of visible scales from a parakeratotic stratum
corneum

Kligman 1976 Excessive clinically non-inflammatory scaling of the scalp

Leyden 1979 Excessive scaling [...] without clinical signs of inflammation

Hay 1996 Mild non-inflammatory type of seborrheic dermatitis

Bulmer 1999/2000 seborrheic dermatitis=dandruff

Nolting 1999 Mildeste Ausprigung der seborrhoischen Dermatitis

Piérard- 2000 [...] abnormality of the desquamative process [...] strictly

Franchimont confined to the scalp

Lodén 2000 [...] chronic scalp condition characterized by scaling [...]
itching [...] redness

Piérard- 2001 [...] increased scaling [...] expression of the same disorder

Franchimont (seborrheic dermatitis)

Perkins 2002 [...] Papulosquamous Dermatitis [...] nonerythematous [...]
subclinical inflammation [...]

In Anlehnung an diese Autoren kann demnach die Pityriasis simplex capillitii definiert werden
als ein variabler Zustand der Kopfhaut, der gekennzeichnet ist durch eine chronisch vermehrte,
nicht erythematdse, meist trockene Abschuppung des Stratum corneum, die mit Juckreiz
einhergehen kann. Zu Konglomeraten gehéduft wird der unmerkliche Abwurf dann auf der
Kopfhaut sichtbar. Diskrepanz besteht aber weiterhin in der Frage, ob die
Kopfschuppenerkrankung als eigenstindige Erkrankung angesehen werden soll (Kligman, 1976,
Rulison et al., 1924) oder nur als mildere Ausprigung der seborrhoischen Dermatitis (Acton,

1917, Goldsmith, 1963, Shuster, 1984).
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2.2 Pathogenese

Normalerweise brauchen neue Hautzellen 28 Tage, um als Hornzellen abgeschilfert zu werden.
Bei der Schuppenbildung ist dieser Vorgang deutlich beschleunigt (Hyperkeratose). Die sonst
winzigen Einzelzellen werden als Zellhaufen abgesto3en. Die sichtbare Abschuppung ist eine
Ansammlung (Konglomerat) von Korneozyten, die sich von der Oberfliche des veridnderten
Stratum corneum (Pi¢rard-Franchimont et al., 2000, Gemmer et al., 2001, Hardin et al., 2002,
Warner et al., 2001) ablosen. Mittels Elektronenmikroskopie konnte der verdnderte Aufbau des
Stratum corneum iiber die ,scalp tape stripes“ (SebuTape®) Methode aufgezeigt werden
(Gemmer et al., 2001, Perkins 2002). Diese Verdnderung der Ultrastruktur geht oftmals mit
einer Parakeratose (Van Abbe, 1964, Pierard-Franchimont et al., 2000) einher. Diese
Unterbrechung zwischen den Korneozyten kann episodisch, rekurrierend oder konstant sein und
damit auch fiir verschiedene Auspriagungen des oft mit Kopfschuppen einhergehenden
Juckreizes verantwortlich sein. Andere Autoren zeigten eine vermehrte Nachweisbarkeit von
interzelluldren Lipiden im Stratum corneum (Warner et al., 2002), deren Bedeutung jedoch noch
unklar ist. Die Pityriasis simplex capillitii, als strenge Begrenzung auf die Kopfhaut, kommt
nicht im Tierreich vor, obwohl die tierische Haut gleichen Regenerationsmechanismen
unterliegt (Spoor, 1966). Die Frage, ob Kopfschuppenpatienten eine groflere Anzahl an
Hornzellen produzieren, oder, ob die Zellen nur aufgrund von Konglomeratbildung besser
sichtbar sind, ist nicht geklért. Die Art der individuellen Auspriagung soll von der Anzahl der
affektierten, involvierten Haarpapillen abhéngen.

Uneinigkeit besteht in der Literatur iiber die ,,normale“-mikrobielle Zusammensetzung der
Kopfhaut. In der Literatur finden sich sehr uneinheitliche Zahlen beziiglich der Quantitit von
Malassezia-Hefen bei Kopfschuppenpatienten: Templeton stellte schon 1929 fest, dass
Malassezia-Hefen zu 69 % bei ,,gesunden* Probanden gefunden werden konnten. Spitere
Studien (Van Abbe et al., 1968, Roia et al., 1968, Roberts et al., 1971) zeigten, dass
Pityrosporum | Malassezia- Hefen als residente Bewohner der gesamten Hautflora des
Menschen zu 96.4 % bzw. 82.1 % bei Kopfschuppenpatienten im Vergleich zu 75 % bei der
gesunden Kontrollgruppe gefunden werden konnten. Noble konnte diese Ergebnisse 1987
unterstiitzen: bei gesunden Kindern wies er einen Anteil von P .ovale / P. orbiculare zu 74 %
nach. Goldsmith et al. (1963) und Vanderwyk et al. (1964) fanden einen Anteil von
Pityrosporum-Hefen von 80 % bei der Kontrollgruppe, McGinley et al. konnten 1975 eine
Inzidenz an Malassezia von 100 % bei Kopfschuppenpatienten im Vergleich zu 98 % bei

Hautgesunden nachweisen.
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Entscheidend waren jedoch die Differenzen hinsichtlich des Anteils von Pityrosporum/
Malassezia an der Kopfhautflora. Bei Hautgesunden betrug er 46 % gegeniiber 74 % bei
Kopfschuppen und 82 % bei Patienten mit seborrhoischem Ekzem. Widerspriichliche Angaben
gibt es beziiglich der qualitativen Zusammensetzung der Kopthaut bei Kontrollgruppen und bei

Patienten mit Pityriasis simplex capillitii. Malassezia Hefen konnen immer nachgewiesen

werden, ebenso wie Staphylokokken (S. aureus, S. epidermides), Streptokokken (o und -
haemolysierende S.), Propionibakterien (P. acnes) (MacKnee, 1938, Roberts, 1969, Vanderwyk
et al., 1964, Broberg, 1989, Clift, 1988, Sommerville, 1969, Leyden, 1979, Leeming, 1989). Des
Weiteren sind noch Candida (u.a. C. albicans)-Hefen, Proteus (P. mirabilis), Neisserien,
Pseudomonaden, Corynebakterien und Dermatophyten nachgewiesen worden (Sommerville,
1969).

Die Spezifizierung von Malassezia- Hefen war aber bisher bei Kldrung der Pathogenese kaum

von Belang.

Den Zusammenhang zwischen einer Hypersekretion von Talg und dem Wachstum von
Mikroorganismen sah Malassez schon 1874. Einige Autoren (Faergemann et al., 1981 & 1983)
fanden, dass die betroffene Haut eine vermehrte Talgproduktion aufweist, wihrend andere
Autoren keinen quantitativen oder qualitativen Zusammenhang beziiglich der Talgproduktion
finden konnten. Da das Wachstum von Malassezia Spp., mit Ausnahme von M. pachydermatis,
auf die Zufuhr exogener Lipidquellen angewiesen ist (Arrese et al., 1994, Benham, 1939,
Caprilli et al., 1973, Meinhof et al., 1967, Shifrine et al., 1963, Weary, 1968, Wilde et al., 1986),
bietet so die Anwesenheit von Talg bzw. dessen Hypersekretion optimale Nihrbedingungen.
Medikamentose Talgreduktion z.B. mittels der topischen Applikation von Isotretinoin wurde
deshalb Ziel einiger Studien und es zeigte sich, dass die medikamentds induzierte Talgreduktion
den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann (Cowley et al., 1990). Andere Autoren
(Kligman 1976) sind aber auch der Meinung, dass die Schwere der Kopfschuppenerkrankung

vollig unabhingig von der Intensitédt der Sebumproduktion betrachtet werden muss.
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2.3 Pradispositionsalter / Geographische Unterschiede

Das Auftreten der Kopfschuppenerkrankung beginnt allméhlich, eine Erkrankung im
Kindesalter ist eine Raritit (Leyden, 1979, Kligman et al., 1976, Faergemann et al., 1983,
Whitlock, 1953, Pieérard-Franchimont et al., 2000) und wird eher als ein Anzeichen fiir die
Affektion im Sinne einer atopischen Dermatitis angesehen, die allerdings nie vor dem dritten
Lebensmonat beginnt. Im S#uglingsalter kann die Abgrenzung zur seborrhoischen Dermatitis
differentialdiagnostisch schwierig sein. Schuppen, die fettglinzend, gelblich imponieren, sowie
Bevorzugung der intertrigindsen Rédume, der nicht vorhandene Juckreiz und die meist
problemlose Therapie bzw. Spontanheilung konnen Argumente fiir die seborrhoische Dermatitis
sein. Eine positive Anamnese beziiglich Allergien in Kindheit oder Familie kann zur
endgiiltigen Unterscheidung und Abgrenzung zur seborrhoischen Dermatitis hilfreich sein
(Leyden, 1979). Einigkeit besteht dariiber, dass das individuelle Alter die Kopfhautflora
beeinflusst (Sommerville, 1969). Die Anzahl an Malassezia Hefen zeigt einen dramatischen
Anstieg zu Beginn der Pubertdt (Noble et al.,, 1978, Kligman et al., 1976, Leyden, 1979,
McGinley et al., 1975, Whitlock, 1953), wihrend andererseits Malassezia Spezies bei Personen
iiber 75 Jahre reduziert und Kopfschuppen bei Personen iiber 85 Jahre praktisch verschwunden
sind (Leyden, 1976 & 1979, Gosse et al., 1969). Jedoch sollen auch im hoheren Alter
Veridnderungen der Haarpapillen die Reduktion der Talgproduktion und das Verschwinden der
Kopfschuppen erkliren (Kligman et al., 1976). Aullerdem wird vermutet, dass das Vorkommen
der Akne und Pityriasis aufgrund von Analogien in der Verwertung des Substratangebots
korreliert (Leyden 1976 & 1979). Bisher konnten Studien diese These aber weder widerlegen
noch bekriftigen, da auch Corynebakterien zu Beginn der Pubertiit ansteigen und so in erhohter
Anzahl von erkrankter Haut isoliert werden konnen. Daher kann hier eher von einem
Epiphdnomen mit einer erhohten Keimdichte von Malassezia-Hefen aufgrund des verdnderten

Substratangebotes ausgegangen werden (Marples et al., 1974).

Geographische Unterschiede

Das Auftreten von Pityriasis simplex capillitii bei verschieden Gruppen unterschiedlicher
ethnischer Herkunft wird ebenso kontrovers beurteilt; einige Autoren fanden eine erhohte
Anzahl an M. Spp. bei Kaukasiern im Vergleich zu Negroiden (Noble et al., 1978), wihrend

wiederum andere (Leyden et al., 1976) keinen Unterschied fanden.
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2.4 Endokrine Einfliisse

Beziiglich endokriner Einfliisse gibt es zwar keinen Konsens, aber die altersabhéngige Inzidenz
Malassezia induzierter Dermatosen weist auf eine Beziehung im speziellen zu Androgenen hin.
Untersuchungen an graviden Frauen im letzten Schwangerschaftsdrittel, zu einem Zeitpunkt an
dem der Ostrogenspiegel im Serum am hochsten ist, ergaben zwar keinen Anhalt fiir die These,
dass zirkulierendes Ostrogen eine Abnahme oder Verbesserung einer Infektion durch
Malassezia Spp. verursacht (Whitlock 1953), jedoch konnte durch den fehlenden stimulierenden
Effekt von Androgenen auf die Talgdriisen eine abnehmende Inzidenz z.B. der seborrhoischen
Dermatitis gezeigt werden (Nenoff 2001). Menstruelle Beeinflussung wird ebenfalls diskutiert,
war aber bisher bei Studien nicht von Belang (Leyden 1979). Es ist aber allgemein anerkannt,
dass der Verlust von Haaren mit Schuppenbefall zusammenhéngt (Alexander et al., 1967). Bei
Frauen mit androgenetischer Alopezie sollte nach ZyklusunregelméaBigkeiten, Schwangerschaft
und Geburten gefragt werden. Die bei Minnern typische progressive, erworbene diffuse
Alopezie (Alopecia androgenetica), geht neben einer genetischen und individuellen Veranlagung
mit einer erhohten Empfindlichkeit der Kopfhaarfollikel auf Androgene zuriick. Auch die
Parakeratose und dem verdickten Stratum corneum ist iiber ein Nahrungsdefizit fiir die
Haarwurzel ein weiterer Grund fiir diffusen Haarausfall. Schuppenbefall ist hdufig ein Begleiter
der Telogenphase des Kopfhaares und kann so eventuell Haarausfall exazerbieren, aber dieses
Phinomen ist noch nicht ausreichend geklért (Baroni 2000). Des Weiteren muss natiirlich auch
die Medikamentenanamnese in Betracht gezogen werden.

Whitlock (1953) fand schwerwiegendere Fille von Kopfschuppen bei Frauen und eine erhohte
Anzahl von M. Spp. als bei den ménnlichen Vergleichspersonen. Andere Autoren (Leyden et al.,
1976) fanden allerdings keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern. Ménner hétten ebenso

viele Kopfschuppen wie Frauen. Uber eine Kontagiositit oder gar Vererbung ist nichts bekannt.
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2.5 Interaktion mit dem Immunsystem

Es besteht keine Einigkeit beziiglich der An- oder Abwesenheit von Malassezia-Hefen und der
Interaktion mit dem Immunsystem bei der Kopfschuppenerkrankung. Meist liegen nur
Ergebnisse zur Untersuchung beziiglich Immunaktivitit bei der seborrhoischen Dermatitis und
Pityriasis versicolor vor. Daher zeigen die bisherigen Ergebnisse ein sehr uneinheitliches Bild.
Ashbee et al., (1994, 2002) waren z.B. der Meinung, dass Malassezia Hefen als Bewohner der
normalen, gesunden Mikroflora des Menschen potente Aktivatoren des Immunsystems sind.
1997 konnte das erste ,,major* Antigen aufgeschliisselt werden und im Laufe der letzten Jahre
wurde festgestellt, dass die verschiedenen Malassezia Spp. wihrend ihres Wachstumszykluses
vollig unterschiedliche Antigene prisentieren konnen. Einige Autoren (Hay, 1997) fanden bei
Patienten mit Kopfschuppen eine gesteigerte Immunantwort gegeniiber Malassezia Hefen, so
dass moglicherweise bei diesen Patienten ein Defekt der Immunabwehr in Frage kommen
konnte. Doch fanden die Autoren im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede. Eine Zunahme der klinischen Symptomatik kann jedoch bei exzessiver Aktivitit
und Stress der betroffenen Person iiber die Verdnderung des Lipidstoffwechsels mit gesteigerter
Empfindlichkeit gegeniiber Malassezia und vermehrter Ausschiittung von verdnderten
Malassezia assoziierten-Entziindungsmediatoren in Zusammenhang gebracht werden. Dieser
verdanderte Metabolismus ist auch bei HIV/AIDS-Patienten, bei denen die seborrhoische
Dermatitis/Ekzem mit einer deutlich erhéhten Priavalenz (30-83 %, Ashbee et al., 2002) auftritt
und oft erstes klinisches Erscheinungsbild einer Infektion sein kann, von Belang. Die Reaktivitit
der von Kopfschuppen affektierten Epidermis soll die Expression von Calprotein mit der
fokalen Ausschiittung von TNF-o verursachen (Pierard-Franchimont et al., 2000). Uber
zirkulierende Interferone, insbesondere Interferon-o¢ und Tumornekrosefaktoren (TNF-o)
werden Cholesterol und Triglyzeride vermehrt bereitgestellt (Nenoff 2001). Andere Autoren
sind der Meinung, dass auch das Neuro-Immunsystem impliziert ist und so pro-
inflammatorische Zytokine ausschiitten kann (Pierard-Franchimont et al., 2000). Auflerdem ist
bei Stress ist das Mittelhirn als Regulationszentrum fiir die Talgproduktion gestort (Spoor 1966)
und kann Bindeglied von Malassezia induzierten Dermatosen bei der Parkinson-Erkrankung
sein. Harding et al. (2002) und Parry et al. (1989) konnten aufgrund einer erh6hten Anzahl von
interzelluldren Lipiden eine geschwichte Schrankenfuntion des Stratum corneum durch einen
Malassezia induzierten Mediator (,,/ipid-like leukocyte activator* Parry et al. 1989) nachweisen.
Die dermalen Papillen sind veréndert und die Kapillaren dilatiert, so dass die Migration von

neutrophilen und mononukleédren Zellen in die Dermis moglich ist.
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Mit zunehmender Parakeratose, die als Segment die normale epidermale Hornschicht iiberzieht,
bessert sich die Inflammation der Kopfhaut in ihrem klinischen Erscheinungsbild (Leyden,
1976). Malassezia-Hefen haben die Fahigkeit, pro-inflammatorische Zytokine zu supprimieren
(Guého et al., 1996), was den geringen inflammatorischen Charakter der Pityriasis simplex
capillitii im Vergleich zum seborrhoischen Ekzem erkldren kann (Pierard-Franchimont et al.,
2000). Diese trockene Parakeratose &dufert sich dann in der typischen Abschuppung der
Kopfhaut. Neuere Untersuchungen (Perkins 2002) konnten jedoch mittels der adhisiven Tape-

Methode spezifische Interleukine bei der seborrhoischen Dermatitis, bei der

Kopfschuppenerkrankung und gesunden Kontrollgruppen identifizieren. TNF-o wird hierbei als
Marker fiir eine Affektion mit Kopfschuppen angesehen, da er im Vergleich zwischen der SD
und gesunden Kontrollgruppen signifikant haufiger auftritt. Sohnle et al. (1978) vermuteten bei
Pat. mit PV anhand einer geringeren lymphozytiren Immunantwort einen zell-induzierten
Immundefekt, wihrend Wu und Chen (1985) mit derselben Methode im Vergleich zwischen
Patienten mit PV und einer Kontrollgruppe zu gegensitzlichen Ergebnissen kamen. Ashbee
(1994) konnte bei der PV keinerlei defizitire zellulire Immunantworten zeigen, jedoch im
Vergleich mit Pat. mit SD kam sie zu dem Schluss, dass die Hautldsionen bei SD anders als bei
der PV aufgrund ihres mehr inflammatorischen Charakters Malassezia-Hefen eher die
Moglichkeit zur Aktivierung des Immunsystems geben. Nenoff (2001) fand T-Zell
Abnormitdten bei Pat mit SD und umgekehrte Korrelationen zwischen dem Spiegel der IgG-
Antikorper gegen Malassezia und der Schweregradauspriagung der seborrhoischen Dermatitis.
Epikutanteste zeigten keinerlei Kontaktsensibilisierungen, jedoch konnte eine hohe Anzahl
HLA-DR4-positiver Lymphozyten bei Pat. mit SD nachgewiesen werden. Auflerdem ein
Uberwiegen von Cd4-pos.-Lymphozyten in Hautldsionen, wihrend die Anzahl CD,a-positiver
epidermaler Zellen, denen auf nicht erkrankter Haut &hnlich ist. Kontrolluntersuchungen
beziiglich IgG und Csb sind widerspriichlich. Auch die II-10 Sekretion steigt nach Stimulation
mit Malassezia-Extrakt an und soll so iiber eine Reduktion von Il-; eine gestorte Immunreaktion
zur Folge haben (Nenoff 2001). Bergbrant et al. (1989) fanden hohere IgG Antikorper Titer
gegen Malassezia Spp. bei Patienten mit Kopfschuppen gegeniiber der Kontrollgruppe, die
Hohe des Titers korrelierte jedoch nicht mit der klinischen Auspriagung (Alexander et al. 1967).
Ingham und Cunnigham (1993) konnten im Gegensatz dazu keine spezifischen Antikorper
nachweisen. Die humorale Antwort beziiglich Malassezia induzierter Dermatosen ist ungeklért,
jedoch konnen die einzelnen Malassezia Spp. Komplement iiber den klassischen wie
alternativen Weg aktivieren. Eine Konversion von C; zu C;b konnte ebenso wie eine

Aktivierung von Faktor B nachgewiesen werden (Ashbee et al., 1994, Belew et al., 1980, Heng
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et al., 1990). Die Fahigkeit der Aktivierung von Komplement wird als ein moglicher Ausloser
fiir die SD-assozierte Inflammation diskutiert, wihrend im Gegensatz dazu dieses fiir die PV
nicht gezeigt werden konnte (Ashbee et al. 2002).

Momentan muss davon ausgegangen werden, dass die Anwesenheit von Malassezia, sowohl auf
erkrankter als auch auf gesunder Haut, und der Fiahigkeit zur Aktivierung von Antikorpern (IgG
und IgM), auch in Abwesenheit von Malassezia induzierten Dermatosen eine einfache
Konsequenz der Tatsache ist, dass Malassezia-Hefen als Bewohner der normalen Mikroflora der
Haut betrachtet werden miissen. Fiir die &tiologische Bedeutung von Malassezia-induzierten
Erkrankungen werden daher als wichtiger die Eigenschaften und der Immunstatus des
Wirtsorganismus angesehen. Wiahrend die Interaktionen mit dem humoralen und zelluldren
Immunantworten auf Malassezia recht gut untersucht sind, gibt es nur wenige Studien iiber die
nicht spezifischen Immunreaktionen.

Beziiglich neuerer Klassifikation von Malassezia-Hefen und der historisch gewachsenen
Unterteilung und Differenzierung zwischen P. ovale und P. orbiculare ist auBerdem nicht mit
endgiiltiger Sicherheit eine Interpretation und Ubertragung ilterer Studien auf die heutige
Taxonomie anwendbar. Einigkeit besteht aber beziiglich der Lipiddependenz. Dariiber hinaus
produzieren Hefen der Malassezia Spp. jedoch auch eine Vielzahl irritierender
Stoffwechselprodukte: z. B. Lipaseaktivitit, Spaltung freier Fettsduren (Weary, 1970, Caprilli et
al.,, 1973, Midgley, 1983), Produktion von Toxinen und Lipoxygenase-Aktivitit (Hay et al.,
1992 & 1997, Parry et al., 1989). Die Ergebnisse von in vitro-kultivierten M. furfur zeigten, dass
die Zusammensetzung der Fettsduren abhingig von den Lipidzugaben im Nihrmedium ist und
dass die Féhigkeit besteht, gesittigte in ungesittigte Fettsduren umzuwandeln. Des Weiteren
zeigen Malassezia-Hefen eine relative Resistenz gegeniiber einer Phagozytose, da die Zellwinde
von Malassezia einen eher ungewohnlich hohen Anteil an Lipiden (15-20 %), (Nazarro 1976,
Shifrine und Marr 1963, Guého, 1996 et al.) enthalten. Die Autoren Nazarro et al. (1979) waren
auch der Meinung, dass Malassezia Stamme unter der Anziichtung mit verschiedenen
Lipidzugaben auch unterschiedliche biochemische Eigenschaften entwickeln kdnnen. Nur wenig
ist dariiber bekannt, welche Klassen von Lipiden verstoffwechselt werden kénnen und, ob es
beziiglich der einzelnen Spezies Unterschiede gibt. Meist wurden in Studien freie Fettsduren,
Triacyglyceride oder Polyoxysorbitanfettsdaureester (7ween) eingesetzt und finden heute noch
Anwendung. Weary (1968) schrieb den Malassezia-Hefen einen mallgeblichen Anteil an der
Bildung freier Fettsduren auf der Haut zu und Marples et al. (1972) iiberpriiften diese Theorie

hinsichtlich der Pathogenese bei der Akne und konnten zeigen, dass Malassezia-Hefen zur
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Bildung freier Fettsduren auf der Haut beitragen, wenn die Population von Corynebakterien

gering ist.

Diese Ergebnisse basieren jedoch auf In-vitro-Kultivierungen. Der in-vivo Nachweis einer
Lipaseaktivitit ist bisher nicht gelungen. Die Lipaseaktivitit als Bedeutung fiir die Pathogenese
Malassezia-assoziierter Krankheitsbilder ist daher umstritten. Spekulativ ist demnach noch die
Vermutung, dass unterschiedliche, sowohl quantitative als auch qualitative Zusammensetzungen
der verwendeten Nidhrmedien und der damit verbundenen moglichen ,,suppressiven oder
»adjuvanten Effekte und Charakteristika der einzelnen Malassezia-Hefen, bei
korrespondierenden Bedingungen auf menschlicher (Kopf-) Haut #hnliche Effekte haben

koOnnen.
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2.6 Diagnostik

Da sich in den letzten Jahren zunehmend die Meinung etabliert hat, dass die
Kopfschuppenerkrankung eine durch Hefepilzinfektion verursachte Erkrankung ist, haben
verschiedene Autoren unterschiedliche Methoden zur Nachweisbarkeit der Hefen auf
menschlicher Kopfhaut entwickelt. Oftmals haben diese Methoden gemein, dass versucht wird,
ein ,,Abklatschpriparat* der Kopfhaut, mit ihren zu Konglomeraten gehduften Kopfschuppen,
durch adhésive Methoden auf geeignete Nidhrmedien zu bringen. Neben der mikroskopischen
Identifikation werden zur in-vitro Kultivierung héufig ein lipidhaltiges Medium, entweder ein
Basalmedium mit einem Lipid als Zusatz (beispielsweise Olivendl) oder modifizierte
Spezialboden (Sabourad-4%-Glukose-Nihrboden + 2% Olivendl + 0,2% Tween 80 u.a. und
Dixon-Agar) benutzt, das Temperaturoptimum liegt etwa zwischen 32 und 37° C, bei einem pH-
Wert von 5,5-6,5 (Leeming et al., 1989). Nidhrboden wird hiufig noch Cycloheximid und
Chloramphenicol zur Reduktion des Kontaminationsrisikos beigegeben. Malassezia Hefen
zeigen gegeniiber diesen Zugaben Resistenz.

Es zeigte sich aber friithzeitig, dass die Ergebnisse sowohl vom Untersucher als auch von den
verwendeten Nihrlosungen abhingig sind. Der wichtigste Parameter fiir die Diagnose ist die
GroBBe und damit Sichtbarkeit der Abschuppung (Pierard-Franchimont et al., 2000).
Kopfschuppen sind bis zu einer Grofle von 0,2 mm nicht fiir das blo3e Auge sichtbar (Leyden,
1979) und erst eine GroBe von rund 0,2 mm wird als sichtbare Abschuppung bezeichnet
(Kligman, 1976). Zur Inokulation haben einige Autoren die non-invasive ,,Biirstenmethode
benutzt (Van Abbe, 1964, Gosse et al., 1969, Léden 2000), indem in zuvor festgelegter Weise
Kopfhauthalbseitenversuche unternommen wurden und in Gebieten sichtbaren Schuppenbefalles
versucht wurde, Kulturen iiber ein ,,Abkimmen‘ auf Nahrmedien zu kultivieren. Auch mittels
eines ,,Vacuumcleaners* (u.a. Vanderwyk 1964 und 1967, Gosse et al. 1969, Roia et al. 1968),
einer Art ,,Handstaubsauger®, der in definierter Weise iiber die Kopfhaut gestrichen wurde,
konnte ein Nachweis der Hefen erfolgen. Daneben wurde zusitzlich noch ein Mindestgewicht
an Konglomeraten von Schuppen bestimmt und 40 mg als untere Grenze angesetzt, an bei der es
zu sichtbaren Schuppenbefall kommt, wobei sich aber zeigte, dass nicht alle Personen, die ein
Abschuppungsgewicht von iiber 40 mg hatten, auch nachweislich Kopfschuppen hatten. Unklar
ist auBerdem, ab welcher Menge oder Grole man bei den, durch den ,,Vakuumcleaner*
gesammelten Kopfschuppen, von milder, mittlerer oder extremer Auspriagung der Pityriasis

simplex capillitii spricht.

Des weiteren sind die Ergebnisse aufgrund der verwirrenden Taxonomie (P. ovale / P.

orbiculare, Malassezia Spp.) nicht immer valide reproduzierbar. Auch iiber das Filtrieren des
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Wassers nach Haarwaschung (Leeming 1989) wurde der Nachweis versucht. Dabei wurde das
Sediment von einem Schwamm, der iiber die Kopfhaut gestrichen wurde, gewonnen. Etabliert
haben sich aber eher neben der Biirstenmethode die non-invasive Tape (Patchmethode) sowie
die invasive Scrub oder Scinscrapingmethode (Abkratzen von epidermalen Hautanteilen mittels
einer sterilen Lanzette, z.B. Brog-Curretage, Stainless steel ring). Durch die Einfithrung
kommerzieller Testpatches (SebuTape®, z.B. C und K electronics Koln, PMS Delasco Texas)
konnte auch eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erfolgen (Cowley 1992, Pierard-
Franchimont 2000, Baroni 2000, Warner 2001, Perkins 2002). Daneben wurden in Studien
oftmals der visuelle analoge Score (VAS) oder ,severity score scales* zur subjektiven

Einschitzung der Wirksamkeit verwendeter Priparate benutzt.

Die Nachweisbarkeit spezifischer Zytokine durch Anwendung der Tape-Methode soll auch eine

Unterscheidung zwischen der Kopfschuppenerkrankung und der seborrhoischen Dermatitis

ermoglichen (Perkins 2002).

Die Tabelle 4 zeigt herbei einen Uberblick iiber historisch gewachsene Differenzierungs-

methoden mit Erstbeschreiber und Methodik.
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Tab. 4: Uberblick iiber Differenzierungsmethoden zur Diagnostik der Kopfschuppenerkrankung

Autor Jahr Methode

Mac Knee 1937 Klinische Beobachtung, Bakteriologie, Mykologie

Vanderwyk 1964 Gewicht und Mikroskopie

Van Abbe 1964 Mehrseitenversuche, Biirste, Scaling Severity Score

Sommerville 1969 steriler Tupfer und Zahnstocher, Scrubtechnik

Vanderwyk 1967 Vakuumcleaner, Mehrseitenversuche

Kligman 1976 Scrubtechnik

Leyden 1976 Scaling  Severity = Score,  Scrubtechnik  (Brog-
Curretage®), VAS

Aron-Brunetiere 1977 Brog-Curretage

Faergemann 1983 Stainless steel ring

Ford 1984 VAS

Green 1986 VAS

Clift 1988 Scrubtechnik (Williamson-Scrub-Methode),
Identifikation nach Kommerziellen Tests (Cowan)

Bergbrant 1989 Scrubtechnik, Stainless steel ring

Broberg 1989 Mikroskopie, Zellophan Patches

Leeming 1989 Scrub (stainless steel ring), Schwamm (Sediment nach
Auswaschung mit sterilen Wasser)

Heng 1990 SkinScrapings

Cowley 1992 Klebefilterpapierpatches

Bulmer 1999/2000 Mikroskopie, Skinscraping

Piérard-Franchimont | 2000 Scaling Severity Score, Patches

Baroni 2000 Patch

Lodén 2000 Mehrseitenversuche, Biirste, VAS

Piérard-Franchimont 2001 Scaling Severity Score, Self Adhesive Disk®

Warner 2001 Elektronen Mikroskopie, Patches

Gemmer 2002 Molekularbiologie

Squire 2002 clinical assessment of signs and symptoms, VAS

Piérard-Franchimont | 2002 Scaling Severity Score

Perkins 2002 SebuTape®

Die Tabelle 4 zeigt einen historischen Ausschnitt iiber verschiedene Differenzierungsmethoden.
Gezeigt wird u.a., dass auch dltere Methoden zur Differenzierung von Autoren in jiingerer Zeit

immer wieder aufgegriffen wurden.
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2.7 Therapieansitze

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Verbesserung der klinischen
Symptomatik durch Beeinflussung der Mikroflora mittels antifungal wirksamer Agenzien
erreicht werden kann. Seit den 70 Jahren konnte man epidermale Parakeratose bei der
seborrhoischen Dermatitis demonstrieren und den Erfolg der Behandlung bei Applikation von
Salicylsdure und spiter topischen Kortikosteroiden nachweisen. Eine weitere Veridnderung kam
mit der Einfilhrung von Azol-Derivaten, als gezeigt werden konnte, dass bei Patienten nach
Applikation dieser Medikamente eine signifikante Verbesserung ihrer Erkrankung eintrat, die
Anzahl an lipophilen Hefen zuriickging und eine Re-Kolonisation mit einem Riickfall
einherging (Aron-Brunetiere et al., 1977, Hay et al., 1997). Jedes Shampoo haufig genug
angewendet kann eine Verbesserung der Kopfschuppenerkrankung bewirken, ebenso wie
vermehrtes Haarewaschen. Héufiges Haarewaschen trocknet aus und verhindert, dass die
,Flakes* konglomerieren konnen und so sichtbar werden. Der Effekt des Shampoonieren im
Sinne einer Kopfmassage mit Verbesserung der inflammatorischen Reaktion oder des Juckreizes
ist ungeklart, wird jedoch vermutet. Einige andere Autoren sind der Meinung, dass antifungale
Agenzien, die zur einer Suppression von M. Spp. fiihren, iiberhaupt keine Auswirkungen auf die
Verbesserung der Symptome haben (Leyden, 1979). Frither wurden hdufig Teerprdparate in
Arzneimitteln zur Behandlung von fettiger Kopfhaut und starkem Juckreiz verwendet.
Steinkohlenteer ist wegen seiner moglichen kanzerogenen Eigenschaften jedoch nicht fiir
Kosmetika zugelassen. Leichterer Befall mit Kopfschuppen kann man durch eine gute
Haarpflege beeinflussen. Das Haar sollte nicht zu hiufig (zweimal pro Woche) mit milden,
proliferationshemmenden und riickfettenden Shampoos gewaschen werden. Anfénglich kann der
Eindruck entstehen, dass es zu einer stirkeren Schuppenbildung kommt. Das ist oftmals ein
Zeichen fiir die Wirksamkeit. Zum Ablosen sehr starker Schuppenauflagerungen koénnen
Keratolytika eingesetzt werden. Hierzu zdhlt z.B. die Salicylsdure. Zielsetzung der
medikamentdsen Beeinflussung der Kopfhaut bei Kopfschuppen ist jedoch, nach Annahme der
Hefepilzinfektion als Ausloser der Erkrankung, die Entwicklung spezifischer Antimykotika zur
Behandlung.

In klinischen Untersuchungen haben sich daher in neuerer Zeit fiinf Subtanzgruppen als
effektive Antischuppenpriparate erwiesen. Neben den zuvor erwédhnten Verbindungen mit Teer,
stethen im Vordergrund vor allem Prdparate wie Selenium Sulphide, Azolverbindungen,
Hydroxypyridone sowie Verbindungen auf Pyridinbasis, auf die im Folgenden etwas nidher

eingegangen werden soll.
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Azolverbindungen sind weltweit als potentes Mittel gegen systemische und topische
Mykosen akzeptiert und eines der am hiufigsten eingesetzten antimykotisch wirksamen-
Praparate. Man unterscheidet dabei Imidazole, die fast nur lokal verwendet werden und
Triazole, die sowohl lokal als auch systemisch verabreicht werden. Azole wirken als Inhibitoren
der Ergosterolbiosynthese. Damit wird die Umwandlung von Lanosterol zu Ergosterol inhibiert.
Durch Einlagerungen von Ergosterolvorstufen wird die Zellwandstruktur —gestort.
Azolverbindungen sind innerhalb der Therapie der Kopfschuppenerkrankung schon
weitreichend untersucht worden. Die MHK bei z.B. Ketoconazol (KET) als dem wahrscheinlich
zur Kopfschuppentherapie am haufigsten eingesetzten Medikamentes soll gegeniiber Malassezia
bereits bei Konzentrationen um 0.02-0.05 mg/l liegen (Nenoff et al., 1994). Ab einer
Konzentration von 0.5 % (entspr. 0,5 mg/l) soll es bei Kopfschuppen wirksam sein (Pi¢rard-

Franchimont et al., 2000, 2001). Gupta et al. (2000) konnten bei in-vitro Untersuchungen mit

variablen Konzentrationen (0.03-64.0 pg/ml) mit KET, Itraconazol (Sempera®, Itracol® ) und
Voriconazol (VFend®) eine sehr unterschiedliche Wirksamkeit gegeniiber M. furfur, M.
slooffiae, M. pachydermatis, M. globosa, M. obtusa und M. restricta zeigen. KET und

Itraconazol zeigten mit einer MHK < oder = 0.03 bis 0.125 pw/ml auch hier die besten Ergebnisse
(Nenoff 1994). Beziiglich der Wirksamkeit 1 %-iger und 2 %-iger Konzentrationen bestehen
Differenzen innerhalb der Literatur. KET 2 % soll bei schweren Féllen besser wirken (Danby
1993, Peter 1995), 1 % bei leichten Fillen ausreichend sein, aber keinen direkten Effekt auf die
inflammatorische Reaktion zeigen (Pierard-Franchimont et al., 2001). Meist wird jedoch
Ketoconazol 2 % in Shampoos verwendet (z. B. Nizoral® , Squire et al., 2002). Die Wirksamkeit
innerhalb klinischer Studien von 2 % KET schwankten zwischen 80 % und 88 % gegeniiber

23 % in der Placebogruppe (Peter et al., 1995) bzw. in einer Kombination von KET 2% und
Zink-Pyrithion 1% bis zu 90 % (Saple, 2000) Eine Verbesserung der klinischen Symptome wie
Juckreiz und Erythemen ohne das Auftreten unerwiinschter Ereignisse und mit einer hohen
Akzeptanz konnte beobachtet werden (Go et al., 1992).

Fiir die (systemische) Therapie ist Ketoconazol jedoch heute weitgehend von besser
vertriaglichen Substanzen abgelost worden. KET kann bei systemischer Anwendung oder/und
iiber lingere Dauer eine Hepatotoxizitit (Beeinflussung des humanen Leber-Zytochrom-P450)
verursachen und ist z.B. in Osterreich nicht mehr in der Humanmedizin zugelassen.

Auch zeigte Climbazol in einer Konzentration von 0,65 % ein gutes Ergebnis bei 80 % der
Probanden mit Kopfschuppen, allerdings nur bei milder oder mittlerer Auspriagungsstirke
(Wigger-Alberti et al., 2000). Nur bei 20 % der Patienten zeigte sich eine Wirkung bei schwerer
Ausprigung.
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Danby und Maddin (1993) verglichen Selenium Sulphid und Ketoconazol Shampoos
miteinander, beide waren signifikant besser als Placebo. Einige Autoren (Rigoni et al., 1989)
fanden eine bessere Wirksamkeit von Econazol im Vergleich zu Ketoconazol. Beziiglich der
Vertriaglichkeit unterschieden sich beide Subtanzgruppen nicht. Beziiglich Oxiconazol
(Produktbeispiele: Myfungar®, Oceral®, Trosyd®) zeigten in vitro-Testergebnisse, dass die
Empfindlichkeit von Malassezia-Hefen gegeniiber dieser Substanz reduziert sein kann.
Shadomy et al. (1988) konnten zeigen, dass eine Kreuzresistenz von Oxiconazol und Econazol
gegeniiber einigen M. furfur Isolaten bestand und Ketoconazol gegeniiber M. furfur die besten

Effekte zeigte.

Oxiconazol (2’4 -Dichlor-2-[1-imidazolyl]acetophenon-(Z)-[O-(2,4-dichlorbenzyl)]oxim) ist ein
Breitspektrum-Antimykotikum aus der Klasse der Imidazole. Es wird vornehmlich topisch
eingesetzt. Es zeigt Aktivitdat gegeniiber Schimmeln, Hefen, Dermatophyten, sowie gegeniiber
gram-positiven und gram-negativen Bakterien. Es wird heute meist zur lokalen Behandlung von
Vaginalmykosen eingesetzt. Als Antischuppenmedikament ist es bisher kaum in Erscheinung
getreten. Es ist in Deutschland rezeptpflichtig.

Lokale Nebenwirkungen, die iiber ein verstédrktes Jucken oder Brennen hinausgehen (z.B. eine
Kontaktdermatitis), sind auBerordentlich selten. Aufgrund der geringen Resorption sind bisher

keine systemischen Nebenwirkungen bekannt geworden.

Hydroxypyridone bilden eine eigene, neuere Klasse von Antimykotika (Korting 1997).
Lange Zeit war Ciclopirox hierbei als einziger Wirkstoff in Gebrauch. In den letzen Jahren
konnten neben Ciclopirox ( Ciclopiroxolamin [Inimur®, Batrafen®] ) weitere Hydroxypyridone
(Octopirox®, Alpecin® [+ Fumarsiure], Eucerin® [+ Climbazol und Polidocanol] ) als neuere,
nicht auf Azolbasis basierende Antischuppenmedikamente etabliert werden. Als
Shampoozusatz werden Konzentrationen von 0,1-1,0% verwendet, Wirksamkeit soll aber schon
ab 0,05% nachgewiesen sein (Clariant 2003). Standardlosungen enthalten {iblicherweise aber
0,5%. Diese Standardldsungen sollen nach neueren Untersuchungen effektiver sein als 0,5%-1%
ZnPt-Verbindungen (Lodén 2002). Auch gegeniiber Azolverbindungen sollen die
Hydroxypyridone signifikant besser wirksam sein. In Tierversuchen iiber 1 Jahr konnte bei der
topischen Applikation von Konzentrationen zwischen 0,5-1,0 % kein nachteiliger systemischer
Effekt gezeigt werden.

Des weiteren konnten auch keine teratogenen, mutagenen oder embrytoxischen Effekte

nachgewiesen werden und die Vertriglichkeit soll ausgezeichnet sein.
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Octopirox ® (1-Hydroxy-4-methyl-6-(2,4,4-trimethylpentyl)-2-(1H)-yridonmonoethanolamin-salz) ist
eine antimyzetisch und antibakteriell wirksame Substanz aus der Klasse der Pyridone. Fungizide
Aktivitit besteht gegen alle medizinisch relevanten Dermatophyten, Hefen und Schimmelpilze.
Wie andere Pyridone iibt es seine Wirkung {iiber eine Aufnahmehemmung essentieller
Substanzen in die Pilzzelle auf. Durch Komplexierung von Metall-Tonen (bes. Fe**) hemmen
Pyridone zudem den Energiestoffwechsel in den Mitochondrien der Pilze. Neben seiner
antifungalen Aktivitdt weist Octopirox auch eine bakterizide Aktivitit sowohl gegen gram-
positive als auch gegen gram-negative Bakterien auf. Shampoos, die 0,2 %-1.0 % Octopirox
enthielten, zeigten nach vierwochiger Anwendung gute Vertraglichkeit ohne irritierende Effekte
(Clariant 2003). Fiir Ciclopirox hingegen sind Kontaktallergien beschrieben worden (Foti
2001). Als eines der neueren Préaparate bei der Kopfschuppenbehandlung war deshalb gerade
Octopirox in letzten Jahren Ziel einiger Studien (Jue et al., 1985, Boegart et al., 1986,
Yamaguchi et al., 1986, Kokjohn et al., 2003, Black et al., 1988). Die MHK schwankt
gegeniiber einer antibakteriellen Wirksamkeit im Agardiffusionstest von 31 ug/ml bei Staph.
areus bis hin zu einer MHK von 500 pg/ml bei z.B. Proteus Spp. und Pseudomonas aerug. Das
antifungale Spektrum reicht von einer MHK von 0,5 pg/ml bei Trichophyton rubrum bis 4
pug/ml bei Aspergillus fumigatus. Gegeniiber Malassezia-Hefen liegt die MHK etwa zwischen 4
und 16 pg/ml.

Zink-Pyrithion (ZPT/ZnPt)

Der Benefit einer medikamentosen Zinkzugabe ist bei vielen Dermatosen (Akne, Acrodermatitis
enteropathica u.a.) bekannt. In Tierexperimenten konnte z.B. mit einer Zinkdefizit-Didt eine
Parakeratose erzeugt werden (Shah et al., 1976). Zink-Pyrithion ist ein Chelat-Komplex aus
Zink und 2-Pyridinethiol-1-Oxid, auch bekannt als Bis[1-hydroxy-2(1H)-pyridinethionato-O,S]-
(T-4) Zink. Es ist effektiv gegen gram-positive und gram-negative Bakterien, Dermatophyten,
Hefen und Schimmelpilzen. Die Kopfhaut bei Kopfschuppenpatienten ist durchldssiger fiir
Medikamente, diese konnen schneller und in hoheren Konzentrationen in das Stratum
germinativum vordringen. Dieses soll u.a. den Benefit von Zink-Pyrithion erkldren (Kligman
1976). Hierbei werden oftmals 1% Losungen eingesetzt, die gegeniiber Placebo zu einer
signifikanten Reduktion der Kopfschuppen fiihren (Marks 1985). Studien kamen mit einer
Kombination von Zink-Pyrithion/Ketoconazol auf einen Therapieerfolg von iiber 90% (Saple et

al., 2000) gegeniiber einer Placebobehandlung.
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Nenoff (1994) konnte die gute Effizienz (MHK von 0.78-1.56 pg/ml) von Zink-Pyrithion durch
in vitro Untersuchungen mit Pityrosporum/Malassezia zeigen. Vergleichbar positive Effekte
von Zink-Pyrithion und Octopirox finden sich auch in anderen Studien. Der interne Datenreport
von Procter und Gamble zeigt in einer Studie von 1 % Zink-Pyrithion vs. 0,85 % Octopirox vs.
Placebo an 467 Patienten einen Riickgang des Schuppenscores um 70% vs. 62% vs. 30 %
(Procter and Gamble data, 1993-1999). In fritheren Untersuchungen konnte die MHK von
Octopirox bzw. Zink-Pyrithion gegeniiber M. sympodialis in einer Shampoogrundlage
(Zusammensetzung 15% NaLES 2EO; 2% CAPB; 0,5% ABS; 0,1% Laureth 23) mit 25-50 bzw.
5-10 pg/ml bestimmt werden (Nenoff et al., 1994, Mayser 1999). Durch eine Kombination
beider Therapeutika ist eine sichere und effektive Behandlung der Kopfschuppen moglich.
Riickfille zeigten sich bei allen Patienten, die spiter mit Placebo weiterbehandelt wurden (Peter
et al., 1995). In niedrigen Konzentrationen soll Zink-Pyrithion/Ketoconazol einen
fungistatischen Effekt aufweisen, wihrend es in hohen Konzentrationen eher eine direkte
Schéddigung der Zellmembran verursacht.

In Konzentrationen von 0.1-05 pg/ml soll Zink-Pyrithion einen toxischen Effekt auf die
menschliche Epidermis haben, Sodium-pyrithion wird dagegen etwa 100 mal besser toleriert
(Priestley et al., 1980). Dieses ldsst vermuten, dass der Effekt von Zink-Pyrithion gegen
Schuppen mehr aufgrund einer nicht spezifischen Toxizitdt gegeniiber epidermalen Zellen zu
Stande kommt, als aufgrund eines lokalen Zink-Defizits (Priestley et al., 1980), was andere
Autoren vermuten (Kligman et al., 1976). Im Tierversuch erwies sich Zink-Pyrithion aber um
ein Vielfaches giftiger als vergleichbare Wirkstoffe, etwa Hydroxypyridone (Bundesinstitut fiir
Arzneimittel). Dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel liegen Berichte {iber Nebenwirkungen Zink-
Pyrithion-haltiger Medikamente wie Jucken, Ausschlag und Entziindungen der Haut sowie

Haarverfirbungen und Augenreizungen vor.

Obwohl letztlich die Kopfschuppenerkrankung in ihrer Pathogenese unklar ist, zeigt sich der

Benefit der Behandlung der Kopfschuppen mit antimykotischen wirksamen Préparaten.
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2.8 Problemstellung

Den Hefen der Gattung Malassezia wird beziiglich der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen, wie der Pityriasis versicolor, der seborrhoischen Dermatitis, der Malassezia
Follikulitis und der Pityriasis simplex capillitii - der Kopfschuppenerkrankung, eine tragende,
jedoch nicht exakt definierte Rolle zugewiesen.

Bereits in fritheren Arbeiten konnte die Wirksamkeit von antimykotisch wirksamen Shampoos
vs. Placebo bei der Kopfschuppenerkrankung gezeigt werden. Dabei wurde aber kein
Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit der Préiparate und dem Vorhandensein von Spezies
der Gattung Malassezia bei unterschiedlicher Schweregradausprigung der Erkrankung
hergestellt.

Ziel dieser Studie ist daher die Uberpriifung der einfachen und im klinischen Alltag rasch
durchzufiihrenden Methode zur Spezifizierung und Nachweisbarkeit von Hefen der Gattung
Malassezia durch Anwendung einer modifizierten Biirstenapplikation unter dem Einsatz

Antimykotikahaltiger Shampoos bei der Pityriasis simplex capillitii.

Dabei sollten die folgenden Fragen geklart werden:

1. Inwieweit ist die Inokulationsmethode fiir eine Gewinnung und Differenzierung von
Malassezia-Hefen geeignet ?

2. Kann die Erweiterung der Differenzierung mit Hilfe des Pigmentnachweises und der
Cremophorassimilation zum Nachweis einzelner Malassezia Spezies hilfreich sein ?

3. Kann ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis einzelner Malassezia Spezies und
dem Auspragungsgrad der Pityriasis simplex capillitii nachgewiesen werden ?

4. Kann unter der Anwendung Antimykotika-haltiger Formulierungen eine Reduktion von
Malassezia Spp. gefunden werden und korreliert diese mit der klinischen Besserung ?

5. Wie verindert sich der Anteil einzelner Malassezia Spezies auf der Kopfhautflora unter

dem Einfluss Antimykotika-haltiger Formulierungen ?
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3. Material und Methoden

Die intakte menschliche Haut bietet einen guten Schutz und eine relative Resistenz gegeniiber
Infektionen mit Mikroorganismen, aber schon 1874 sah Malassez den Zusammenhang zwischen
Malassezia Hefen und einer verdanderten Hautkondition - einer Abschuppung der Kopfhaut.

Diese Verdanderung der beharrten Kopfhaut soll mit den bisher bekannten Methoden zur
Differenzierung von Malassezia Hefen nédher untersucht werden. Die hierfiir in Anspruch

genommenen Methoden werden im Folgenden niher erldutert.

3.1 Kulturgewinnung und Anziichtung

3.1.1 Zusammensetzung der verwendeten Nihrmedien

Zubereitung des Nihrbodens fiir den Agardiffusionstest unter Verwendung von Tween 20-80
(nach Guillot): Frisch zubereiteter mDixon Agar wird nach Abkiihlung auf rund 50 °C mit etwa
2-5 ml der zuvor mittels einer sterilen, ausgegliihten Platindse vorsichtig von der urspriinglichen
mit Biirstenabdruck und Randausstrich versehenden Kulturplatte abgeimpften Kultur (2-5 ml
Aq. dest + Ose) vermischt und in Petrischalen (10 cm Durchmesser) ausgegossen. Nach
Verfestigung des Mediums werden 4 Locher mit einer 2 mm Stanze in den Agar gestanzt und
mit ~ 5 pl Tween 20, 40, 60, und 80 aufgefiillt.

Zur Kulturgewinnung wurde das urspriingliche Dixon-Medium (Van Abbe 1964) modifiziert:

Dixon-Agar mDixon-Agar (nach Guého et al., 1996)
Malzextrakt 6 % Malzextrakt 3.6 %

Getrocknete Ochsengalle 2 % Pepton 0.6 %

Tween 40 1% Getrocknete Ochsengalle 2%
Glycerolmonooleat 0.25 % Tween 40 1 %

Streptomycin 40 pg/ml Glycerol 0.2 %

Cycloheximid 250 pg/ml Olssure 0.2 %

Agar 1.2 % Agar 1.2 %

Aq. dest auf 100 % Aq. dest auf 100 %

Kostenersparnis: statt Glycerol und Olséure: 0.4 % Olivendl; Chloramphenicol und Cycloheximid zur Verringerung

des Kontaminationsrisikos
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Die entsprechenden Losungen wurden steril filtriert und dem Medium nach Autoklavieren und
Abkiihlen auf etwa 50 °C zugesetzt, da beide Substanzen temperaturempfindlich sind (Merk
Index 1996). Autoklavieren erfolgte mit einem Melag Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin,
Deutschland) bei 1 bar iiber 30 min.

Tab. 5 zeigt die Zusammensetzung des verwandten mDixon-Agar fiir 250 ml

3,6 % Malzextrakt 9g Malzextrakt-Bouillon,Merck,
Darmstadt, Deutschland

0,6 % Pepton 15¢g Pepton aus Casein, Merck

(Casein )

2,0 % Ochsengalle 5,0g Difco, Detroit, USA

1,0 % Tween 40 2,5 ml Tween 40 Tween 40 Atlas, Sigma, St. Louis,
USA

0,4 % Olivenol 1,0 ml Apotheke des Klinikums d. JLU,
Giessen, kaltsterilisiert

1,2 % Agar 5¢g Agar Agar reinst, Merck

0,04 % 0,1 % g Sigma-Aldrich, Steinheim,

Cycloheximid Deutschland

0,005% 0,0125 g* auf 250 ml mit Merck

Chloramphenicol Aqua. Dest. auffiillen

*die Stammlosung besteht aus 6,25 mg Chloramphenicol / 1 ml H,O und wurde sterilfiltriert abgefiillt und bei
—20°C gelagert; 2 ml der Stammldsung wurden zugegeben.

Jeweils 10 ml des Mediums wurde unter einer der Laminar-Air-Flow Arbeitsbank (Uniflow
UUUB 1200 Biohazard) in sterile Kunstoffpetrischalen von ~10 cm Durchmesser (Nunc,

Roskilde DK) gegossen.

Tab. 6 zeigt die Zusammensetzung des verwandten / b Agar fiir 1000 ml

> 30 ml Tween 80 ultra (Sigma)

> 3,0 g L-Tryptophan (Trp; Sigma)

> 20,0 g Agar (Merck)

> ad Aq. dest 100 %

Nach Autoklavieren und Abkiihlen auf 50°C wurde L-Tryptophan zugesetzt und das Medium zu je 10 ml in die

sterilen Petrischalen ausgegossen (~ 10 cm Durchmesser).
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3.2 Inokulation (Biirstenabruck)

Um eine Bestimmung und Differenzierung einzelner Malassezia Spezies nach Quantitdt und
Qualitdt der Kopfhautflora zu ermdglichen, wurde die Kopfhaut dreimal (rechts/links parietal
und sagittal) mit einer Spezialbiirste (runde Kunststoffbiirste mit 50 Zinken, sieche Abbildung
Nr. 1) gebiirstet und diese in modifizierten Dixon-Agar (mDixon) gedriickt (Methoden nach van
Abbe, 1964, modifiziert nach Blomer). Die Entscheidung zur Durchfiihrung der Biirstenmethode
wurde mitgetragen von der Uberlegung, dass zur Diagnostik ein fiir den Probanden moglichst
schonendes, non-invasives Verfahren angewandt werden sollte. Von Vorteil war hierbei auch,
dass im Gegensatz zur ,,Scrub-Methode, hierbei epidermale Anteile der Kopfhaut, die
moglicherweise schon entziindlich verdndert sind, nicht weiter gereizt werden sollten. Die
urspriinglich groBeren Biirsten (& ~ 9 cm) hatten an ihren AuBlenréindern lingere Zinken als in
der Mitte, verfilschten so in Vorversuchen die Testergebnisse und mussten daher modifiziert
und verkleinert werden. Die kleineren Biirsten wiesen bei einem Durchmesser von rund 5 cm
eine konstante Zinkenldnge auf und konnten so problemlos in die gebrduchlichen Petrischalen
(Nunclon Delta, Roskilde DK.) von rund 10 cm Durchmesser gedriickt werden. Dabei erwies
sich die Reduktion der Zinken auf eine Anzahl von 50 fiir die spétere, prozentuale Berechnung
der Testabdriicke von Vorteil.

Abb. 1

Abb. 1 zeigt neben der handelsiiblichen Kopfmassagebiirste eine auf 50 Zinken
modifizierte Biirste.
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Abb. 2

Die Abbildung 2 zeigt eine modifizierte Biirste inmitten zweier Biirstenabbdriicke auf mDixon-Agar
(rechts, 3 Tage alt, entnommen vom Kopf eines Probanden ohne Kopfschuppen, links ein

100 % positives Testergebnis nach Abdruck in einer mit CBS 1878 [Referenzkultur fiir M. furfur]
beimpften Agarplatte, ebenfalls 3 Tage alt.).

Anhand von Vorversuchen mit Probanden, sowohl Freiwilligen mit Kopfschuppen, als auch
Probanden, die nach eigener FEinschitzung keine Kopfschuppen hatten, konnte die
Reproduzierbarkeit der Inokulation mittels der modifizierten Biirste gezeigt werden. Dazu
wurden an fiinf aufeinander folgenden Tagen Abdriicke der Kopfhaut mittels der modifizierten
Biirste genommen und iiber 10 Tage kultiviert (Abb. 3). Auch hierbei konnte, wie Eingangs
erwihnt, unabhingig von der Diagnose ,,Kopfschuppen* bei fast allen Probanden ein positiver
Testabdruck gewonnen werden. Bei nur einem Probanden konnten aufgrund negativer

Inokulation keinerlei Kulturergebnisse gewonnen werden.

In den gleichen Vorversuchen konnte gemifl den Richtlinien und Empfehlungen des Robert
Koch-Institutes und der DGHM fiir medizinische Instrumentendesinfektion die Wirksamkeit der
Desinfektion der Haarbiirsten nach Gebrauch gezeigt werden. Verwendet wurde dazu Minutil®

(Ecolab Deutschland GmbH) in einer Konzentration von 0,25%.
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Abb. 3

Abb. 3: Die Abbildung zeigt einen solchen Vorversuch bei einem Probanden mit Kopfschuppen

Die beimpften Agarplatten wurden direkt nach dem Biirstenabdruck mittels Deckel und einem
Klebeband verschlossen und fiir jeden Probanden selektiv beschriftet. Anschlieend wurden die
Agarplatten sieben bis zehn Tage lang aerob bei 32°C im Brutschrank (Heraeus, Hanau, FRG)
angeziichtet, bis die aus den Abdriicken der Biirstenzinken gewachsenen Pilzkolonien unter
einer Stereolupe (VergroBerung 10-fach) betrachtet, berechnet und prozentual auf die
Gesamtzahl bezogen werden konnten. Mittels steriler Wattetupfer wurde die Pilzkolonie unter
der Laminar-Air-Flow Arbeitsbank (Uniflow UUUB 1200 Biohazard) an den Rand der Agar-
Platte ausgestrichen (siehe Abb. 5), so dass eine Weiterverimpfung und Stammbhaltung des
mittels Biirstenabdruck gewonnen Pilzmaterials moglich wurde. Diese Ausstriche wurden
wiederum fiir mind. drei und hochstens zehn Tage lang weiterinkubiert, um geniigend Material

fiir die weitere Differenzierung zu gewinnen.
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3.3 Differenzierungsgrundlage
Die Grundlage fiir die Differenzierung der einzelnen Malassezia Hefen in der vorliegenden

Arbeit bietet ein von Guillot et al., (1996, sieche Abbildung Nr. 4) publiziertes Testungsverfahren

und erlaubt mittels 7ween Assimilation eine Differenzierung der Malassezia Hefen bis auf das

Spezies Niveau.
Abb. 4

Fi1G. 2. — Tween assimilation patterns of Malassezia yeasts. For all dishes, Tween 20 (right top with
a black mark) and clockwisc Tween 40, 60 and 80 (left top). A, B: M. pachydermatis; C: M. furfur;

D: M. sympodialis; E: M. slooffiae; F, G, H: features obtained for M. globosa, M. obtusa or
M. restricta. These three features are not dependent on the species but on the maintenance of

the isolates.
Utilisation des Tweens par les levures appartenant au genre Malassezia. Le puits situé dans I"angle

supérieur droit contient du Tween 20 (marqué d’un trait noir); les autres puits correspondent aux
Tween 40, 60 et 80 (dans le sens des aiguilles d’une montre). A, B : M. pachydermatis; C : M. furfur;

D : M. sympodialis; E : M. slooffiae; F, G, H : trois profils différents observés pour M. globosa,
M. obrusa ou M. restricta. Les profils F, G et H ne dépendent pas de I’espéce mais de "ancienneté
de la souche (indépendamment des transferts).

Abb. 4: Orginalscan des von Guillot et al., 1996 publizierten Testungsverfahren

des Assimilations-Muster fiir Malassezia Spp. unter Verwendung von

mDixon-Agar und Tween 20-80.
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Das von Guillot et al., (1996, sieche Abbildung Nr. 4) publizierte Testungsverfahren wurde
jedoch mit Referenzkulturen durchgefiihrt. Wir haben deshalb versucht mittels eines Biirsten-

randstriches aus den positiven Testabdriicken Einzelkolonien zur weiteren Differenzierung zu

gewinnen (sieche Abb. 5).
Abb. 5

Abb. 5 zeigt einen Randabstriches nach positiven
Biirstenabdruck, bei dem die Pilzkolonie mittels
einer sterilen Ose an den Rand der Agarplatte gestrichen

wurden.

Des weiteren wurden zur Differenzierung noch die makromorphologischen Charakteristika

einzelner Malassezia-Spp. herangezogen werden (nach Guillot et al., 1996).

Malassezia furfur ( Robin ) Baillon 1889

Als Charakteristika finden sich eine instabile Morphologie, die neben runden Zellen ( ~ 2,5 —4.,0
um Durchmesser) auch lange-ovale/zylindrische Zellen ( ~ 1,5 x 2,5-8 um ) zeigen kann. Nach 7
tagiger Inkubation auf mDixon Agar bei 32°C zeigen sich Kulturen mit einem

~ Durchmesser von 5 mm, die stumpf-gldnzend imponieren.

Malassezia pachydermatis ( Weidmann ) Dodge 1935

Aufgrund der nicht obligaten Lipiddependenz nimmt M. pachydermatis eine Sonderstellung ein.
Auf Glucose/Pepton-Agar zeichnet sich das Wachstum durch stumpf-glinzende und glatte
Kulturen von ~ 5 mm Durchmesser aus, eine Grée von rund 2.5-3,5 x 4,0-5,0 um konnen

ovoide Zellen haben.
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Malassezia sympodialis ( Simmons und Guého ) 1990

Entspricht Pityrosporum ovale Form 3 (Midgley 1989), Malassezia furfur Serovar A
(Cunningham et al., 1990) und Malassezia ovalis Form 3 (Midgley 1993). Auf mDixon Agar
lassen sich nach 7 tigigem Wachstum bei 32°C glidnzende, glatte Kulturen mit einem
Durchmesser von etwa 5 mm finden, die Sprof3zellen konnen oval bis rund sein mit einer Grof3e

von 1,5-2,5x2,5-6 um. Sympodiale Sprofzellen sind fiir die Namensgebung verantwortlich.

Malassezia globosa (Midgley, Guého, Gulliot ) 1996

Identitét besteht mit M. furfur Serovar B (Cunningham et al., 1996) und M. furfur sensu Midgley
(Midgley 1993). Auf mDixon Agar werden nach 7 Tagen Wachstum kleine (~ 4 mm) zerkliiftete
Kulturen beobachtet, eine stabile Mikromorphologie ( 2,5-8 um Durchmesser) liegt vor.

Malassezia obtusa ( Midgley, Gulliot, Guého) 1996

Pityrosporum ovale Form 2 (Midgley 1989) und Malassezia ovalis Form 2 (Midgley 1993)
haben Identitdt mit M. obtusa. Die Kulturen zeigen nach 7 Tagen Wachstum auf mDixon-Agar
glatte, abgerundete Spitzen (Namensgebung) von ~ 4 mmm Durchmesser. M. obtusa gilt als

schwer anziichtbar und kultivierbar.

Malassezia restricta (Guého,Gulliot und Midgley) 1996

Identitit besteht mit M furfur Serovar C (Cunningham et al., 1990). Die Namensgebung erfolgte
aufgrund des nur eingeschrinkten Wachstums. Auf mDixon-Agar finden sich nach 7 Tagen und

32°C matt-glidnzende, sprode Zellen von ~ 3 mm Durchmesser.

Malassezia slooffiae (Guillot, Midgley, Guého) 1996

Identisch mit P. ovale Form 1 (Midgley 1989) und Malassezia ovalis Form 1 (Midgley 1993).
Das Wachstum bei 32 °C nach 7 Tagen zeichnet sich durch matt-glinzende, mit rauher
Oberfliche und einem Durchmesser von ~ 3 mm aus. Die Zellen sehen kurz zylindrisch mit

einer GroBe von 1-2 x 1,5-4 pm aus.

Zusitzlich wurden zur Differenzierung noch die Tween- und Cremophorassimilation sowie die

Pigmentbildung herangezogen.

38



3.4 Tweenester, Cremophorassimilation, Pigmentbildung

Tween-Ester

Das nichtionische, amphiphile Tensid 7ween (Polyoxysorbitanfettsdureester) kann als
Transportsubstanz fiir die im Molekiil als Ester gebundenen Fettsduren dienen. Tween -Ester
finden als Salben-Creme-Bestandteile und Losungsvermittler Anwendung.

Die Tween-Substanzen wurden fiir diese Studie verwendet, da diese als Bestandteil des
Néhrbodens zum einen als Emulgator fiir die Herstellung der Agarplatten dienten, zum anderen
aber auch lipidhaltige Nihrsubstrate enthalten und damit von Malassezia-Spezies
verstoffwechselt werden konnen. In Tabelle Nr. 7 sind einige handelsiibliche Tween-Ester, die
unter anderem auch in dieser Studie verwendet wurden, mit ihrer Bezeichnung und den
jeweiligen Fettsidureanteil aufgelistet.

Tab. 7: Bezeichnung und Fettsdureanteil einiger handelsiiblicher Tween-Ester

Bezeichnung Fettsdureanteil

Tween-20 = Polyoxysorbitanmonolaurat 50% C12:0 + C 14:0, C 16:0 und 18:0
Tween-40 = Polyoxysorbitanmonopalmitat 90 % C16:0,10 % C 18:0

Tween-60 = Polyoxysorbitanmonostearat 50 % C 16:0,50 % C 18:0

Tween-80 = Polyoxysorbitanmonooleat 70 % C 18:1 + C 18:2,C 16:0 und C 18:0

Ergénzt und modifiziert wurde die Differenzierung durch Ergidnzung eines weiteren Stanzloches
in der Mitte in das ~5 pl Cremophor-EL® gefiillt wurden, sowie durch die Beurteilung der

Pigmentreaktion.

Cremophor Assimilation

Unter Einsatz von Cremophor-EL® lisst sich das von Guillot et al., 1996 publizierte
Testungsverfahren mit geringem Aufwand ergidnzen. Cremophor-EL® (PEG-(35)-Rizinusél,
Sigma) ist als Losungsmittelformulierung fiir verschiedene lipophole Pharmaka bekannt.
Cremophor wird ausschlieBlich von M. furfur verstoffwechselt und zeigt einen homogenen
Wachstumshof um das Stanzloch. Die charakteristische und selektive Utilisation von
Cremophor-EL® kann daher bei der Identifizierung und Abgrenzung von M. furfur gegeniiber

den anderen Malassezia Spp. hilfreich sein.

Pigmentbildung

Erginzt wurde die Differenzierung durch die Beurteilung der Pigmentreaktion.
In der vorliegenden Arbeit sollen so Population von Malassezia-Hefen auf einem Kulturmedium
(I b Agar s.0.) abgegrenzt werden, welches neben einer Lipidquelle die Aminosdure Tryptophan

enthielt. AusschlieBlich lasst sich dieser Effekt bei Malassezia furfur induzieren. Mittels eines
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sterilen Wattetupfers wurden unter der Laminar-Air-Flow Arbeitsbank (Uniflow UUUB 1200
Biohazard) vorsichtig Kolonien von den durch Biirstenabdruck positiven Kulturplatten
entnommen und auf dem modifizierten Agar (/ b) ausgestrichen. Da nur der Nachweis einer
positiven Reaktion erfolgen sollte, zeigte es sich in Vorversuchen als ausreichend, die
handelsiiblichen Petrischalen (~ @ 10 cm) in vier Quadranten zu unterteilen, so dass direkt vier
Proben auf ihre Pigmentreaktion untersucht werden konnten. Eine positive Reaktion zeigt sich
bei einer Inkubation von 32° C Zufuhr im Brutschrank (Heraeus, Hanau, FRG) als ein in den

Agar diffundierendes Pigment mit braunlicher Verfarbung des Kulturmediums.

4. Studiendesign:

Nach dem positiven Votum der Ethik-Kommission wurden fiir die vorliegende Studie
Probanden mit Kopfschuppen gesucht. Die Probanden stellten sich in dem Zeitraum von Januar
bis Mirz 2000 zur Screening-Visite vor. Von 132 vorgestellten Probanden erfiillten 88 die

Einschlusskriterien und konnten in die Studie aufgenommen werden.

4.1 Studienplan:
Tab. 8: Ablauf des Studienplanes iiber 5 Visiten

Visit Bestimmung Bestimmung Subj.  Kultur Unerwiinschte Einver- | Ausgabe
Schuppen- Schuppen- Emp- Ereignisse standnis  Priif-
Menge grofBle finden praparat

1 X X X X X X Grundlage

2 X X X X X - Random-

isiertes
Priif-
praparat

3 X X X X X - -

4 X X X X X - -

5 X X X X X - -

4.2 Anzahl der Probanden:

Je Studienarm waren 22, insgesamt also 88 Probanden vorgesehen. Dies entsprach einer
erwarteten Zahl von 80 auswertbaren Probanden. Fiir jeden Probanden wurde ein eigenes
Priifprotokoll (case report form) angelegt, sowie die Ein- und Ausschlusskriterien iiberpriift.

Das Priifprotokoll ist im Anhang einsehbar.
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4.3 Ein- und Ausschlusskriterien:

Einschlusskriterien:

Ausschlusskriterien:

Alter > 18 Jahre

keine schwerwiegenden Grunderkrankungen

Diagnose chronischer Kopfschuppen (chronisch rezidivierend fiir
zumindest 6 Monate) des Scoregrades mittel, nachweisbar bei der
Screeninguntersuchung und nach der 2-wochigen run-in phase

bei Frauen im gebirfihigen Alter wirksame antikonzeptive Maflnahmen

schriftliches Einverstandnis

Psoriasis der Kopfhaut

topische Behandlung der Kopfhaut mit Antimykotika oder
Corticosteroiden 4 Wochen vor Beginn der aktiven Behandlungsphase,
systemische Behandlung mit Antimykotika in den letzten 3 Monaten,
systemische Behandlung mit Corticosteroiden, Retinoiden, Zytostatika
oder Immunmodulantien 4 Wochen vor Beginn der aktiven
Behandlungsphase

Uberempfindlichkeit gegeniiber der Studienmedikation bzw. von
Komponenten der Grundlage

Schwangerschaft oder Stillzeit

anzunehmende eingeschrinkte Compliance

4.4 Randomisierung

Die Zuteilung der Probanden zu den einzelnen Studienarmen erfolgte randomisiert nach einem

zuvor festgelegten Schliissel. Weder Projektleiter noch Proband wussten, welchem Therapiearm

der jeweilige Proband zugehorig ist (,,Doppelblind*). Fiir den Notfall oder im Falle schwerer

unerwiinschter Ereignisse konnte der Code gebrochen werden. Am Ende der Studie wurde der

Code fiir alle Beteiligten offen gelegt. Die Randomisierungsliste findet sich im Anhang.
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4.5 Studienarme (Testpriaparate)

Die Probanden wurden parallel in 4 Studienarmen zugeteilt, die folgenderweise bezeichnet
waren:
> 1- Placebo (auswaschbare Cremegrundlage)
> 2- Octopirox in Cremegrundlage (Octopirox® in einer Konzentration von 0.5 %
und ZnCl, in einer Konzentration von 0.35 %, da diese Kombination in in-vitro
Vorversuchen einen synergistischen Effekt versprach)
> 3- Zink-Pyrithion in Cremegrundlage (Zink-Pyrithion 0,5 % w/w)

> 4- Oxiconazol in Cremegrundlage (Oxiconazol 0,25 % w/w)

Jede Applikation der Test-Creme umfasste ca. 5 ml (Patienten mit mehr als schulterlangem Haar

sollten jeweils 10 ml verwenden).

Placebo- bzw. run-in Medikation (Tab. 9):

Tabelle. 9: auswaschbare Cremegrundlage

30 %
Genapol LRO liquid
(Sodium Laureth Sulfate)
Citrid Acid (50 %) 0.50 %
Verdickungsmittel 2.00 %
Polyquaternium-10 0.30 %
Genapol LAA liquid 12.00 %
(Sodium Lauroamphoacetate)
Cosi Silk Soluble 0.50 %
Parfiim qg.s.
Preservative Euxyl K 400 g.s.
(0,05 %, es besteht aus Dibromdicyanobutan und Phenoxyethanol)
Triibungsmittel 2.00 %
Wasser ad 100.00 %
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4.6 Studienablauf
Es wurden 5 Visiten nach folgendem Schema durchgefiihrt (Tab. 10)

Tab. 10: Studienablauf

Visit 1: Vorunter- 2: Therapie, 3: Therapie, 4: Therapie, 5: Nach-
suchung Ausgabe rand. intermitt. Ende d. kontrolltermin
(screening) Priifpraparat.  Visit Therapiephase
(baseline)
Studientag 0 14-18 26-30 42-46 54-58
Wochen ~2 ~2 ~2 ~2 ~2

Visit 1- screening (Tag 0)

Ausmall und Grofle des Kopfschuppenbefalls wurde festgelegt. Er sollte mindestens die Score-
Wertung “mittel” erreichen. Eine erste Kultur wurde gemif der Biirstenmethode angesetzt. Ein-
und Ausschlusskriterien wurden abgefragt. Nach Klarung aller Fragen erfolgte das schriftliche
Einverstindnis des Probanden auf dem vorgegebenen Einverstindnisbogen (im Anhang
einsehbar). Der Proband erhielt die Creme-Grundlage, eine Anleitung zur Anwendung, sowie
ein Therapietagebuch ausgehéndigt. In der nun beginnenden 2-wochigen run-in wusch er sich
hiermit gemal seinen bisherigen Gepflogenheiten die Haare. Zwei Tage vor Aufnahme in die

Studie durfte keinerlei Antischuppen-Shampoo verwendet werden.

Visit 2- baseline (Tag 14-18)

Erneut wurde der Schuppenscore bestimmt (Wertung zumindest “mittel”) und eine Kultur
entnommen. Der Patient wurde dem jeweiligen Priifarm randomisiert, doppelblind zugeteilt und
die entsprechende Priifmedikation ausgegeben. Mogliche unerwiinschte Ereignisse wurden
abgefragt. In der nun folgenden 4-wochigen Behandlungsphase wurden die Haare 3-mal pro
Woche mit dem jeweiligen Priifpriaparat gewaschen. Hierzu wurde das Prédparat eine Minute in

das bereits angefeuchtete Haar einmassiert und nach einer Einwirkzeit von 2 Minuten abgespiilt.
Visit 3- Kontrolle wiihrend der Behandlungsphase (Tag 26-30)

Nach 2 Wochen der aktiven Phase wurde bei einem Kontrolltermin der Schuppenscore

bestimmt, eine Kultur entnommen und mogliche unerwiinschte Ereignisse abgefragt.
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Visit 4- Ende der aktiven 4-wochigen Behandlungsphase (Tag 42-44)

Nach exakt 4 Wochen der aktiven Phase wurde bei einem Kontrolltermin der Schuppenscore
bestimmt, eine Kultur entnommen und mogliche unerwiinschte Ereignisse abgefragt. Die
restliche Studienmedikation wurde vom Probanden zuriickgegeben und vom Untersucher grob

quantifiziert.

Visit 5- etwa 2 Wochen nach Ende der aktiven Phase (Tag 54-58)
Der Proband fiihrte seine Haarpflege wieder nach Wunsch durch. Einzig Antimykotika-haltige
Shampoos sollten in dieser Zeit nicht verwendet werden. Schuppenscore und Kulturen wurden

unter der Frage eines moglichen Rezidives entnommen.

4.7 Beurteilung von SchuppengroBe und Schuppenmenge (Score)

Bei den 5 erforderlichen Besuchsterminen wurden von jedem Probanden jeweils
Schuppenmenge und Schuppengréfle durch Ausschiitteln der Haare iiber einer schwarzen DIN-
A3 groBlen Photopappe bestimmt. Das Ausschiitteln erfolgte definiert durch eine je dreimalige
Vor- und Riickwirtsbewegung beider Hinde des Probanden in 3 definierten Zonen (sagittal in
Kopfmitte sowie beidseitig parietal). Eine Anleitung dazu erhielt jeder Proband mit seinen
Studienunterlagen. Diese Anleitung ist im Anhang beigefiigt. 2 Tage vor sowie am
Untersuchungstag durften kein Haarspray, Haarlack oder Festiger verwendet sowie die Haare

nicht gewaschen werden.

Bestimmt wurden:

1. Schuppenmenge nach einer Score-Einteilung
> stark: der Karton war dicht mit Schuppen bedeckt.
> mittel: es waren deutlich Schuppen auf dem Karton
wahrnehmbar.
> schwach oder keine: es waren nur vereinzelt oder keine Schuppen
erkennbar.
2. Schuppengrofie
» >2mm
> <2 mm
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Das Verhiltnis der beiden SchuppengroBen unter den ausgeschiittelten Schuppen wurde in
Prozent angeben (Gesamt immer = 100 %). Des Weiteren wurde auch die subjektive
Verinderung der  Studienerkrankung  unter der  Priifmedikation  (Verbesserung,
Verschlechterung) bei jedem Visit notiert. Folgende Parameter wurden von Seiten des

Probanden bewertet: Juckreiz, Schuppung, Entziindung.

Die Skalierung umfasste folgende Einteilung:

+++  sehr stark;

++ mittel stark;

schwach;

v v Vv Vv

keine Symptome;

Die einzelnen Visits sowie die durchzufiihrenden MalBnahmen sind im Studienplan
zusammengefasst. Eine Effektivititsbewertung wurde am Visit 4 durchgefiihrt. Sie umfasste die

Veridnderung der Schuppenerkrankung vor und nach Therapie auf einer Skalierung von:

— 1 (Verschlechterung) nach + 5 (Komplette Heilung).
0= keine Heilung;

1= schwach gebessert;

2= miiBig gebessert;

3= deutlich gebessert;

vV V V V V V

4= nahezu komplett geheilt;
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4.8 Ethische Voraussetzungen

Die Studie wurde am 10.1.2000 durch die Ethik-Kommission des FB Humanmedizin der Justus-
Liebig-Universitidt GieBen (Vorsitzender Prof. Dr. E. Habermann) unter der Nummer 79-99
genehmigt. Die Einverstindniserklarung wurde gemaf §40 I/l AMG und den Vorgaben der
Ethikkommission abgefasst. Sie beinhaltete die Aufklarung iiber die bekannten Ursachen der
Kopfschuppenerkrankung, die bisherigen Ergebnisse einer Antimykotika-Anwendung bei dieser
Erkrankung, die Erkldarung des Doppelblindcharakters sowie der Moglichkeit, der Placebo-
Gruppe zuzugehoren. Die Art der Verabreichung, mogliche Nebenwirkungen und Angaben iiber
Art und Umfang des wissenschaftlichen Untersuchungsprogrammes, des weiteren Aufkldrung
iber den Versicherungsschutz und die Moglichkeit, jederzeit vom Einverstindnis zuriicktreten
zu konnen. Das Einverstdndnis wurde jeweils schriftlich abgegeben und vom betreuenden Arzt

gegengezeichnet. Eine Kopie der Einverstindniserkldrung findet sich im Anhang.

4.9 Versicherung

Da die Anwendung von Oxiconazol den Bedingungen des AMG unterliegt, wurde fiir jeden
Probanden eine Versicherung unter der Versicherungsscheinnummer: 70-005307844-1
abgeschlossen. Der Versicherer war die Gerling Industrie-Service GmbH Siidwest, die

Versicherungssumme betrug je Proband 1 Million DM.

4.10 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das Statistical Package for the Social Science
(SPSS® GmbH, Software, Miinchen) Version 9.0 verwandt. Angewendet wurden iibliche
parametrische Tests (T-Test, Korrelation nach Pearson). Als Mal fiir die Straftheit des
Zusammenhangs dient fiir nominal und ordinal skalierte Parameter der Kontigenzkoeffizient

nach Pearson. Bei den Gruppenanalysen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 gewdhlt.
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5. Ergebnisse

5.1 Allgemeines

In den folgenden Kapiteln kommen zunéchst probandenspezifische Parameter zur Darstellung.
Neben der Darstellung der Alters- und Geschlechtsverteilung der Probanden und deren
Haarldnge werden Medikations- bzw. Placeboverbrauch gezeigt. Die Patienten werden je nach
Auspriagung der Schuppenerkrankung in drei Scores (nach Schuppenmenge, Schuppengréffe und
subjektives Empfinden) eingeteilt und die Kulturergebnisse der Biirstenabdriicke bezogen auf
die Scoreverteilung dargestellt. Um Unterschiede zwischen den Behandlungsarmen zu zeigen,
werden diese Ergebnisse im Anschluss gemif3 den vier Studienarmen fiir jede Medikation bzw.
Placebo aufgefiihrt. Zunichst werden dabei die quantitativen Kulturergebnisse gezeigt, danach

die Verteilung der Malassezia Spp. als qualitatives Ergebnis betrachtet.

Die Pigmentbildung als weiteres qualitatives Merkmal wird zundchst insgesamt und
anschlieBend verteilt auf die vier Studienarme aufgezeigt. Des weiteren wird der

Zusammenhang zwischen der Pigmentbildung und der Cremophor EI®-Assimilation gezeigt.

Am Ende des Kapitels wird zusammenfassend die Effizienz der Testpriparate sowohl
quantitativ (Score) als auch qualitativ (Kulturergebnisse isolierter Malassezia Spp.) dargestellt:
Dabei stehen zunidchst die Verdnderungen der Schweregradausprigung am Ende der
Behandlungsphase dann die Veridnderungen beziiglich der Schuppenmenge, Schuppengréfie und

schlieBlich Verdnderungen beim Itching-Score (Juckreiz) im Vordergrund.
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5.2 Patientenkollektiv
88 Probanden haben an der Studie teilgenommen teilgenommen, 6 Probanden haben die Studie
nicht regelrecht beendet und gingen daher nicht in die Auswertung mit ein. Abbildung 6 zeigt

die Alters- und Geschlechtsverteilung der Probanden (alle Studienarme). Das Durchschnittsalter

betrug 32,9 Jahre.
Abb. 6
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Abb.6: Alters- und Geschlechtsverteilung der Probanden.

5.3 Versuchsergebnisse

Die auswertbaren 82 Probanden (50 m, 32 w, Abb. 6) verteilten sich wie folgt auf die

doppelblind randomisierten Studienarme (Tabelle 11).

Tab.11 zeigt die Geschlechts- und Altersverteilung der Probanden

Gruppe / Gesch. M/W Alter (Mw) S*
16/5 36,5 13,5

Octopirox®

Zink-Pyrithion 9/11 28 5,9

Oxiconazol 9/10 33,3 12,9

Placebo 16/6 33,7 9,8

S*=standardabweichung

Die Verteilung der Probanden zu den einzelnen Behandlungsarmen zeigte sich als gleichméaBig.

Signifikante Unterschiede bestanden nicht.
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5.4 Haarldnge und Medikationsverbrauch

Durch Riickgabe der Priifmedikation konnte der Verbrauch der Testpridparate ermittelt werden.

Die folgenden Tabellen 12 ff. zeigen dies fiir die einzelnen Therapiearme:

Tabelle 12 a-d: Verbrauch von Shampoo-Base und Priifpriparat (in ml.).

Tab. 12a: Oxiconazol-Gruppe

Shampoo-Base (125 ml) u. Medikation Oxiconazol (250 ml)

Base Visit2 Oxiconazol Visit3 Oxiconazol Visit4

Mittelwert 48,8 58,1 48,5

S* 24,8 44,2 47,4
Tab. 12b: Octopirox® Gruppe-Gruppe

Shampoo-Base (125 ml) u. Medikation Octopirox® (250 ml)

Base Visit2 Octopirox® Visit3 Octopirox® Visit4

Mittelwert 43,7 65 52,1

S* 16,4 37,2 48,1

Tab 12c: Zink-Pyrithion-Gruppe

Shampoo-Base (125 ml) u. Medikation Zink-Pyr.(250 ml)

Base Visit2 Zink-Pyr. Visit3 Zink-Pyr. Visit4
Mittelwert 50,3 55,5 53,4
S 21,5 34,8 36,2
Tab. 12d: Placebo-Gruppe
Shampoo Base (125 ml) u. Medikation Placebo (250 ml)
Base Visit2 Placebo Visit3 Placebo Visit4
Mittelwert 46,2 69,4 47,7
S* 24,7 46,9 46,7

S*=standardabweichung

Unterschiede im Verbrauch der Baseline- und der Priifmedikation, die sich moglicherweise auf

differente Haarldangen der Probanden in den einzelnen Armen zuriickfithren (Tab. 13) lassen,

waren nicht signifikant.
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Tab.13: Durchschnittliche Haarlédnge der Probanden in den einzelnen Gruppen

Haarlinge in cm

Gruppe Mittelwert S*
20,7 8

Oxiconazol

Octopirox® 13,2 5

Zink-Pyrithion 24.5 20

Placebo 8,8 6,5

S*=standardabweichung

Die Probanden in der Placebo-Gruppe zeigen hierbei die geringsten Werte. Trotz differenter
Haarlénge ist der Verbrauch erstaunlicherweise weitgehend gleich. Die Haarlidnge stellt somit
keinen signifikanten Einflussfaktor auf den Verbrauch der Testpriparate dar. In Abbildung 7

wird dieser Zusammenhang grafisch dargestellt.

Abb.7
Haarlange u. Medikationsverbrauch ®Haariange
O Base Visit2

1007

E Medikation Visit 3

80 O Medikation Visit 4
E 60”
§ 407
20+
0,

Oxiconazol Octopirox Zink / Pyr. Placebo
Testarm

Abb. 7: Haarldnge (Mw. in cm.) und Medikationsverbrauch (Mw. in ml.).

Die differente Haarlénge ist fiir den Verbrauch der Préaparate nicht maf3geblich.

5.5 Scoreverteilung

Um eine mogliche Korrelation zwischen der Schwere der Kopfschuppenerkrankung
(Scoreverteilung gemil Schuppenmenge und Schuppengrofle) und der Zahl der positiven
Zinken des Biirstenabdruckes zu zeigen, erfolgte die Unterteilung aller Probanden beziiglich
Score und der Zahl der positiven Zinken. So soll gezeigt werden, in wieweit die Priifmedikation
bzw. die Shampoobase (Placebo) bei unterschiedlichem Score wirksam ist und, ob differente

signifikante Merkmale beziiglich einzelner M. Spp. bestehen.
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Die Tabellen 14 ff. sollen den Zusammenhang von Schuppenscore (in Klammern Anzahl der

Probanden) und der Zahl der positiven Zinken (in %) tabellarisch verdeutlichen.

Tab. 14a: Visit 2

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel* (0) - - - -
Score2 (46) 24,7 27,5 0 100
Score3 (36) 29,8 36,7 0 100

* fiir den Einschluss eines Probanden in die Studie musste mindestens Score 2 vorliegen.

Tab. 14b: Visit 3

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (33) 22,7 32,9 0 100
Score2 (35) 18,9 29,8 0 100
Score3 (14) 11,4 13,5 0 44

Tab. 14c: Visit 4

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (42) 17,6 29,2 0 100
Score2 (32) 8,1 20,5 0 98
Score3 (8) 11,75 22 0 68

Tab. 14d: Visit 5

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (30) 22,9 33,9 0 100
Score2 (33) 15,6 30,2 0 98
Score3 (19) 9,7 19,6 0 84
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Es zeigt sich hier bereits, dass die maximale Anzahl der positiven Zinken in den
Scoreauspriagungen 2 und 3 riicklaufig ist. Probanden mit starker Kopfschuppung neigen zu
einem reziproken Trend: eine geringere Nachweisbarkeit von Malassezia-Hefen.

Die Unterschiede zu Patienten mit Score 1 waren aufgrund der hohen Standardabweichung aber
nicht signifikant. Um mogliche Einfliisse der verwendeten Pridparate innerhalb der Testarme auf
den Score zu verdeutlichen, sollen in den Tabellen Nr. 15-, 16-, 17- und 18 ff., in Anlehnung an

die Tabelle 14 ff., die Unterteilung nach den jeweiligen Testarmen dargestellt werden.

Zink-Pyrithion-Gruppe
Tabellen 15 ff. Verhéltnis von Schuppenscore (in Klammern Anzahl der Probanden) und Zahl
der positiven Zinken in % — mit Zink-Pyrithion behandelte Probanden: (n = 20).

Tab. 15a: Visit 2

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel* (0) - - - -
Score2 (8) 35,75 33,7 0 98
Score3 (12) | 21,7 25,5 0 76

*fiir den Einschluss eines Probanden in die Studie musste mindestens Score 2 vorliegen.

Tab. 15b: Visit 3

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (9) 17,3 32,3 0 92
Score2 (10) 9,8 17,6 0 60
Score3 (1) 2 0 2 2

Tab. 15c: Visit 4

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (13) 4,5 7,9 0 24
Score2 (6) 1,7 2,4 0 6
Score3 (1) 0 0 0
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Tab. 15d: Visit 5

Zahl der positiven Zinken in %

Mw S* Min. Max.
Scorel (7) 25,7 36,4 0 88
Score2 (9) 11,1 25,9 0 84
Score3 (4) 9,5 6,8 0 16

S*=standardabweichung

Unter der Therapiephase tritt eine deutliche Reduktion der positiven Zinken auf, auch findet sich
eine geringere Anzahl von Probanden in den Scores 2 und 3. Dieser Trend ist in der

Nachbeobachtungsphase riickliufig.
Octopirox® Gruppe
Tabellen 16 ff.: Verhiltnis von Schuppenscore (in Klammern Zahl der Probanden) der Zahl der

positiven Zinken — mit Octopirox® behandelte Probanden (n = 21).

Tab. 16a: Visit 2

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel* (0) - - - -
Score2 (11) 11,8 14,7 0 52
Score3 (10) 50,4 42,7 0 100

*fiir den Einschluss eines Probanden in die Studie musste mindestens Score 2 vorliegen.

Tab. 16b : Visit 3

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (9) 14,4 29,75 0 98
Score2 (9) 21,3 37,4 0 98
Score3 (3) 12 14,2 0 32

Tab. 16c: Visit 4

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (13) 14,1 27 0 100
Score2 (6) 20 23,2 0 60
Score3 (2) 34 34 0 68
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Tab. 16d: Visit 5

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (5) 4.8 3,9 0 12
Score2 (11) 18,4 334 0 98
Score3 (5) 3,6 4,45 0 12

S*=standardabweichung

Auch in dieser Gruppe fillt die Reduktion der Probanden von Score 2 und 3 wihrend der
Therapiephase auf. Auch die Anzahl an nachweisbaren positiven Abdruckkulturen ist
riickldufig. In der Nachbeobachtungsphase steigt die Anzahl der Probanden mit hohem Score an.

Es besteht jedoch kein Zusammenhang zu den positiven Kulturergebnissen.
Oxiconazol-Gruppe
Tabellen 17 ff.: Verhéltnis von Schuppenscore (in Klammern Zahl der Probanden) und der Zahl

der positiven Zinken — mit Oxiconazol behandelte Probanden (n = 19).

Tab. 17a: Visit 2

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel* (0) - - - -
Score2 (16) 27,6 33,7 0 100
Score3 (3) 30,7 514 0 90

* fiir den Einschluss eines Probanden in die Studie musste mindestens Score 2 vorliegen.

Tab. 17b: Visit 3

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (11) 33,8 35,5 0 100
Score2 (5) 20,8 30 0 78
Score3 (3) 4 2,8 0 6

Tab. 17c¢: Visit 4

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (10) 41,6 40,2 0 100
Score2 (8) 0,25 0,7 0 2
Score3 (1) 0 - 0 0
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Tab. 17d: Visit 5

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (11) 36,5 37,7 0 100
Score2 (4) 2.5 2.6 0 6
Score3 (4) 1,5 2,6 0 6

S*=standardabweichung

Innerhalb der Oxiconazol-Gruppe findet sich eine Reduktion der positiven Biirstenabdriicke von
Visit 2 bis Visit 5. Innerhalb der Scoreverteilung zeigt sich eine gleichméfige Verteilung der

Probanden.

Placebogruppe
Tabellen 18 ff.: Verhiltnis von Schuppenscore (in Klammern Zahl der Probanden) und der Zahl

der positiven Zinken — mit Placebo behandelte Probanden (n = 22).

Tab. 18a: Visit 2

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel* (0) - - - -
Score2 (11) | 28 16,3 8 64
Score3 (11) 19,8 31,8 0 98

* fiir den Einschluss eines Probanden in die Studie musste mindestens Score 2 vorliegen.

Tab. 18b: Visit 3

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (4) 22,5 24,3 0 58
Score2 (11) 24,5 29,7 0 100
Score3 (7) 15,7 14,7 0 44

Tab. 18c: Visit 4

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (6) 14 13,8 0 40
Score2 (13) 9,7 25,8 0 98
Score3 (3) 4,7 6.6 0 14
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Tab. 18d: Visit 5

Zahl der positiven Zinken in %

Mittelwert S* Min. Max.
Scorel (7) 11,7 23,1 0 68
Score2 (10) 28,8 36 0 88
Score3 (5) 18,8 32,8 0 84

S*=standardabweichung

Erstaunlicherweise findet sich auch in der Placebogruppe eine Reduktion der nachweisbaren
positiven Zinken zur Therapiephase. Die Scoreverteilung verlagert sich mehr zu den leichteren

Schweregradausprigungen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in allen Studienarmen eine Reduktion der positiven
Testabdriicke wihrend der Therapiephase (Visit 3 und Visit 4) zu beobachten ist und ein Trend
zur Verlagerung in niedrigere Scoreverteilungen stattfindet. Bemerkenswert ist auBerdem, dass

ein positiver Effekt auch unter der Placebobehandlung nachzuweisen ist.

6.5 Differenzierung der Malassezia-Spezies

In Analogie zu den Tabellen 15-18 zeigen die folgenden Ergebnisse die Erfolge der
Spezifizierung der Malassezia-Kulturen innerhalb der einzelnen Testarme. Die folgenden
Tabellen sind somit als Weiterdifferenzierung der Scoreverteilung zu sehen. Unter dem Aspekt
der Differenzierung der bei den Probanden isolierten Spezies soll verdeutlicht werden, wie sich

die Kulturergebnisse auf die Scoreverteilung verteilen.

Tabelle 19 zeigt eine Ubersicht iiber die Gesamtanzahl aller in dieser Studie isolierten Spezies

an den jeweiligen Visiten:

> Visit 1 -Screening

> Visit 2 -Baseline

> Visit3/4 -Therapiephase

> Visit5 -Nachuntersuchung
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Tab.19: Bei allen Probanden (n=82) isolierte Malassezia-Spezies

Visit / Kultur

M. globosa |

M. symp./ M. furfur! | M. pachy./ Misch*/ Negativ /

% Isolate % Isolate % Isolate % Isolate % Isolate % Isolate
Visit 1 27/21,8 19/19,8 3/23,1 0/0 7/58,4 35/21,3
Visit 2 42 /33,9 17/17,7 2/154 0/0 1/8,3 18/11
Visit 3 26/21 15/15,6 2/154 0/0 3/25 32/19,5
Visit 4 19/15,3 15/15,6 4 /30,7 0/0 0/0 43 /26,2
Visit 5 10/8 30/31,3 2/154 1/100 1/8,3 36/22
2 124 96 13 1 12 164
S* 11,8 6,3 0,9 0,4 2,8 9,2
MW 24,8 19,2 2,6 0,2 2,4 23,8

*Mischkulturen

Ubersicht iiber die Gesamtanzahl (X), die Standardabweichung (S*) und die Mittelwerte (Mw) der mittels

Biirstenabdruck isolierten Kulturen bzw. negativen Kulturergebnisse im Verlauf der Studie (Visit 1-5).

Samtliche Isolate wurden iiber die modifizierte Biirstenmethode gewonnen.

M. globosa und M. sympodialis wurden dabei mit Abstand am hiufigsten isoliert. Im Verlauf
der Studie nahm die Zahl der M. globosa - Isolate ab. Bemerkenswert ist die hohe Anzahl von
Probanden mit sichtbarer Kopfschuppung, bei denen keine Malassezia-Hefen isoliert werden
konnten. Zur Verdeutlichung zeigt Abb. 8 die Summe der Kulturergebnisse bzw. der negativen

Kulturergebnisse von Visit 1 bis Visit 5.

Abb. 8
507 Gesamtanzahl isolierter M. Spezies Visit 1 - 5
N BM.Globosa
40+
(7 g OM.Sympodialis
30
S B M. Furfur
N
c
<< 20- B M.Pachydermatis
10 E Gemische
OKultur neg.
0- =4
Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5
M. Spezies

Abb. 8: Gesamtanzahl isolierter Malassezia-Spp. von Visit 1 bis Visit 5.
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M. sympodialis und ,,negative Kulturergebnisse* konnten signifikant (p< 0,01, T-Test) hiufiger
als die M. Spp: furfur, pachydermatis sowie den ,,Mischkulturen* gefunden werden. Ebenfalls
konnte M. globosa signifikant hiufiger nachgewiesen werden (p< 0,05, T-Test). M. furfur wurde
nur im Vergleich mit M. pachydermatis (p< 0,01, T-Test) signifikant hdufiger gefunden. Um
einen Einfluss der Testprdparate auf die einzelnen Spezies zu erhalten, wurden die

Kulturergebnisse in ihrer Spezifizierung in die einzelnen Testarmen unterteilt.

Die Tabellen 20-24 ff. zeigen zur Verdeutlichung die Anzahl isolierter Kulturen innerhalb der
einzelnen Testarme (Tabelle a) und der Scoreverteilung (Tabelle b). Somit zeigt sich fiir die mit

Zink-Pyrithion behandelten Probanden:

Tab. 20a:
Ergebnisse fiir die isolierten Spezies in der Zink-Pyrithion-Gruppe

M. globosa M. symp. M. furfur M. pachy. Misch negativ
Visit 2 8 4 2 0 0 6
Visit 3 5 1 1 0 1#* 10
Visit 4 1 3 1 0 0 14
Visit 5 4 6 1 0 0 8
S* 2,9 2,1 0,5 0 0,5 3.4
Mw 4,5 3,5 1,3 0 0,3 9,5

**: M. sympodialis und M. globosa

M. globosa, M. sympodialis und M. furfur finden sich innerhalb der Zink-Pyrithion-Gruppe
signifikant hdufiger als M. pachydermatis und als ,Mischkulturen® (p< 0,05, T-Test). Die
Anzahl der ,,negativen Kulturergebnisse™ war signifikant hoher als die Anzahl der Malassezia
Spp.: furfur, pachydermatis (p< 0,01, T-Test), sympodialis (p< 0,05, T-Test) und der
,Mischkulturen* (p< 0,01, T-Test). Im Vergleich mit M. globosa hingegen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied.

Tab. Nr. 20b

Zink-Pyr. )2 Scorel / % Isolate | Score2 / % Isolate  Score3 / % Isolate
M. globosa 18 47222 8/44.4 6/33,3

M. sympodialis 14 57357 6/429 3/214

M. furfur 5 2/40 2/40 1/20

M. pachydermatis 0 0/0 0/0 0/0

Kein Kulturergebnis 38 18/474 15/39,5 5/13,1
Mischkulturen 1 0/0 1/100 0/0
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Hierbei zeigt sich ein vermehrtes Auftreten von M. globosa in den Scores 2 und 3, wihrend M.
sympodialis und M. furfur eher bei den Scores 1 und 2 gefunden werden. Beachtenswert ist
auch, dass in der Zink-Pyrithion-Gruppe die Anzahl der ,,negativen Kulturergebnisse®, im
Gegensatz zum Gesamttrend, eher bei leichter Schweregradausprigung gefunden werden
konnten. Auch hier findet sich eine Reduktion von M. globosa sowie ein Anstieg der Kultur-
negativen Probanden unter Therapie.

Tabelle 21a zeigt die Ergebnisse fiir die isolierten Spezies in der Octopirox®-Gruppe

Tab. 21a:

M. globosa M. symp. M. furfur M pachy. Misch Negativ
Visit 2 12 3 0 0 0 4
Visit 3 7 5 0 0 0 8
Visit 4 6 7 0 0 0 8
Visit 5 0 11 0 0 0 10
S* 4,9 34 0 0 0 2,51
Mw 6,3 6,5 0 0 0 7,5

Die Anzahl von M. globosa geht unter der Therapie mit Octopirox® gegen Null, wihrend sich
M. sympodialis dazu reziprok verhilt. Einzig die Anzahl an ,negativen Kulturergebnissen*
steigt im Verlauf signifikant (p< 0,01, T-Test) gegeniiber M. furfur, M. pachydermatis und den

., Mischkulturen* an. Octopirox® ist somit wirksam zur Reduktion der Nachweisbarkeit von M.

globosa.
Tab. 21b zeigt die Unterteilung der M. Spp. innerhalb der Scoreverteilung im Testarm
Octopirox®
Tab. 21b

Octopirox® x Scorel/ % Isolate  Score2 / % Isolate  Score3 / % Isolate
M. globosa 25 6/24 11/44 8/32

M. sympodialis 26 10/ 38,5 11/42,3 5/ 19,2
M. furfur 0 0/0 0/0 0/0

M. pachydermatis 0 0/0 0/0 0/0

Kein Kulturergebnis 30 10/33,3 14 /46,7 6/ 20
Mischkulturen 0 0/0 0/0 0/0

Innerhalb der Octopirox°Gruppe kann beobachtet werden, dass M. globosa prozentual hiufiger
in hoheren Scores auftritt und negative Ergebnisse eher bei Score 1 und 2 gefunden werden
konnen. M. furfur sowie M. pachydermatis konnten nicht nachgewiesen werden. Unter Therapie
mit Octopirox® geht die Nachweisbarkeit der Spezies M. globosa gegen Null, wihrend M.

sympodialis kontinuierlich zunimmt.
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Tab. 22a und b zeigen die Ergebnisse fiir die isolierten Spezies in der Oxiconazol-Gruppe

Tab. 22a:
M. globosa M. symp. M. furfur M pachy. Misch Negativ

Visit 2 10 5 0 0 1%* 3

Visit 3 8 2 0 0 [ oH* 8

Visit 4 7 0 1 0 0 11

Visit 5 3 6 1 0 0 9

S* 2.9 2,8 0,6 0 0,6 34

Mw 7,0 33 0,5 0 0,5 7,8

**: M. furfur und M. globosa; *** M sympodialis und M. globosa

M. globosa tritt innerhalb der Oxiconazol-Gruppe signifikant haufiger als M. furfur, M.
pachydermatis und den ,,Mischkulturen® auf (p< 0,05, T-Test). Die Anzahl der gefundenen

,hegativen Kulturergebnissen® ist auch hier hoch signifikant gegeniiber der Nachweisbarkeit

von M. furfur, M. pachydermatis und den ,,Mischkulturen“(p< 0,01, T-Test).

Tabelle 22b dient zur Verdeutlichung innerhalb welchen Scores Oxiconazol wirksam ist.

Tab. 22b:

Oxiconazol )y Scorel/ % Isolate  Score2 / % Isolate | Score3 / % Isolate
M. globosa 28 12/42.,9 14 /50 2/7,1

M. sympodialis 13 5/38,5 5/38,5 3/23

M. furfur 2 1/50 1/50 0/0

M. pachydermatis 0 0/0 0/0 0/0

Kein Kulturergebnis 31 12 /38,7 13/41,9 6/194
Mischkulturen 2 1/50 1/50 0/0

Gezeigt wird in den Tabellen 22 ff., dass die Anzahl von M. globosa innerhalb des Score 3
gering ist, wiahrend M. sympodialis sowie M. furfur gleichméBig in den Scores 1 und 2 gefunden

werden. Negative Kulturergebnisse waren hier eher bei leichteren Scores zu finden.

Auch hier findet sich eine Abnahme der M. globosa - Isolate. Ferner ein deutlicher Anstieg der

Anzahl von Probanden, bei denen ein negatives Kulturergebnis zu verzeichnen war.
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Tabellen 23a und b zeigen die Ergebnisse fiir die isolierten Spezies in der Placebo-Gruppe.

Tab. 23a:
M. globosa M. symp. M. furfur M. pachy. Misch negativ
Visit 2 12 5 0 0 0 5
Visit 3 6 7 1 0 1** 6
Visit 4 5 5 2 0 0 10
Visit 5 3 7 0 1 [k 9
S* 39 1,2 0,9 0,5 0,6 24
Mw 6,5 6,0 0,75 0,25 0,5 7,5

% M. furfur und M sympodialis; *** M. sympodialis und M. globosa

Innerhalb der Placebogruppe lieen sich signifikant hdufiger (p< 0,05, T-Test) M. globosa, M.

sympodialis (p< 0,01, T-Test) und die ,,negativen Kulturergebnisse* im Vergleich zu M. furfur,

M. pachydermatis und den ,,Mischkulturen* nachweisen.

Tabelle 23b zeigt die Wirksamkeit der Basismedikation auf die Schweregradauspriagung und

zeigt so Hinweise auf einen alleinigen Benefit der Placebomedikation.

Tab. 23b:
Placebo > Scorel/ % Isolate | Score2 / % Isolate  Score3 / % Isolate
M. globosa 26 3/11,5 14/539 9/34,6
M. sympodialis 24 3/12,5 15/62,5 6/25
M. furfur 3 2/66,7 1/33,3 0/0
M. pachydermatis 1 1/100 0/0 0/0
Kein Kulturergebnis 30 717233 11/36,7 12 /40
Mischkulturen 2 1/50 1/50 0/0

Innerhalb des Testarmes ,,Placebo‘ kann gezeigt werden, dass M. globosa eher bei hoherem

Score isoliert werden kann, M. furfur eher bei Score 1 und 2 vorkommt und die Anzahl der

negativen Kulturergebnisse gleichmédfBig mit der Tendenz zu hoheren Scores ansteigt.

Bemerkenswerterweise findet sich auch hier eine Reduktion der M. globosa - Isolate sowie eine

Zunahme der Kultur-negativen Probanden.
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Tabelle 24 zeigt den Zusammenhang zwischen Score und isolierter Spezies fiir alle Isolate ab

Baseline / Visit 2
Tab. 24

Kultur > Scorel/ % Isolate  Score2 / % Isolate | Score3 / % Isolate
M. globosa 97 251/26 47748 251726

M. sympodialis 77 23/ 30 371/48 17722

M. furfur 10 5/50 4/40 1/10

M. pachydermatis 1 1/100 0/0 0/0

Kein Kulturergebnis 129 47/ 36 53/41 29/23
Mischkulturen 5 2/40 3/60 0/0

M. globosa scheint tendenziell bei schwereren Schuppenscores verstirkt aufzutreten. Es findet
sich eine Reduktion dieser Spezies in allen Gruppen im Verlauf der Studie, ohne jedoch
zwischen den einzelnen Armen zu differieren. M. furfur als vermutlicher Erreger der Pityriasis
versicolor liel sich deutlich seltener isolieren. M. pachydermatis als vornehmlich bei Tieren

auftretende Spezies konnte nur in einem Fall nachgewiesen werden.

Zusammenfassung der Score und Kulturergebnisse:

Es ldsst sich beobachten, dass eine Korrelation zwischen der Zahl der positiven Zinken und dem

Schuppenscore:
> stark (Score 3): der Karton war dicht mit Schuppen
bedeckt
> mittel (Score 2): es waren deutlich Schuppen auf dem

Karton wahrnehmbar
> schwach oder keine (Score 1): es waren nur vereinzelt oder keine

Schuppen erkennbar
sich weder fiir den Ausgangswert noch unter Therapie ergibt.
Die Werte (Tabellen 20 bis 24) zeigen zudem sehr starke Schwankungen, was an der jeweils
angegebenen Standardabweichung deutlich wird. Eine positive Korrelation zwischen Schwere

der Schuppenerkrankung und Besiedlung der Kopthaut mit Malassezia-Hefen lésst sich somit

mittels der verwendeten Methode der Biirsteninokulation nicht ableiten.
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5.7 Pigmentbildung

Neben der Spezifizierung nach Score und Visit wurden die M. Spp. noch beziiglich einer
moglichen Pigmentbildung getestet. Es wurden 17 Malassezia Spp. gefunden, die hinsichtlich
des Merkmales der Pigmentbildung eine positive Testreaktion zeigten (Abb. 9).

Die Unterteilung der pro Visit gefundenen pigmentpositiven M. Spp.:
Abb. 9

Pigmentbildung u m flurgur
m Mglob.

[JM.symp.

Anzahl

Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5
Visit

Abb. 9: Anzahl der pigmentpositiven M. Spp.

Hierbei zeigt sich, dass die Gesamtanzahl der gefundenen pigmentpositiven M. Spp. von Visit 1
bis Visit 5 weitgehend konstant bleibt. Ab Visit 4 zeigten sich jedoch nur noch pigmentpositive
M. furfur, die dabei signifikant (p> 0,05, T-Test) haufiger gefunden wurden als M symp., jedoch
nicht signifikant hdufiger als M. globosa. Auch unterschied sich das Vorkommen von M. glob.
und M. symp. nicht signifikant voneinander.

Jedoch konnen Verunreinigungen einzelner M. Spp. untereinander nicht ausgeschlossen werden.
Um eventuelle Einflisse der Wirkstoff-/Placebogruppen auf die Pigmentbildung zu

verdeutlichen wurden die pigmentpositiven Probanden nach Visit und Gruppenzugehorigkeit

aufgesplittet (Abbildung 10).
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Abb. 10

Pigmentbildung nach Visit / Gruppen

W Visit 1
m Visit 2
@ Visit 3
O Visit 4
| Visit5

Anzahl

Oxic. Placebo Zink-Pyr. Octopirox
Visit

Abb. 10: Pigmentbildung nach Medikationsgruppe.

Erstaunlich ist hierbei, dass in der Placebogruppe die wenigsten pigmentpositiven M. Spp.
gefunden werden, wihrend, bis auf die Probanden in der Octopirox®-Gruppe, sich in den
anderen Gruppen bei jeder Visite mindestens ein pigment-positiver M. Spp. isolieren lieB3.
Hierbei fand sich ein signifikant (p< 0.05, T-Test) hidufigeres Auftreten der Pigmentbildung

innerhalb der Zink-Pyrithion- und der Oxiconazol-Gruppe gegeniiber Placebo und ein

tendenziell hoheres Auftreten im Vergleich zur Octopirox®-Gruppe.
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Des weiteren wurden noch die pigment-positiven M. Spp. der Probanden in ihre Zugehorigkeit

zur Wirkstoff/Placebogruppe aufgesplittet (Abb. 11).

Abb. 11
9 Pigmentbildung nach Visit / Gruppen
m Oxic.
m Placebo
o] B Zink-Pyr.
= O Octopirox
N
<
1 4
0,
Visit 1 Visit2 Visit3 Visit 4 Visit5
Visit

Abb. 11 zeigt die Pigmentbildung nach Gruppen unterteilt.

Es zeigt sich, dass pigmentpositive M. globosa konstant von Visit 1 bis Visit 5 nachzuweisen
waren. M. furfur konnte nicht in der Oxiconazol-Gruppe gefunden werden, jedoch in der Zink-
Pyrithion-Gruppe dominierte. M. sympodialis dagegen nur in der Oxiconazol-Gruppe
nachzuweisen war. Hierbei muss jedoch zur Diskussion gestellt werden, ob die verwendete
Methode sensitiv genug zur Identifizierung pigmentpositiver Malassezia-Hefen ist, da bisher

davon ausgegangen werden muss, dass sich dieses Phinomen nur bei M. furfur finden lésst.

5.8 Cremophor-EL®-Assimilation

Um mogliche Zusammenhinge zwischen der Pigmentbildung und der Assimilation von
Cremophor EL® zu zeigen wurden die Pigmentpositiven M. Spp. nochmalig spezifiziert: Die
Anzahl der pigment positiven M. Spp., die gleichzeitig auch Cremophor EL assimilierten, war

jedoch sehr gering (n= 5) und wurden daher nicht weiter ausgewertet.
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5.9 Effizienz der Testpriparate

Basierend auf den zuvor dargestellten Ergebnissen wird zusammenfassend die Effizienz der

Priifmedikationen bzw. der Placebobehandlung dargestellt

5.10 Schweregradauspriagung
Die Verdnderung des Schweregrades der Schuppenerkrankung zeigt Abbildung 12 in den

einzelnen Behandlungsarmen zwischen Beginn (Visit 2) und Ende der Behandlungsphase

(Visit 4).

Abb. 12
Veranderung des Schweregrades d. Kopfschuppenerkrankung unter Behandlung
Placebo ZPT Octopirox Oxiconazol
8
7]
c
S 6
C
3
o °
r
. 4
©
T 8-
N
C
<< 24
14
0- | | | | |
0 5 0 5 0 5 0 5
-1 = verschlechtert, 0 = keine Veranderung, 5 = vollstandige Heilung

Abb. 12: Schwere der Kopfschupperkrankung gemifl Schweregradeinteilung:

(-1 = verschlechtert, 0 = keine Verdnderung, [...], 5 = vollstindige Heilung)

Die Einteilung entspricht der Skalierung, die am Visit 4 (Ende der aktiven Behandlung)
abgefragt wurde: (-1= Verschlechterung; O= keine Besserung,l= schwach gebessert, 2 =mdfig
gebessert, 3= deutlich gebessert, 4= nahezu komplett gebessert, 5= vollstindige Besserung).

Vollstindige Heilung wurde mit Octopirox® in 2 Fillen, mit Zink-Pyrithion und Oxiconazol in

jeweils 1 Fall und mit Placebo in keinem Fall erreicht.
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Die Beurteilung der Effizienz in den einzelnen Behandlungsgruppen gemif der Einteilung

> -1 = Verschlechterung

> 0 = keine Heilung

> 1 = schwach gebessert

> 2 = miBig gebessert

> 3 = deutlich gebessert

> 4 = nahezu komplett geheilt
» 5 = vollstindige Heilung

ist nochmals in Tabelle 25 zusammengefasst.

Tab. 25: Beurteilung der Effizienz in den einzelnen Behandlungsgruppen zum Ende der

aktiven Behandlungsphase:

Score
Studienarm -1 0 1 2 3 4 5 d:in
Placebo (n=22) 3 7 6 4 2 0 0 0,77
Octopirox® (n=21) | 1 3 0 4 6 5 2 2,57
Zink-Pyrithion (n=20) 0 1 4 4 8 2 1 2,6
Oxiconazol (n=19) 1 2 2 4 4 5 1 2,42

Es findet sich in der Placebo-Gruppe die geringste Tendenz zur Verbesserung.
Bemerkenswerterweise findet sich in der Placebo-Gruppe auch die geringste Haarlénge (Tab.13)
Die Summe der erreichten Score-Punkte geteilt durch die Zahl der Probanden erreicht in dieser
Gruppe den geringsten Wert, wihrend die Werte fiir die drei Therapiegruppen nahezu gleichauf
liegen. Dies wird auch in der folgenden Abbildung (Abb. 13) bestitigt.
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Abb. 13

Effizienz der Behandlung

Placebo ZPT Octopirox Oxiconazol

) S

Effizienz

0

-1 = verschlechtert, 0 = keine Veranderung, 5 = vollstédndige Heilung

Abb. 13: Effizienz fiir die einzelnen Behandlungsarme als Mittelwert mit Standardfehler.

Die Effizienz der drei aktiven Behandlungsarme ist signifikant besser als die Effizienz des

Placebos (p< 0,01, T-Test), ohne jedoch untereinander signifikant zu differieren.

5.11 Schuppenmenge

Der Verlauf der Schuppenmenge (Score 1-3: [1 = schwach, 2 = mittel, 3 = stark]) wird in der

Abbildung 14 fiir Visit 1 bis Visit 5 dargestellt.
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Abb. 14

Quantitative Schuppenmenge

Standardfehler gesondert angegeben

o 3l 1 | I I
3 —*—Z7ZPT
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S b ‘ —®— Qctopirox
c —%— Oxiconazol
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=) <O
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1 =—Behandlung ——

1 2 3 4 5
Visit

Abb. 14: Verlauf der Schuppenmenge von Visit 1 bis Visit 5.

Es findet sich eine nahezu gleichférmige Besserung in den Behandlungsgruppen um etwa einen
Scorepunkt, aber nur eine leichte Besserung in der Placebogruppe um etwa 0,5 Scorepunkte. Es
wird auch deutlich, dass mit Ausnahme der Oxiconazol-Gruppe, die Ausgangswerte fiir die
Schuppenmenge am Visit 2 vergleichbar waren. Damit wird ein deutlicher Rebound nach

Absetzen der Medikation gezeigt.

Abbildung 15 zeigt die Verdnderungen des Scores fiir die Schuppenmenge an den einzelnen
Visiten relativ zur Baseline (Visit 2). Es finden sich deutliche Effekte in der Therapiephase fiir
die einzelnen Therapiegruppen, weniger jedoch fiir Placebo. Die Verdnderungen sind am
stiarksten ausgeprigt fiir Zink-Pyrithion, gefolgt von Octopirox® und letztlich von Oxiconazol,
welches sich jedoch nur gering von Placebo unterscheidet. Bemerkenswert ist, dass zum Ende
der Nachtherapiephase (Visit 5) die Schuppenmenge wieder zunimmt und sich in allen

Behandlungsarmen synchronisiert.
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Abb. 15

Relative Verbesserung der Schuppenmenge ab Baseline

Standardfehler gesondert angegeben
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Abb. 15: Schuppenmenge ab Baseline, der Standardfehler ist gesondert angegeben.

Es ist immer noch eine Besserung im Vergleich zum Visit 2 festzustellen, diese ist aber nun fiir
alle Gruppen gleich. Somit konnte ein deutlicher Einfluss der aktiven Behandlung auf die
Schuppenmenge festgestellt werden, ohne dass jedoch signifikante Unterschiede zwischen den
aktiven Behandlungsgruppen nachweisbar waren. Es besteht jedoch ein statistisch signifikanter

Unterschied zur Placebo-Behandlung.

5.12 SchuppengroBe

Des Weiteren zeigt sich beziiglich der Effizienz und des Parameters Schuppengrof3e, dass unter
Placebobehandlung ein Trend zu groBleren Schuppen besteht (Abb. 16), wihrend dieser Effekt
unter den aktiven Behandlungsformen nicht auftritt. Hier lassen sich nur geringe Verdnderungen
hinsichtlich des Anteils von Schuppen mit einer Grofle von mehr als 2 mm nachweisen. Den
giinstigsten Effekt auf die SchuppengroBe weist Octopirox® auf. Angaben iiber die Verinderung
der Schuppengrofle zeigen die Abbildungen 16 und 17. Sie wurden klassifiziert in > 2 mm und
< 2 mm, wobei das Verhiltnis der beiden Schuppengréflen unter den ausgeschiittelten Schuppen

in Prozent angeben wurde (Gesamt immer = 100 %).
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Abb. 16

1004
Standardfehler gesondert angegeben

oSff 101 ] ]

Schuppengrésse (>2 mm in %)

Absolute Veranderung d. Schuppengrésse

9~ placebo

Visit
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—® Octopirox
<—— Behandlung —= ~*~ Oxiconazol
O I I T I I
1 2 3 4 5

Abb. 16: Verdnderung der Schuppengrofle ab Visit 1. Angegeben ist der Anteil an

Schuppen von einer Gréfe > als 2 mm (in %).

Abb. 17

Relative Reduktion der Schuppengrdsse (%) ab Baseline

Standardfehler gesondert angegeben

30
20+
—o0—Placebo
—e—ZPT
—B— Octopirox
—®- Oxiconazol
{ «—Behandlung——
-40-9 T I T
2 3 4 5
Visit
Abb. 17: Reduktion der Menge an Schuppen grofler 2 mm (in %) ab Baseline (Visit 2).
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5.13 Itching Score
Fiir den subjektiven Parameter Juckreiz findet sich unter der Therapie eine Abnahme in allen 4
Studienarmen (Abbildung 18).

Die Skalierung umfasste folgende Einteilung:

+++ (=3) sehr stark;
++  (=2) mittel stark;

+ (=1) schwach;

vV V VvV V

keine Symptome.

Abb. 18

Subjektives Empfinden- Juckreiz (ltching Score)

Standardfehler gesondert angegeben

| N N R

2,0 —O— Placebo
—o— ZPT

—®— Qctopirox
—&— Oxiconazol

Juckreiz (ltching Score)

<+———Behandlung ————

0,0 T T T

1 2 3 4 5
Visit

Abb. 18: Ergebnisse fiir den sekundédren Parameter ,,Juckreiz* (Itching Score). Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardfehler.

Die Abnahme ist am stirksten ausgeprigt bei der Anwendung von Octopirox®, ohne sich jedoch
im Vergleich mit den anderen Studienarmen signifikant zu unterscheiden. In der Zink-Pyrithion-
sowie in der Octopirox®-Gruppe findet sich ein Anstieg des Parameters Juckreiz in der
Nachbeobachtungsphase. Der Parameter Entziindung wurde nicht ausgewertet, da zu wenig

Probanden diesen Parameter aufwiesen.
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5.14 Effizienz und Schweregradausprigung

Der Zusammenhang zwischen Effizienz der Behandlung und Schweregrad der
Kopfschuppenerkrankung ist in Abb. 19 dargestellt. Die Einteilung der Effizienz erfolgt gemal3
der Skalierung, die am Visit 4 abgefragt wurde (sieche Abb. 12), die der Schweregradauspriagung

gemal Tabelle 29. Der Korellationskoeffizient ist unten (Tabelle 26) gesondert angegeben.

Abb. 19
Effektivitat und Schweregradauspragung (Dandruff Assessment)
vollstandige
Heilung 54
: Placebo 1
4 ZPT
= Octopirox 3
Oxiconazol 4
N 34
=
Q0
N
TR
1=
Keine 0-
Veranderung
-1 o Io . : n . .ID . .
20 40 60 80 100
Schweregradauspragung (Dandruff Assessment - in %)

Abb. 19: Effektivitit der Testpriparate

Tabelle 26 zeigt den Korellationskoeffizient zur Abb. 19

Gruppe r P signifikant
Placebo 0,091 0,19 nein
ZPT 0,042 0,38 nein
Octopirox® 0,27 0,016 ja
Oxiconazol 0,15 0,10 nein

Es zeigt sich, dass Octopirox® in leichten Fillen besonders effektiv ist, in schweren Fillen
jedoch weniger effektiv wirkt. Hierfiir ldsst sich ein signifikanter Korrelationskoeffizient
nachweisen. Signifikante Unterschiede zwischen den aktiven Behandlungsarmen lieBen sich
jedoch nicht zeigen, jedoch bestand ein signifikanter Unterschied zur Placebobehandlung.
Zusammenfassend konnten die Zielparameter Schuppenmenge und Schuppengrofie durch die

Wirkstoffbehandlung giinstiger beeinflusst werden als durch Placebobehandlung.
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5.15 Kulturergebnisse
Die Abbildung 20, 21 und 22 geben die Ergebnisse der quantitativen Auswertung wieder.

Abb. 20 zeigt die relative Anzahl der Biirstenspitzen in Prozent, die ein positives Kulturergebnis

erbrachten.
Abb. 20
Kulturergebnisse - (absolut Gber 5 Visits)
50 7 Standardfehler gesondert angegeben
40 -
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c
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Abb. 20: quantitative Kulturergebnisse von Visit 1 - Visit 5.

Bemerkenswert ist ein Anstieg in allen 4 Behandlungsarmen in der Auswaschphase (2 Wochen
Grundlagen-Behandlung zwischen Visit 1 und Visit 2) mit einer weitgehenden Synchronisation
der wurspriinglich differierenden Screening-Werte (Abbildung 20). Die zweiwdchige
Auswaschphase hat sich somit als sinnvoll erwiesen. Unter Therapie findet sich ein Abfall des
Kulturergebnisses besonders in der mit Zink-Pyrithion behandelten, aber auch in der Placebo-

Gruppe.

Nach Beendigung der Therapiephase steigen die Werte in der Zink-Pyrithion-Gruppe wieder an.
Signifikante Unterschiede lassen sich jedoch nicht ableiten. Dies wird unter Beriicksichtigung
der Standardabweichungen deutlich (Abb. 20). In Abbildung 21 ist die Differenz (Baseline-
Kulturergebnis zum jeweiligen Visit), in Abbildung 22 die mittlere Abnahme der

Kulturergebnisses fiir Visit 1 bis Visit 5.
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Abb. 21

Mittlere Abnahme d. Kulturergebnisses (relative Verbesserung)
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Abb. 21: Differenz der Kulturergebnisse (relative Verbesserung) ab Baseline (Visit 2).

Abb. 22
Kulturergebnis (mittlere Abnahme)
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Abb. 22: mittlere Abnahme der quantitativen Kulturergebnisse
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Der fehlende positive Nachweis von Malassezia-Hefen ist am Ende der Therapiephase (Visit 4)
am hochsten fiir Zink-Pyrithion, gefolgt von Octopirox® und Placebo und zuletzt von
Oxiconazol. Werden Visit 3 und Visit 4 zusammen betrachtet, so ist nur Zink-Pyrithion
signifikant besser wirksam als Placebo (p<0,02; T-Test). Unter alleiniger Betrachtung von Visit
4, ist Zink-Pyrithion nur tendenziell besser wirksam (p<0,1, T-Test). In der Octopirox®-Gruppe
nimmt das Kulturergebnis auch nach Absetzen der aktiven Phase weiter ab, was auf mogliche

Langzeiteffekte verweisen konnte.

5.16 Vertriglichkeit der Testpraparate

Die Anwendung von Shampoo-Base und Priifmedikation erwies sich als sicher, unerwiinschte
Ereignisse wurden nicht beobachtet. Keiner der Probanden musste aufgrund unerwiinschter
Ereignisse von der Studie ausgeschlossen werden. Die Tabellen 27-28 zeigen den
Zusammenhang von Effizienz und Vertrédglichkeit (subjektiven Einschidtzung von Proband und

Beobachter) am Visit 4, am Ende der aktiven Behandlungsphase.

Tab. 27: Zusammenhang zw. Effizienz und Vertraglichkeit

Studienarm Bewertung: Effizienz Bewertung: Bewertung:
Vertraglichkeit Vertréglichkeit
Investigator Proband

Oxiconazol 2,42 2,31 2,31

Octopirox® 2,57 2,19 2,09

Zink-Pyr. 2,6 2,1 1,95

Placebo 0,77 2,54 2.4
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Die Bewertung folgte folgenden Kriterien:

Effizienz:

Vertriglichkeit:

vV Vv ¥V VvV V V V

vV V V V V

N A W N

= Verschlechterung
= keine Heilung,

= schwach gebessert
= miBig gebessert

= deutlich gebessert

= nahezu komplett geheilt

= vollstindige Heilung

= sehr gut

= gut

= mabig

= schlecht

= sehr schlecht

Fiir die einzelnen Behandlungsarmen wird dies in den Tab. 28 ff. noch einmal dargestellt:

Tab. 28a: Bewertung: Effizienz und Vertriaglichkeit — Oxiconazol

Effizienz Vertraglichkeit Vertriaglichkeit
Investigator Proband
Mittelwert 2,4 2,3 2,3
S* 1,6 0,5 1,1
Tab. 28b: Bewertung: Effizienz und Vertriglichkeit - Octopirox®
Effizienz Vertraglichkeit Vertréglichkeit
Investigator Proband
Mittelwert 2,6 2,2 2,1
S* 1,7 0,7 0,8
Tab. 28c: Bewertung: Effizienz und Vertriglichkeit - Zink-Pyrithion
Effizienz Vertréglichkeit Vertraglichkeit
Investigator Proband
Mittelwert 2,6 2,1 1,95
S* 1,6 0,3 0,7
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Tab. 28d: Bewertung of Effizienz und Vertréaglichkeit — Placebo

Effizienz Vertriaglichkeit Vertriglichkeit
Investigator Proband
Mittelwert 0,8 2,5 2.4
S* 1,2 0,5 0,8
S*= Standardabweichung
In Abb. 23 ist dies noch einmal graphisch dargestellt:
Abb. 23
Effizienz und Vertraglichkeit W Effizienz
4 I Vertréglichkeit Invest.
OVertréglichkeit Prob.
3,
=
@
'1 4
0,

Oxiconazol Octopirox Zink / Pyr. Placebo

Gruppe

Abb. 23: subjektive Einschitzung der Vertriglichkeit und Effizienz der Medikation

innerhalb der einzelnen Studienarme.

Es wird deutlich, dass sich die Bewertung der Vertriglichkeit des Placebos gegeniiber den

Behandlungsarmen nicht signifikant unterscheidet, jedoch die Effizienz deutlich reduziert ist.

5.17 Gesamtscore
Alle gemessenen Parameter wurden noch in einen Gesamtscore eingegeben (Abb. 24). Hierzu
wurden die Kriterien in eine 0-100 % Skala umgesetzt und entsprechend Tabelle 29 gewichtet.

GemiB der Eingangsuntersuchung wurden Score und Schuppengrosse hoher gewichtet.

Tab. 29
Gesamtscore (Dandruff Assessment):
0 = kein Ergebnis, 100 = max.
Score  Grosse(% >2) Kulturen Juckreiz Abschuppung Inflammation
Gewichtung % 40 20 10 10 10 10
Original Einteilung 0-3 0-100 0-100 0-3 0-3 0-3
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Abbildung 24 zeigt die Veridnderung des Schuppengesamtscore (Dandruff-Assessment)

Abb. 24
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Abb. 24: Ergebnis der unterschiedlichen Gewichtung des Schuppengesamtscore.

Am giinstigsten schneiden Zink-Pyrithion und Octopirox® ab, ohne dass die Veridnderungen

Signifikanz erreichen.

Abbildung 25 zeigt die Verdnderung des Dandruff-Assessment relativ zum Wert bei Baseline

(Visit 2), der gleich 0 gesetzt wurde.
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Abb. 25

Schuppengesamtscore (Dandruff Assessment) relative Verbesserung ab Baseline
Standardfehler gesondert angegeben
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Abb. 25: Differenz des Gesamtscores ab Baseline (Visit 2)
Hier zeigt sich eine vergleichbare Wirksamkeit von Octopirox® und Zink-Pyrithion, wihrend

Oxiconazol deutlich schlechter und sogar schlechter als Placebo abschneidet. In allen Gruppen

kommt es jedoch zu einer Verringerung des Effektes in der Nachbeobachtungsphase.
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6. Diskussion und Schlussfolgerung

Die obligat lipophilen Hefen der Gattung Malassezia sind seit tiber 150 Jahren als Bestandteile
der Mikroflora sowohl der menschlichen Haut als auch vieler Warmbliiter bekannt. Neben ihrer
Bedeutung als Saprophyt spielen Malassezia Spezies als Krankheitserreger der Pityriasis
versicolor, des seborrhoischen Ekzems und seiner Minimalvariante, der Kopfschuppen,
(Pityriasis simplex capillitii), eine Rolle (Hay et al., 1992, Shuster, 1984). Die Hefen der
Gattung Malassezia scheinen beziiglich der Pathologie und Behandlung der eine entscheidende,
wenn auch nicht die alleinige Rolle zu spielen. Die Beziehung zwischen Malassezia und
Kopfschuppen wurde ex iuvantibus durch eine Reihe von Behandlungsstudien hergestellt, die
zeigen konnten, dass Antimykotika eine klinische Besserung hervorrufen konnten, wihrend die
Rekolonisation mit diesen Hefen zu erneuten Krankheitserscheinungen fiihrte (Aron-Brunetiere

et al., 1977, Barber, 1977, Carr et al., 1986, Hay et al., 1997, Shuster, 1984).

Die Klassifikation der Malassezia-Hefen konnte in den letzten Jahren durch
molekularbiologische Methoden reklassifiziert und erweitert werden, so dass neben den
bekannten Arten Malassezia furfur (Robin) Baillon (1889) und Malassezia pachydermatis
(Weidmann) Dodge (1935) auch die Arten Malassezia sympodialis (Simmons u. Guého 1990),
Malassezia globosa (Midgley, Guého u. Guillot 1996), Malassezia obtusa (Midgley, Guillot u.
Guého 1996), Malassezia restricta (Guého, Guillot u. Midgley 1996), Malassezia slooffiae
(Guillot, Midgley u. Guého 1996) abgegrenzt wurden. Diese nun 7 Spezies umfassende
Reklassifikation muss durch Ergebnisse der jiingsten Vergangenheit jedoch noch erweitert
werden. Es handelt sich hierbei um die Malassezia Spezies, M. japonica M. yamatoensis, M.
nana und M. dermatis (Sugita et al. 2003 u. 2004, Velegraki et al. 2004, Hirai et al. 2003). Die
Rolle der neueren Spezies beziiglich der Pityriasis simplex capillitii ist noch ungeklirt und diese
wurden auch nicht mit in diese Studie einbezogen, da das Differenzierungssystem von Guého (et

al. 1996) und Guillot (1996) diese neuen Malassezia Spezies nicht erfasste.

Es fehlt auch noch immer an praxisgerechten, fiir die tdagliche Routinediagnostik raschen und
preiswerten Verfahren zur Differenzierung der Malassezia Hefen. Vor diesem Hintergrund und
im Einklang mit diesen Beobachtungen wurden im Rahmen der vorliegenden Studie drei
antimykotisch wirksame Shampoos (Octopirox®, Zink-Pyrithion und Oxiconazol) gegeniiber
einer wirkstofffreien Placeboformulierung unter Beriicksichtigung der Spezifizierung von Hefen
der Gattung Malassezia miteinander verglichen. Insbesondere wurde daher in dieser Studie der
Frage nachgegangen, ob die Kopfschuppenerkrankung moglicherweise durch bestimmte,
einzelne Malassezia-Spezies ausgelost und unterhalten wird. In diesem Sinne wurde erstmals in

einer Studie eine Differenzierung der isolierten Malassezia-Hefen auf das Spezies-Niveau
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mittels des Versuches der Kultivierung der Einzelkolonien durchgefiihrt. Angewandt wurde
dabei eine diagnostische Sreeningmethode, mit einem Biirstenabdruck von der Kopfhaut
betroffener Patienten. Diese Screeningmethode erwies sich in Vorversuchen an Probanden mit

und ohne Kopfschuppen als valide und leicht durchzufiihren.

88 Probanden wurden in die Studie eingeschlossen, von denen 82 sie regulédr beendeten (Abb.6,
Tab.11). 6 Probanden erschienen nicht zu allen Visits und mussten ausgeschlossen werden. Es
resultierten damit geringe Differenzen in der Probandenzahl, die in den einzelnen Studienarmen

verblieben (Placebo n =22, Octopirox® n= 21, Zink-Pyrithion n = 20 und Oxiconazol n = 19).

Am hiufigsten waren Probanden aus der Altersgruppe der 21-30 jidhrigen und 31-40 jdhrigen
(Durchschnitt ~ 32,9 Jahre) vertreten. Da die Anwendung von Oxiconazol den Bedingungen des
AMG unterliegt, wurden Probanden erst ab dem 18 Lebensjahr zur Studie zugelassen. Daher
konnte der Anstieg der Nachweisbarkeit an Malassezia Hefen zu Beginn der Pubertit (Noble et
al., 1978, Kligman et al., 1976, Leyden, 1979, McGinley et al., 1975, Whitlock, 1953), sowie die
Reduktion der Anzahl an Malassezia Hefen bei Personen iiber 75 Jahren (Leyden, 1976 u. 1979,
Gosse et al.,, 1969) aufgrund der geringen Teilnehmerzahl in dieser Altersklasse nicht

nachgewiesen werden.

Insbesondere in der Gruppe der 21-30 jdhrigen zeigte sich eine homogene
Geschlechtsverteilung, die sich erst bei zunehmenden Alter zu Gunsten der ménnlichen
Probanden verschiebt, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen. Die Angaben in der Literatur zur
Geschlechtsverteilung werden jedoch auch sehr kontrovers diskutiert (Kligman 1976, Herbert
1966, Leyden 1976). Es besteht kein Konsens iiber ein geschlechstsdifferentes Vorkommen von

Kopfschuppen bei Ménnern oder Frauen.

Im einzelnen erzielten die Applikationen von Octopirox®, Zink-Pyrithion und Oxiconazol
gegeniiber der Cremegrundlage alleine (Placebo) beziiglich Zufriedenheit und Vertrdglichkeit
ausgezeichnete Werte (Tab.27, 28). Es konnten keine unerwiinschten Wirkungen oder
Komplikationen beobachtet werden. Der subjektive Vertriglichkeits- (I sehr gut,-..., 5 sehr
schlecht) und der Effizienz Score (-1 Verschlechterung, O keine Heilung,- ..., 5 vollstindige
Heilung) wurde am Ende der Studie abgefragt. Getrennt ermittelt fiir Therapeut und Probanden,

lag der Score in einer Spanne zwischen 1,95 und 2,54 bzw. 0,77 und 2,6 (Tab. 27).

Die Placeboformulierung féllt in Hinblick auf die Effizienz dabei hinter den wirkstoffhaltigen

Formulierungen zuriick, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen (Abb. 23).
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Als Ergebnis waren die Probanden der wirkstoffhaltigen Applikationen-Gruppen insgesamt
zufriedener mit ihrer Priifmedikation. Trotz der niedrigen absoluten Konzentration der
Wirkstoffe in den einzelnen Zubereitungen ist es bemerkenswert, dass sich hinsichtlich der
Effektivitit die drei aktiven Behandlungsverfahren nach Beendigung der Therapiephase (Visit 4)
deutlich und signifikant von der Placebo-Gruppe abhoben (Abb. 13). Zumal sich die geringste
durchschnittliche Haarldnge der Probanden ebenfalls in der Placebogruppe (Tab.13 und Abb.7)
fand, was einer Schuppenbildung eher entgegenstehen soll (Whitlock 1953, Spoor 1954). Ein
weiterer Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Wirkstoff und Therapieergebnis ist die
erneute Zunahme der Schuppenmenge in den 3 Verum-Armen nach Absetzen der Therapie in
der 2-wochigen Nachbeobachtungsphase. Dieses Reboundphidnomen fiel fiir die Oxiconazol-
Gruppe geringer aus (Abb. 14). Es ist anzumerken, dass die Varianz der ermittelten Werte
innerhalb der einzelnen Arme sehr breit ausfiel, so dass fiir das Rebound-Phidnomen keine
Signifikanzen zu errechnen waren. In der relativen Besserung der Schuppenmenge zum
Ausgangswert (Visit 2) schneiden Zink-Pyrithion und Octopirox® am besten ab (Abb. 15).

Hinsichtlich der Schuppengrof3e lassen sich keine wesentlichen Verdnderungen erkennen.

Unter Placebo-Behandlung besteht ein Trend zu groBeren Schuppen, wihrend dieser Effekt
unter den aktiven Behandlungsformen nicht auftritt (Abb. 16).

Pierard-Franchimont et al. (2000) gingen von einer Sichtbarkeit der Kopfschuppen ab einer
Grosse von 0,2 mm aus und legten diese Grosse als wichtigsten Parameter zur Diagnostik fest.
Auch eine Reihe weiterer Autoren (Mac Knee 1937, Vanderwyk 1964, Van Abbe 1964, Leyden
1976, Bergbrant 1989, Lodén 2000, Squire 2002) legten den sichtbaren Kopfschuppenbefall und
die Grosse der Kopfschuppen als diagnostisches Kriterium fest. In der vorliegenden Studie
konnte diese Vorgehensweise nicht bestitigt werden. Sichtbarer Kopfschuppenbefall korreliert
nicht immer mit der Nachweisbarkeit an Malassezia-Hefen, noch kann eine ausreichende
Schweregradeinteilung auf diese Weise erfolgen (McGinley 1975, Leyden 1976).
Uberraschenderweise korrelierte der giinstige Einfluss der aktiven Behandlung auf die
Schuppenmenge nicht mit Veridnderungen von Quantitit und Qualitit der Kopfhautflora in der
vorgelegten Studie. In der Eingangsbeurteilung (Tabellen 14-18) zeigen Probanden mit dem
hochsten Schuppenscore von 3 (I schwache- bzw. keine-, 2 mittel-, 3 stark) zwar ein
geringgradig hoheres Kulturergebnis (Zahl der positiven Zinken) als Probanden mit Score 2,

allerdings sind diese Werte aufgrund der hohen Standardabweichung nicht aussagekriftig.

Dies bestitigt sich auch in den weiteren ermittelten Werten, in denen die Besiedlungsdichte
ebenfalls nicht mit dem Schweregrad der Kopfschuppenerkrankung korrelierte. Dies ist jedoch

nicht auf eine unzureichende MeBmethode zuriuckzufithren. Wie bereits erwidhnt, finden sich
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auch in der Literatur Angaben dariiber, dass die alleinige Besiedlungsdichte mit Malassezia-
Hefen nicht der entscheidende Pathogenititsfaktor sein kann (Templeton 1929, Goldsmith et al.
1963, Vanderwyk et al., 1964, Van Abbe et al., 1968, Roia et al., 1968, Roberts et al., 1971,
McGinley, 1975, Barber, 1977, Yarrow et al., 1984, Noble, 1987, Heng et al., 1990).

Im Rahmen der Therapie findet sich ein Abfall des Kulturergebnisses besonders in der mit Zink-
Pyrithion behandelten Gruppe (Abb. 20 und Abb. 21). Signifikante Differenzen zu den anderen
Behandlungsarmen ergaben sich aufgrund der groflen Varianzen nicht (Abb. 22). Die am
hiufigsten isolierten Spezies waren mit Abstand M. globosa und M. sympodialis, wobei die
Héufigkeit von M. globosa im Laufe der Studie abnahm (Tab. 19). M. globosa trat tendenziell
eher bei hoheren Score-Werten auf (Tab. 24). Die Spezies M. furfur konnte deutlich seltener und

meist nur bei milderen Verldufen nachgewiesen werden.

M. pachydermatis konnte nur einmal nachgewiesen werden. Da diese Spezies vornehmlich von
Tieren stammt, wurde sie moglicherweise von einem Haustier (Maus) der Probandin iibertragen.
Nicht erklart werden kann zudem, dass schon etwa 11 % der Probanden bei Visit 2 trotz eines
hier mindestens zu fordernden Schuppenscores von 2 (Eingangskriterium) ein negatives
Kulturergebnis aufwiesen (Tab. 19). Die Zahl der negativen Kulturergebnisse nahm bis zum
Visit 4 zu, dies aber hauptséichlich durch den Einfluss der Verum-Anwendungen. Wie erwihnt,
korrelierte das Ergebnis nicht mit der klinischen Besserung. Eine Zunahme der negativen
Kulturergebnisse war jedoch auch in der Placebo-Gruppe zu beobachten. Dabei orientierte sich
das Studiendesign an der unteren Grenze einer Einwirkzeit, wie sie beispielsweise fiir auch
handelsiibliche medizinische Antischuppen-Zubereitungen (z.B. Terzolin-Losung enthidlt 2%
Ketoconazol) empfohlen wird. Der eigentlichen Therapiephase wurde in dieser Studie eine 2-
wochige Auswaschphase vorgeschaltet, in der nur die Shampoo-Grundlage eingesetzt wurde.
Dies erwies sich im Nachhinein als sinnvoll, da die Kulturausgangswerte der Probanden in den
einzelnen Behandlungsarmen synchronisiert werden konnten (Abb. 20 und Abb. 21). Trotzdem
muss auch ein Einfluss der Shampoo-Grundlage auf das Kulturergebnis diskutiert werden.
Moglicherweise spielen Konservierungsmittel eine Rolle. Es handelte sich um Euxyl K 400
(Schiilke + Mayr 0,05%, es besteht aus Dibromdicyanobutan und Phenoxyethanol). Daten iiber
eine Wirksamkeit dieses Pridparates gegeniiber Malassezia-Hefen finden sich in der Literatur

aber nicht.

Vergleichbare Effekte von Zink-Pyrithion und Octopirox® finden sich auch in anderen Studien.
Der interne Datenreport von Procter und Gamble zeigt in einer Studie von 1% Zink-Pyrithion
vs. 0,85% Octopirox vs. Placebo an 467 Patienten einen Riickgang des Schuppenscores um 70%

vs. 62% vs. 30% (Procter and Gamble data, 1993-1999).
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In fritheren Untersuchungen konnte die MHK von Octopirox® bzw. Zink-Pyrithion gegeniiber
M. sympodialis in einer Shampoogrundlage (Zusammensetzung 15% NaLES 2EO; 2% CAPB;
0,5% ABS; 0,1% Laureth 23) mit 25-50 bzw. 5-10 pg/ml bestimmt werden (Nenoff et al., 1994,
Mayser 1999). Hingegen zeigten die in vitro-Testergebnisse mit Oxiconazol, dass die
Empfindlichkeit von Malassezia-Hefen gegeniiber dieser Substanz reduziert sein kann. In der
Untersuchung von Shadomy et al. (1988) zeigte Ketoconazol die besten Effekte gegeniiber M.
furfur. Eine Kreuzresistenz von Oxiconazol und Econazol gegeniiber einigen M. furfur Isolaten
konnte in dieser Studie nachgewiesen werden (Shadomy et. al., 1988). Fiir den subjektiven
Parameter Juckreiz findet sich eine Abnahme in allen 4 Studienarmen unter Therapie. Sie ist am
stiarksten ausgeprigt bei Octopirox®, ohne jedoch im Vergleich zu den anderen Studienarmen

Signifikanz zu erreichen (Abb. 18).
Der Parameter Inflammation wurde zu selten angegeben und daher nicht gesondert ausgewertet.

Beziiglich des Parameters Pigmentbildung, sichtbar als in den Agar diffundierendes Pigment mit
braunlicher Verfdarbung (Mayser et al. 1998), konnte M. furfur gegeniiber M. sympodialis
signifikant (p<0,05) hiufiger isoliert werden, jedoch nicht im Vergleich zu M. globosa. Die
Haufigkeit gefundener Isolate von M. globosa und M. sympodialis unterschieden sich nicht
signifikant voneineinander (Abb. 9). Auffillig war hier, dass sich die Pigmentbildung nicht nur
bei M. furfur finden liel, sondern auch bei M. sympodialis sowie M. globosa. Dieses
widerspricht aber nicht bisherigen Ergebnissen in der Literatur (Mayser et. al. 1997 & 1998).
Vielmehr muss angenommen werden, dass es sich bei den anderen allesamt schwécher Pigment-
bildenden M. Spp. um Vermischungen einer anderen Malassezia-Species mit M. furfur handelt.
Moglicherweise erschwerten Zellenadhésionen einzelner Malassezia Species untereinander in
den Stanzlochern des Biirstenabdruckes auf den Agar-Platten die Kultivierung und

Differenzierung.

Ein signifikant (p<0,05) hoheres Auftreten von Pigmentpositiven M. Spp. in der Zink-Pyrithion
und Oxiconazol-Gruppe gegeniiber Placebo konnte gefunden werden, sowie ein tendenziell
hoheres Auftreten im Vergleich zur Octopirox®-Gruppe (Abb. 10). Ob das vermehrte Auftreten
von M. furfur in der Zink-Pyrithion-Gruppe bzw. das Auftreten von M. sympodialis nur in der
Oxiconazol-Gruppe Riickschliisse auf einen Zusammenhang zwischen verwendetem Wirkstoff
und der Hemmung der Pigmentbildung einzelner M. Spp. haben kann, ist rein spekulativ. Neben
der Wirkstoffkomponente konnen auch hier wiederum Mischkulturen einzelner M. Spp. nicht
ausgeschlossen werden. Des weiteren zeigte sich auch, dass nicht jeder gefundene Malassezia

Surfur in der Lage ist, Pigment zu bilden.
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Moglicherweise ist zum Pigmentnachweis die Materialgewinnung aus den Haarfollikeln iiber
die positiven Inokulationenabdriicke nicht ausreichend. Insbesondere auch da die neueren
Gattungen der Malassezia-Hefen (M. japonica, M. yamatoensis, M. dermatis, M. nana) von der
Differenzierung nicht erfasst wurden, so dass Mischkulturen auch hier nicht ausgeschlossen

werden koOnnen.

Die Zugabe von Cremophor-EL® als lipidhaltige Néhrsubstanz auf einem modifizierten
Nédhrboden kann durchaus als weiteres einfaches diagnostisches Kriterium zur
makromorphologischen Unterscheidung einzelner Malassezia-Hefen dienen (Mayser et al.
1997). Neben des schon in der Einleitung erwihnten bekannten Assimilationsmusters fiir M.
Sfurfur beschrieben Guillot et. al., 1996 auch ein charakterisches Wachstum von M. sympodialis
bei Applikation verschiedener Lipidquellen (Tween 20-80) jedoch nur fiir die Reinkultur von M.
sympodialis. Bei hohen Konzentrationen von Tween 20 soll das Wachstum um das in den Agar
gestanzte Loch charakteristisch gehemmt werden. Ahnlich des Pigmentnachweises waren aber
die Ergebnisse vollig uneinheitlich und zeigen, dass an Reinkulturen durchgefiihrte
Differenzierungssysteme (u.a. das von Guillot et al., 1996) nicht in gleicherweise auf

Wildisolate und damit auf mogliche Mischkulturen angewendet werden konnen.

Die Parameter Schweregradausprigung (Score), Schuppengrosse (Size), Kultur (culture),
Juckreiz (Itching), Abschuppung (Scaling), Entziindung (Inflammation) fanden letztendlich
noch in unterschiedlicher Gewichtung (Tab. 29) Eingang in einen Gesamtscore, das ,,Dandruff-
Assessment“ (Abb. 24). Dabei wurden Score und Schuppengrofle, in Anlehnung an die
Eingangsuntersuchung und des Einschlusskriteriums (Score "mittel"), hoher gewichtet. Hier

fanden sich wiederum die giinstigsten Ergebnisse fiir Zink-Pyrithion und Octopirox®.

Uber die Epidemiologie einzelner und insbesondere der neu abgegrenzten Malassezia-Spezies
beziiglich der Pityriasis simplex capillitii gibt es nur wenige Daten. Zudem finden sich in vivo
hiufig Mischkulturen, und es mangelt derzeit immer noch an geeigneten Verfahren,
Reinkulturen darzustellen. Unseres Wissens nach wurde innerhalb dieser Studie erstmalig das
von Guého et. al. (1996) vorgestellte Verfahren zur Identifizierung von Malassezia Hefen
mittels Polyoxysorbitanfettsdureester (7ween) — Assimilierung an Wildisolaten von Probanden
angewandt und nicht wie bisher an Referenz- und Reinkulturen. Moglicherweise erschweren
die Zelladhésionen einzelner Malassezia Species aneinander, die Gewinnung von Reinkulturen.
Unklar ist jedoch die Rolle der Erweiterung des diagnostischen Spektrums der
makromorphologischen Identifikation durch die Ergebnisse der Pigmentbildung und

Cremophor-EL® Verbrauches auf einem Nihrboden bei verschiedenen Gattungen von
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Malassezia-Hefen  beziiglich der  Pathogenese, Diagnostik und  Therapie der

Kopfschuppenerkrankung.

Bedeutsam scheinen immer noch eher qualitative als quantitative Verdnderungen der residenten
Kopfhautflora (Malassezia Spp., Corynebakterien Spp., Staphylokokken Spp., Streptokken Spp.
u.a.) zu sein. Moglicherweise spielt auch das Verhiltnis zur bakteriellen Flora eine Rolle. Es ist
auch immer noch unbekannt, wie die Hefe die Hautverinderungen hervorruft (Hay, 1997).

Verstarktes Wachstum kann nicht der einzige Grund sein.

Zusammenfassend lédsst sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Therapieerfolg und
der Qualitdt bzw. Quantitit der Malassezia-Hefen auf der Kopfhaut nachweisen. Somit wurden
die Ergebnisse vorheriger Studien, in denen die Besiedlungsdichte ebenfalls nicht mit dem
Schweregrad der Kopfschuppenerkrankung korrelierte, bestitigt. Die Kulturgewinnung und
Anziichtung einzelner Malassezia Spezies tiber die standardisierte Biirstenmethode und ihre
Nachweisbarkeit durch Kultivierung ist schnell und kostengiinstig durchzufiihren, jedoch bei
weitem nicht ausreichend zur Differenzierung und Gewinnung von Reinkulturen einzelner
Malassezia Spezies geeignet. Hier miissten noch weitere Differenzierungsgrundlagen geschaffen
werden, der Versuch mittels Pigmentbildung und Cremophor Assimilation konnte in Zukunft

dazu noch weiter beitragen.

Jedoch konnte in in der vorliegenden Studie ein deutlicher Einfluss einer Verum-Behandlung
auf die Kopfschuppenerkrankung bei handelsiiblichen Einsatzkonzentrationen durch die

verwendeten Messverfahren festgestellt werden.

Der genaue Pathomechanismus der zur Bildung von Kopfschuppen fiihrt ist immer noch unklar,
jedoch wirken antimykotisch-wirksame Zubereitungen. Altere Studien konnen aber auch nur
unter Vorbehalt auf die heutige Taxonomie angewandt werden, da in einem Grofteil der
Literatur Malassezia noch immer unter dem fritheren Namen Pityrosporum gefiihrt wird und
Studien oftmals an Referenz- und Reinkulturen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse konnen

daher nicht immer valide nachvollzogen werden.
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8. Anhang

8.1 Anleitung fiir die Probanden

Anwendung der Priifmedikation:
Priifpriparat 1 Minute in das angefeuchtete Haar einmassieren (ca. 5 ml; bei schulterlangem

Haar 10 ml) und nach Einwirkzeit von 2 Minuten ausspiilen.

Hiufigkeit des Haarewaschens

In den ersten 2 Wochen (Eingangsphase) nach Wunsch (Termine notieren); wéhrend der
Therapiephase (4 Wochen) alle 3 Tage; In der 2 wochigen Nachkontrollphase nach Wunsch mit
eigenem Shampoo (kein Antischuppenshampoo)

Vor einem Kontrolltermin 2 Tage keine Haarwésche!

Verwendung zuséitzlicher Haarpflege und Haarkosmetik
Nach Moglichkeit darauf verzichten, sonst dokumentieren!; Auf keinen Fall 2 Tage vor dem

néchsten Kontrolltermin Haarlackfestiger oder-spray anwenden

Bei jedem Kontrolltermin restliches Shampoo und Priifpriparat mitbringen!
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8.2 Probandenaufklirung

Probanden-Nr. .: Initialen:
Einverstindniserklirung

Mir ist angeboten worden, an einer Studie teilzunehmen, in der der Einfluss von das Pilz-Wachstum
hemmenden Substanzen (Antimykotika) auf die Kopfschuppenerkrankung untersucht wird. Nach
neueren Erkenntnisse spielen in der Auslosung der Kopfschuppen Hefen der Gattung Malassezia eine
Rolle, die zwar zur natiirlichen Kopfhautflora des Menschen gehdren, aber auch aus noch nicht
vollstindig geklarten Griinden Kopfschuppen verursachen konnen. Hier kann einerseits eine absolute
Vermehrung dieser Hefen eine Rolle spielen, andererseits aber auch Verschiebung im Verhiltnis
einzelner Arten zueinander. Mit Antimykotika insbesondere in einer Shampoo-Grundlage, die rezeptfrei
erhiltlich sind, hat man schon seit Jahren Kopfschuppen erfolgreich behandeln konnen. Die folgende
Studie mochte nun eine handelsiibliche Dosierung dreier dieser Antimykotika (Zink-Octopirox, Zink-
Pyrithion, Oxiconazol) mit der Frage vergleichen, ob diese unterschiedlich gut wirken und ob eine ggf.
eine unterschiedlich lange Erscheinungsfreiheit zu erzielen ist. Eine vierte Gruppe von Probanden wird
nur eine wirkstofffreie Shampoo-Grundlage erhalten, um die Wirksamkeit des Shampoos allein auf die
Kopfschuppenerkrankung zu untersuchen. Um eine Einflussnahme von Seiten des Untersuchers als auch
des Probanden auf das Ergebnis auszuschlieen, wird die Verabreichung der Priifpriaparate doppelblind
erfolgen. Da bedeutet, das weder Untersucher noch Proband wissen, welches Shampoo der einzelne
Proband enthilt. Sie als Proband konnten daher sowohl eines der wirkstoffhaltigen oder auch das
wirkstofffreie Pridparat erhalten. Nach einer Eingangsphase von 2 Wochen, in der alle Probanden die
Shampoogrundlage erhalten, werden Sie fiir 4 Wochen dann Thre Haare mit einem der 3 Priifpriparate
behandeln. Die Haare werden 3 mal pro Woche mit dem jeweiligen Priifpriparat gewaschen. Hierzu
wird das Préparat eine Minute in das bereits angefeuchtete Haar einmassiert und nach einer Einwirkzeit
von 2 Minuten abgespiilt. Bei den 5 erforderlichen Besuchsterminen werden jeweils Schuppenmenge
und Schuppengréfe durch Ausschiitteln der Haare iiber einer DIN-A3 grossen schwarzen Photopappe
bestimmt. Zudem wird durch 3-maliges Biirsten des Haarbodens mit einer Spezialbiirste Material fiir die
kulturelle Anzucht der Pilze gewonnen. Nach Ende der 4-wochigen Behandlungsphase konnen sie ihr
Haar wieder wie gewohnt pflegen (Ausnahme Anti-Schuppen-Shampoos). Ein letzter Kontrolltermin
nach 2 Wochen soll uns aber Aufschliisse iiber den weiteren Krankheitsverlauf bzw. auf einen
moglichen Riickfall geben.

Fiir jeden abgeschlossenen Besuch erhalten Sie eine pauschale Aufwandsentschidigung von 30,- DM,
insgesamt 150,-DM.

Ich bin dariiber informiert worden, dass die erhaltenen Daten den Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes unterliegen. Ich stimme ihrer Veroffentlichung unter der Voraussetzung zu, dass
jeder Bezug zu meiner Person unkenntlich gemacht ist.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der Studie erhobenen Daten aufgezeichnet, von einem
zur Verschwiegenheit verpflichteten Mitarbeiter oder Beauftragten der fordernden Einrichtung
eingesehen bzw. abgefragt und in anonymisierter Form an die zustindige Uberwachungsbehorde oder
die zustindige Bundesoberbehdrde weitergegeben, wissenschaftlich ausgewertet und den gesetzlichen
Bestimmungen entsprechend archiviert werden. Mir ist auBlerdem bekannt, dass in seltenen
Ausnahmefillen und nur unter Wahrung meiner Personlichkeitsrechte eine Weitergabe nicht
anonymisierter Daten erforderlich sein kann.

Ich bin ausreichend {iber Wesen und Inhalt der angesprochenen Studie aufgeklirt, habe keine weiteren
Fragen mehr und mochte an dieser Studie teilnehmen. Einen Durchschlag der Einverstindniserkldrung
habe ich erhalten.

Mein Einverstiandnis zu dieser Studie kann ich jederzeit ohne Angabe von Griinden zuriicknehmen, ohne
dass mir hieraus ein Schaden entsteht. Fiir eventuell auftretende unerwiinschte Wirkungen, die auf die
Studienmedikation zuriickzufiihren sind, wurde fiir mich eine Versicherung abgeschlossen, die in diesem
Falle eintritt.

(Unterschrift des Probanden)
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8.3 EINVERSTANDNISERKLARUNG

Ich bin damit einverstanden, an der Studie teilzunehmen.

Ich bin schriftlich und mindlich aufgeklart worden Uber ihr Ziel, die praktische Durchfiihrung,
den zu erwartenden Nutzen, die mdglichen Risiken und die mit ihr verbundenen Belastungen.

Uber den Versicherungsschutz bin ich in verstindlicher Weise informiert worden. Eine
Versicherungspolice .........cccoveiiiiiieeiennnn. liegt vor.

Mein Einverstdndnis zu dieser Studie kann ich jederzeit ohne Angabe von Grinden
zurlicknehmen, ohne dass mir hieraus ein Schaden entsteht.

Ich bin darUber informiert worden, dass die erhaltenen Daten den Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes unterliegen. Ich stimme ihrer Verdffentlichung unter der Voraussetzung
zu, dass jeder Bezug zu meiner Person unkenntlich gemacht ist.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der Studie erhobenen Daten
aufgezeichnet, von einem zur Verschwiegenheit verpflichteten Mitarbeiter oder Beauftragten
der férdernden Einrichtung eingesehen bzw. abgefragt und in anonymisierter Form an die
zustandige Uberwachungsbehérde oder die zustandige Bundesoberbehdrde weitergegeben,
wissenschaftlich ausgewertet und den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend archiviert
werden. Mir ist auBerdem bekannt, dass in seltenen Ausnahmefallen und nur unter Wahrung
meiner Personlichkeitsrechte eine Weitergabe nicht anonymisierter Daten erforderlich sein
kann.

Ich konnte Fragen stellen. Sie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.
Ich bin ausreichend iiber Wesen und Inhalt der angesprochenen Studie aufgeklirt, habe keine weiteren
Fragen mehr und mochte an dieser Studie teilnehmen.

Ich habe keine weiteren Fragen mehr.

Ich habe eine Kopie der schriftlichen Aufklarung und dieser Einverstandniserklarung erhalten.

Unterschrift des Probanden Unterschrift des Studienleiters/
Stellvertreters
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8.4 Probandentagebuch

Probanden-Nr.: Initialen:

Therapietagebuch

Termin 1: Tag O - Datum .................... (bitte eintragen): Erhalt der Shampoogrundlage
Termin 2 (nach 14-18 Tagen) Datum:

Tage, an denen die Haare in der Zwischenzeit gewaschen wurden (bitte eintragen)

Bitte bei allen Kontrollterminen 2 Tage vor Termin keine Haare mehr waschen und restliches
Shampoo mitbringen. 2 Tage vor der Kontrolle und am Kontrolltermin darf kein Haarspray,
Haarlack oder Festiger verwendet werden.

Termin 3 (nach 26-30 Tagen) Datum:

Tage, an denen die Haare in der Zwischenzeit gewaschen wurden (erforderlich - alle 3 Tage) -

bitte eintragen:

Termin 4 (nach 42-44 Tagen) Datum:
Tage, an denen die Haare in der Zwischenzeit gewaschen wurden (erforderlich - alle 3 Tage) -

bitte eintragen:

Bitte restliches Priifpriparat mitbringen!!
Termin S (nach 54-58 Tagen) Datum:

Haarpflege nach Wunsch, aber kein Antischuppenshampoo verwenden; Priparat und Zeiten

bitte eintragen; Verwendetes Priparat:
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8.5 Randomisierungsliste

[ 1]C 46[A A |Zink-Pyrithion
2|D 471A B Placebo
3D 48|C C Octopirox
4A 49[B D Oxiconazol
3D 50[C
6D 51D
1B 52A
8iC 53|
9IC 54B
o1
o5 56D
B 57|c
7 s8lc
T 59B
Tolc 60[D
171A 61|B
18]A 62|D
19D 63|C

20[B 64/B
21|c 65[A
22/A 66[A
23|C 67A
24| 68[A
25D 69(A
26/B 70(B
271A 71]A
28iB 72]D
I 73lc
30jA 74A
31JA 75D
32D 76|C
33A 77B
34D 78D
35|B

< 79C
B 80ID
38JA 81)B
39D 8218
40[A 831C
41|C 84{C
42[B 85|C
43[B 86|B
44D 87D
45|D [ 88D
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8.6 Abbildungs-, Tabellen- und Abkiirzungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis:
1. Abbildung:
Original- und modifizierte Kopfmassagebiirste

2. Abbildung:

Biirstenabdriicke der modifizierten Kopfmassagebiirste auf mDixon Agar

3. Abbildung:
Biirstenabdriicke im Vorversuch mit modifizierter Biirste
4. Abbildung:
Originalscan der Differenzierungsgrundlage
5. Abbildung:
Randausstrich nach positiver Inokulation
6. Abbildung:
Alters- und Geschlechtsverteilung der Probanden
7. Abbildung:
Haarldnge und Medikationsverbrauch
8. Abbildung:
Gesamtanzahl der isolierten Malassezia Spezies
9. Abbildung:
Anzahl pigment positiver Malassezia Spezies
10.Abbildung:
Unterteilung pigment positiver Malassezia Spezies nach Visit und
Medikationsgruppen
11.Abbildung:
Unterteilung pigment positiver Malassezia Spezies nach
Medikationsgruppen
12.Abbildung:
Verinderung des Schweregrades der Schuppenerkrankung
13.Abbildung:
Effizienz der einzelnen Behandlungsarme
14.Abbildung:

Quantitative Schuppenmenge
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15.Abbildung:

Relative Verbesserung der Schuppenmenge ab Baseline (Visit 2)
16.Abbildung:

Absolute Veridnderung der Schuppengrosse
17.Abbildung:

Relative Reduktion der Schuppengrosse ab Baseline (Visit 2)
18.Abbildung:

Itching Score (Juckreiz)
19.Abbildung:

Effektivitidt und Schweregradausprigung mit Korrelationskoeffizient
20.Abbildung:

Kulturergebnis (absolut iiber 5 Visiten)
21.Abbildung:

Mittlere Abnahme des Kulturergebnis ab Baseline (Visit 2)
22.Abbildung:

Kulturergebnis (mittlere Abnahme)
23.Abbildung:

Effizienz und Vertréaglichkeit
24.Abbildung:

Schuppengesamtscore (Dandruff Assessment)
25.Abbildung:
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Abkiirzungen:

M. Spp.(M.[...])

M. glob.

M. symp.

M. pachy.
P.(orbiculare/ovale)
PV

SD

mDixon
ZnPt/ZPT/Zink-Pyr.
Zn

Oxic.

Octo.

KET

MHK

Pity. sim. cap.
DGHM

Mw

S*

Malassezia-Spezies
Malassezia globosa
Malassezia sympodialis
Malassezia pachydermatis
Pityrosporum

Pityriasis versicolor
Seborrhoische Dermatitis
modifizierter Dixon
Zink-Pyrithion

Zink

Oxiconazol

Octopirox

Ketoconazol

mittlere Hemm Konzentrationen

Pityriasis simplex capillitii

Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie e.V.

Mittelwerte

Standardabweichung

Auch bei der Verwendung von Abkiirzungen bzw. Namen und Begriffen, die nicht als
urheberrechtlich geschiitzt gekennzeichnet sind, kann nicht von deren freier Verwendung als

nicht eingetragenes Warenzeichen ausgegangen werden.

Octopirox ist eingetragenes Warenzeichen der Clariant AG
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9. Zusammenfassung

In einer doppelblinden, randomisierten, vierarmigen Studie wurde die Wirksamkeit einer
Octopirox®-Shampoo-Formulierung (enthaltend 0,5% Octopirox® sowie 0,35% ZnCl,) mit Zink-
Pyrithion (0,5%) und Oxiconazol (0,25%) in gleicher Shampoo-Grundlage sowie der Shampoo-
Grundlage allein (Placebo) auf die Kopfschuppenerkrankung (Pityriasis simplex capillitii)
miteinander verglichen. Als Zielparameter wurden Schuppengrofe, Schuppenmenge, die
Quantitdt und Qualitdt der gefundenen Malassezia-Hefen, sowie das subjektive Befinden der
Probanden, gewihlt.

Nach einer 2-wochigen Auswaschphase wurden die Patienten randomisiert einen der 4
Studienarme zugeteilt, die darauf folgende aktive Behandlungsphase umfasste 4 Wochen. Nach
weiteren 2 Wochen wurde eine Kontrollvisite angeschlossen.

88 Probanden wurden in die Studie eingeschlossen, von denen sie 82 regulidr beendeten. 6
Probanden erschienen nicht zu allen Visits und mussten ausgeschlossen werden,
schwerwiegende unerwiinschte Wirkungen wurden nicht beobachtet. Im iibrigen waren
Effizienz und Vertrdglichkeit gut. Der Schweregrad der Kopfschuppenausprigung
(Kopfschuppenmenge) hatte sich in den einzelnen Studienarmen nahezu gleichmiBig verringert
(keine signifikanten Differenzen). In der Placebo-Gruppe ist nur eine geringe Verdnderung
nachweisbar. In der relativen Besserung zum Ausgangswert (Visit 2) schneiden Zink-Pyrithion
und Octopirox® am besten ab. Hinsichtlich der KopfschuppengroBe lassen sich keine
wesentlichen Veridnderungen erkennen.

In der Nachtherapiephase nahm in den Verum-Gruppen die Schuppenmenge wieder zu, was als
weiterer Hinweis fiir einen Einfluss der aktiven Behandlung auf die Schuppenmenge angesehen
werden kann. Jedoch korreliert der giinstige Einfluss der aktiven Behandlung auf die
Schuppenmenge nicht mit Verdnderungen von Quantitit und Qualitit der Kopthautflora.

Die quantitative Besiedlung der Kopfhaut mit Malassezia-Hefen lie sich durch die
Auswaschphase in allen 4 Armen synchronisieren, jedoch korrelierte die Besiedlungsdichte
nicht mit dem Schweregrad der Kopfschuppenausprigung (Kopfschuppenmenge und -grof3e).
Unter Therapie findet sich ein Abfall des Kulturergebnisses besonders in der mit Zink-Pyrithion
behandelten Gruppe, signifikante Differenzen ergaben sich jedoch nicht. Es lief sich auch keine
Korrelation der Schwere der Kopfschuppenerkrankung mit einzelnen Malassezia Spezies
ableiten.

Die am hiufigsten isolierten Spezies waren M. globosa und M. sympodialis, wobei die
Héufigkeit von M. globosa im Laufe der Studie abnahm, die der negativen Kulturergebnisse

hingegen zunahm. Da dies auch in Placebo-Gruppe zu beobachten war, muss ggf. auch ein
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Einfluss der Shampoo-Grundlage diskutiert werden. Auch die Ergebnisse beziiglich der
Pigmentbildung lassen einen Einfluss der Shampoo-Grundlage vermuten. Wie erwartet wurde
M. furfur signifikant haufiger gefunden. Beziiglich der Cremophor-EL® -Assimilation wurde ein
sehr uneinheitliches Ergebnis gefunden. Moglicherweise waren verunreinigte Kulturisolate und
Vermischungen einzelner Malassezia Spezies untereinander hierfiir verantwortlich. Ein Einfluss
der Verum-Placebo-Gruppe auf die Cremophor-EL® -Assimilation zeigte sich jedoch nicht. Fiir
den subjektiven Parameter Juckreiz findet sich eine Abnahme in allen 4 Studienarmen unter
Therapie. Sie ist am stirksten ausgeprigt bei Octopirox®, ohne jedoch im Vergleich zu den

anderen Studienarmen Signifikanz zu erreichen.

Zusammenfassend findet sich ein deutlicher Einfluss einer Verum-Behandlung auf die

Kopfschuppenerkrankung.

Jedoch konnte in dieser Studie kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem klinischen
Merkmal "Kopfschuppung" und der Besiedlung mit Malassezia-Hefen gefunden werden.
Dennoch kann unter antimykotischer Therapie eine klinische Besserung erzielt werden, die mit

einer Reduktion der Keimzahl einhergeht.
Dieses zunichst ungewohnliche Ergebnis entspricht aber den bisher bereits publizierten

Ergebnissen. Die Pathogenese der Kopfschuppenerkrankung ist letztlich nicht geklirt, jedoch

wirken antimykotische Zubereitungen.
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9. Summary

In a double-blind, randomized, four armed study the effectiveness of a Octopirox® shampoo
formulation (containing 0.5% Octopirox® as well as 0.35% ZnCl2) with Zinc-Pyrithion (0.5%)
and Oxiconazol (0.25%) in same shampoo base as well as the shampoo base alone (Placebo)
compared with one another on dandruff (Pityriasis simplex capillitii). As primary goal
parameters scale size and scale quantity were selected, as secondary goal parameter quantity and
quality of the found Malassezia yeasts, as well as the subjective scalp condition.

After a two-week washing out phase (screening) the patients were assigned randomized one of
the 4 study arms (baseline) The active treatment phase followed on it covered 4 weeks. After
further 2 weeks a review was attached (post treatment control).

88 test persons were included into the study, from which 82 regularly terminated. 6 test persons
published not to all Visits and have to be excluded. Serious unwanted effects were not observed.
In all other respects efficiency and compatibility were good. The severity score level in the
individual study arms had been reduced (no significant differences), while in the group of
placebo only a small change was provable. Also regarding the reduction of the scale quantity is
an almost homogeneous improvement in the groups of treatments, but only an easy
improvement in the group of placebo

In the relative improvement to the initial value (baseline, Visit 2) Zinc-Pyrithion and Octopirox®
fare best. Regarding the scale size no substantial changes were shown. In the post treatment
control phase the scale quantity in the verum groups increased again, which can be regarded as a
further note for an influence of the active treatment on scale quantity. However the favorable
influence of the active treatment on scale quantity does not correlate with changes of quantity
and quality of the individual scalp condition.

The quantitative colonisation of the scalp with Malassezia yeasts could be synchronized by the
washing out phase (screening) in all 4 arms, however the population density did not correlate
with the severity score level of dandruff. Especially in the group treated with Zinc-Pyrithion a
decrease of positiv culture result is found, but without significant differences. Due to the
individual dandruff condition no correlation could be derived with individual Malassezia
species.

The most frequently isolated species were M. globosa and M. sympodialis. The frequency of M.
globosa decreased in the course of the study, the negative culture results increased. This was
also be observed in the placebo group, an influence of the shampoo base must be discussed.
Also the results concerning pigment formation let an influence of the shampoo base assume, as

expected Malassezia furfur was found significantly more frequent. Concerning Cremophor EL®-
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assimilation a very non-uniform result was found. Possibly contaminated culture isolate and
mixtures of individual Malassezia species among themselves were for this responsible. However
an influence of the verum or placebo group on the Cremophor EL® - assimilation did not show
up. The subjective parameter itching is increased in all 4 study arms under therapy. It is most
strongly pronounced with Octopirox®, without reaching significance compared with the other

study arms.

Comprehensively a clear influence of a verum-treatment is found on dandruff. The severity
score level of the disease and the therapy successes cannot be correlated however with the
quality and/or quantity of the Malassezia-yeast on the scalp. This first of all unusual result
however corresponds already with previously published results. In the end the pathogenesis of

dandruff is not cleared, however anti mycotic preparations take effect.
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