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1 Einleitung und Problemstellung

In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits die positive Korrelation der
oralen und gastrointestinalen Candidabesiedelung bei Kindern dargestellt werden
[108,123]. Darlber hinaus ergaben sich Hinweise auf eine deszendierende
Kolonisationen, indem durch Genotypisierung die genetische Identitat der meisten
Candida - Isolate aus der Mundhéhle und dem Stuhl nachgewiesen wurde [54].
SZIEGOLEIT et al. bewiesen im Jahre 1999, dass ein klarer Zusammenhang
zwischen der Candidabesiedelung der Mundhéhle und Karies besteht [108]. Die
héchste Keimdichte an Sprosspilzen herrscht hierbei in der kariésen Kavitat, welche
somit auch als bevorzugtes Biotop fir Hefepilze in Betracht kommt.

Bei Kindern mit schwerwiegenden Allgemeinerkrankungen, wie zum Beispiel bei
immunsupprimierten bzw. endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern, erscheint eine
Candidabesiedelung der Mundhdéhle und/oder des Gastrointestinaltraktes besonders
problematisch.

SCHOWENGERDT et al. zeigten in ihrer Untersuchung aus dem Jahre 1997, dass
herztransplantierte Kinder gehauft an rezidivierenden Candidainfektionen des
Orointestinaltraktes leiden [99]. Auch REDDING et al. wiesen 1999 darauf hin, dass
Hefen bei immunsupprimierten Patienten zu ernsthaften Problemen flihren kénnen
[94]. Des Weiteren finden sich in der Literatur Hinweise, dass Candidosen auch
andere systemische Komplikationen hervorrufen kénnen [110,111]. Die
dramatischste durch orale Hefepilzinfektion auftretende Komplikation ist die
Mortalitat, Gber die UIP et al. bei drei von 100 Patienten berichten [110]. Bei den
beschriebenen Fallen handelt es sich um Pilze der Gattung Candida (C. albicans
und C. tropicalis) sowie dem Schimmelpilz Aspergillus. VERMA et al. zeigten 2005,
dass 32 von insgesamt 79 untersuchten lebertransplantierten Kindern eine
Pilzinfektion aufwiesen. Bei 29 von diesen Kindern stellten Candida Spezies, vor
allem Candida albicans (66%), den Erreger dar [113]. Besonders schwierig gestaltet
sich die Therapie der Candidainfektionen bei den immunsupprimierten und/oder
endokarditisprophylaxepflichtigen Patienten, wenn diese trotz Antimykotikagabe
rezidivierend an Candidamien erkranken. MASIA et al. erklarten dies mit der immer
haufiger auftretenden Resistenz verschiedener Candida Spezies gegen das
verabreichte Antimykotikum [74]. So sind zum Beispiel Candida glabrata - und
Candida krusei - Stamme trotz Gabe von Fluconazolen im Organismus
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nachgewiesen worden, das heiBt, sie sind diesem Antimykotikum gegentber sehr
widerstandsféhig [74,106,112]. Auch in der Mundhéhle reicht eine alleinige
antimykotische Therapie nicht aus, um die Pilze langfristig zu eliminieren, da sich -
wie oben erwahnt- tiefe karidse Zahnkavititen als Uberlebensnischen fir Hefen
erwiesen haben. Von daher ist die umfassende Gebisssanierung mit Beseitigung
aller kariésen Defekte von grdBter Wichtigkeit [108].

Ziel der vorliegenden Studie war es deshalb, die Candida-Antigen- und Candida-
Antikdrperkonzentration sowie die Haufigkeit der Candidabesiedelung der
Mundhoéhle und des Magen-Darmtraktes bei herzgesunden, immunsupprimierten
und/oder endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern in Relation zum Kariesstatus zu

eruieren.

Dabei interessierten folgende Fragestellungen:

e Unterscheidet sich das Keimspekirum des Orointestinaltraktes sowohl
immunsupprimierter als auch endokarditisprophylaxepflichtiger herzkranker
Kinder von dem nicht herzkranker Jungen und Madchen?

e |st eine Candidakolonisation des Magen-Darmtrakies und der Mundhéhle
abhangig vom kariésen Gebissbefund der Kinder?

e Haben immunsupprimierte und/oder endokarditisprophylaxepflichtige
Méadchen und Jungen ein héheres Kariesrisiko?

e Wie stellt sich die Quantitat der Candida-Antigene und -Antikérper im Serum
bei herzgesunden, endokarditisprophylaxepflichtigen und/oder
immunsupprimierten Kindern dar?

e lasst sich ein Zusammenhang zwischen der orointestinalen
Candidabesiedelung und dem Nachweis von Candida-Antigenen und
-Antikérpern im  Serum bei endokarditisprophylaxepflichtigen und/oder

immunsupprimierten Kindern belegen?
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2 Literaturubersicht

2.1 Aufbau und Funktion des Hefepilzes Candida albicans

Die Gattung Candida wird der morphologischen Einteilung nach den Sprosspilzen
(Hefen) zugeordnet. Diese liegen zundchst als rundliche Zellen, sogenannte
Blastosporen, vor, wobei man die einzelnen Arten anhand ihrer morphologischen
Merkmale voneinander unterscheiden kann. Die Blastosporen vermehren sich
ungeschlechtlich durch Knospung (Sprossung) und wachsen seitlich aus der 4-10
pum groBen Mutterzelle als 2,5 x 3 um groBe Tochterzellen heran. Letztere schniiren
sich schlieBlich ab und werden allmahlich gréBer (Abb. 1 und 2).

Abb. 1: Candida-Sprossung

in der Ubersicht (Vergr.:
500x).

—» = Mutterzelle
—» = Tochterzelle
—>» = Blastospore

Abb. 2: Candida-Sprossung
in rasterelektronenmikro-
skopischer (REM-)

Darstellung.
MZ = Mutterzelle
TZ = Tochterzelle
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Die Anzichtung von Candida kann auf Sabouraudagar, einem einfachen
Peptonmedium mit Glukosezusatz bei 35-37°C erfolgen [82]. Dabei entstehen
weiBe, porzellanartige Kolonien, die einen hefeartigen Geruch ausstrémen. Ein
spezieller Nachweis von Candida Spezies wird auf CHROMagar™-Platten
durchgefihrt. Hierbei bilden sich innerhalb weniger Tage die Kolonien bei 37°C
durch die Reaktion von speziesspezifischen Enzymen mit einem Chrom-Substrat
unter unterschiedlicher Farbgebungen aus und kénnen entsprechend klassifiziert
werden [18,22,56,83]. Der sogenannte Keimschlauchtest (,germ tube test®) dient
erganzend als ,Schnelltest® flr Candida albicans [53]. Dabei werden 1-2
Hefekolonien in 500 ul Humanserum geimpft und danach fir 3 Stunden bei 37°C
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wandelt sich der Keim von der Hefe- in die
Hyphenform um und kann entsprechend unter dem Mikroskop leicht als

,Keimschlauch” erkannt werden (Abb. 3).

Abb. 3: (Rot) Markierter
Keimschlauch von C.
albicans 180 Minuten nach
Inkubation. (Vergr.: 500x)
—» = Blastospore

Die sich verandernde Morphologie von Candida wird als Dimorphismus bezeichnet
und ist abhangig von bestimmten Wachstumsbedingungen, wie Temperatur,
Nahrboden etc.. Charakteristisch fir Candida albicans ist weiter die Bildung von
echten Hyphen (Fadenform), die auch als Ubergang von der saprophytéren in die
pathogene Besiedelungsform des Pilzes einzuordnen ist (Abb. 4).
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Abb. 4: C. albicans-
Dimorphismus
(REM-Aufnahme)
H =Hyphe

MZ = Mutterzelle
TZ = Tochterzelle
MZN = Mutterzzelle
mit Narbe, die bei
der Abschnirung
der Tochterzelle
zuriick bleibt

Candida 6HAAx

Des Weiteren werden die verschiedenen Pilzarten auch durch ihre Fahigkeit,
bestimmte Stoffe (meist Zucker) zu hydrolysieren oder in deren Gegenwart zu
wachsen, voneinander unterschieden. Dies geschieht mittels biochemischer
Keimidentifizierungsysteme, wie zum Beispiel dem AUXACOLOR™2-Test-System,
welches auf dem Prinzip der Zuckerassimilierung beruht [27,28,32,96]. Da Hefen
der Gattung Candida als Krankheitskeime fiir Systemmykosen gelten und diese
meist durch Persorption durch die intakte Darmwand eindringen, wird mit Hilfe
immunologischer Methoden eine schnelle Diagnosesicherung angestrebt [58]. Dabei
werden makromolekulare Antigene von Pilzen, sog. Mannane, wéahrend der
Infektion in Kérperflissigkeiten nachgewiesen [103,126]. Ein Mannan stellt ein an
der Hefezellwand nicht-kovalent gebundenes Polysaccharid dar. Als Testsystem
scheint eine Kombination des Platelia-Candida-Antigentests mit dem Platelia-
Candida-Antikérpernachweis (PLATELIA™-CANDIDA Ab/Ac/Ak, Bio-Rad, Marnes-
la-Coquette / France) die Sensitivitat signifikant zu erhéhen und zu einem sicheren
Testergebnis zu fihren [86,100,102].
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Die physiologische Flora der Mundhéhle wird in der Regel von Bakterien gepragt
[49]. Daneben lassen sich haufig aber auch Sprosspilze, wie zum Beispiel Candida,
als Ubliche Kommensalen in der Mundhdhle nachweisen. Von der Gattung Candida
gibt es mehr als 100 unterschiedliche Spezies, wobei die nachfolgenden Arten
besonders von medizinischer Bedeutung sind: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. dubliniensis und C. kefyr [64,81,84,128].
In 45% der Faélle konnte Candida albicans bei Neugeborenen, in 45-65% bei
gesunden Kindern und in 30-45% bei gesunden Erwachsenen aus der Mundhdhle
isoliert werden [4]. Sprosspilze gehdren so zur unauffélligen mikrobiellen Flora des
Menschen, kdénnen aber als klinisches Reservoir fir spatere Infektionen dienen.
Hauptsachlich Hefen der Gattung Candida mit einem Anteil von 80% - und hier vor
allem Candida albicans - gelten als Erreger von Systemmykosen [52]. Die
Normalflora der Mundhéhle stellt insofern einen fortdauernden Stimulus fur das
Immunsystem und dessen Entwicklung dar. Sie kann also durchaus opportunistisch
pathogen werden, wenn ihre spezifische und unspezifische Kontrolle durch den
Wirtsorganismus  reduziert wird. Es kommt dann zum Ubergang vom
Kommensalismus zur Infektion und an der Mundschleimhaut (z. B. bei Patienten,
die unter medikamentéser Immunsuppression stehen) treten die bekannten
Anzeichen einer Mykose auf [99]. Auch bei Patienten mit angeborenen Herzfehlern
kénnen solche schwerwiegenden Komplikationen (z. B. infektiose Endokarditis)
auftreten [29,61,78]. Bleibt zu ergénzen, dass bei immunsupprimierten Patienten
orale Pilzinfektionen in seltenen Fallen auch durch andere Spezies wie Aspergillus,
Rhizopus, Turolopis, Phycomycetes und Histoplasma verursacht werden kénnen
[39,40].

2.2 Candida albicans in der Kariesgenese

Dass Candida eine wichtige Rolle bei der Kariesgenese spielen kann, zeigten
WETZEL et al. bereits 1997 in einer In-vitro Imitation des menschlichen
Mundhéhlenmilieus [122]. Die Autoren fanden heraus, dass:
e (Candida albicans allein in der Lage ist, eine festanhaftende Zahnplaque auf
der Oberflache von humanem Zahnschmelz zu bilden,
e sich der pH-Wert innerhalb der selbstgebildeten Plaque bei Glukosezufuhr
vom Neutralwert (7,0) auf 4,8 - 5,1 reduzierte und
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e die Zahnoberflaiche unterhalb des abakteriell gebildeten Zahnbelags
destruierte.

Diese Veranderungen bestatigten die Vermutung, dass neben Streptococcus
mutans und Laktobazillen auch Candida albicans als potentiell initialer Karieskeim
anzusehen ist. 2002 konnten NIKAWA et al. ebenfalls in einer In-vitro Studie
beweisen, dass Candida albicans im Vergleich zu Streptococcus mutans eine
zwanzigfach héhere Adharenz an Hxdroxylapatit aufweist [80]. Hier wurde Candida
albicans mit seinem karieserzeugenden Potential u. a. auch als Risikofaktor fiir die
Entstehung von Wurzel- und /oder Dentinkaries angesehen. Weiterhin ist bekannt,
dass Candida albicans in der Lage ist, sowohl unter aeroben als auch unter
aneroben Bedingungen Zucker zu verwerten [95].

SZIEGOLEIT et al. belegten dartberhinaus, dass ein deutlicher Zusammenhang
zwischen einer Candidabesiedelung der Mundhéhle und dem Ausmal der Karies
besteht [108]. Die héchste Keimdichte an Sprosspilzen wiesen hierbei die karidsen
Kavitaten auf, welche somit als bevorzugtes Biotop fur Hefepilze anzusehen sind.

2.3 Candida albicans als Krankheitserreger

Zur Beschreibung von Infektionen mit Candida werden die Begriffe Candidiasis und
/oder Candidosis verwendet. Unter einer Candidiasis versteht man die Anwesenheit
von Candida Spezies, vorwiegend C. albicans, C. tropicalis, C. krusei oder C.
glabrata, bei gleichzeitig klinischen Zeichen und Symptomen einer Erkrankung. Die
orale Candidiasis kann sich auf verschiedene Weise manifestieren. Bereits 1966
stellte LEHNER die meist gebrauchte Klassifikation auf [69]:

akute pseudomembranése Candidiasis

akute atrophische Candidiasis

chronisch atrophische Candidiasis

chronisch hyperplastische Candidiasis und ihre 4 Untergruppen
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Da bei dieser Zuordnung jedoch klinische und pathologische Kriterien vermischt
werden, die leicht zu Verwechselungen fihren kdnnten, schlugen AXELL et al. 1997
die nachfolgende Klassifikation vor [13]:

1. Primére orale Candidiasis

a) akute Formen
* pseudomembrands

* erythematds

b) chronische Formen
* pseudomembrands
* erythematds
* hyperplastisch (knotig, plaqueartig)

¢) Candida-assoziierte Lasionen
* Prothesenstomatitis
* Cheilitis angularis
» mediane rhomboide Glossitis

d) keratinisierte Lasionen mit Candida superinfiziert
* Leukoplakie
* Lichen planus
* Lupus erythematosus

2. Sekundére orale Candidiasis

e orale Manifestationen der systemischen mucocutanésen Candidiasis

1999 konnten zwei europdische Multicenter Studien von VISCOLI et al. und
PFALLER et al. nachweisen, dass C. albicans mit 49-53% die am haufigsten
isolierte Spezies, gefolgt von C. prapsilosis (11-21%), C. glabrata (10-12%), C.
tropicalis (6-11%), C. krusei (1-9%) und anderen Candida Spezies (1-10%) war
[89,115]. Obwohl C. albicans damit die haufigste Unterart war, wurden in den letzten
Jahren trotzdem immer noch neue non-albicans-Spezies identifiziert, die auch

vermehrt bei immunsupprimierten herztransplantierten Patienten auftreten und so
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an medizinischer Bedeutung gewinnen [73,92,93,101,120]. Es wird vermutet, dass
dies zum einen an der zunehmenden Anzahl immunsupprimierter Patienten mit
héherem Risiko fur Infektionen und zum anderen an den gegen Antimykotika
resistenten Spezies liegt [8,9,74,112]. So berichten ELLIS et al. und KOVACICOVA
et al. 2001 und 2002 Gber Amphotericin B-resistente Isolate von C. albicans, C.
guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis und C. tropicalis [36,62]. Man
nimmt an, dass es wahrend der antimykotischen Therapie zur Selektion resistenter
Spezies kommt, so dass vor allem immunsupprimierte Patienten rezidivierend an
Candidainfektionen leiden [26,99]. Candida kann sich bei gesunden Menschen fir
gewobhnlich in der Mundhéhle, im Gastrointestinaltrakt, auf der Haut und vaginal
lokalisieren. Trotzdem entwickeln nur wenige der betroffenen Personen eine
Candidiasis. Daraus lasst sich schlieBen, dass sich die Pathogenitat nur dann
auswirkt, wenn daflr gunstige Bedingungen vorliegen. Pradisponierende
Virulenzfaktoren kénnen ein defektes Immunsystem (AIDS), Diabetes mellitus und
iatrogene Faktoren wie Antibiotikatherapie, Gabe von Immunsuppressiva etc. sein
[4,12,46]. In solchen Fallen kdnnen die fakultativ pathogenen Erreger dann zu
schwerwiegenden Komplikationen flihren, wobei der Oropharynx und der gesamte
Gastrointestinaltrakt als Hauptreservoire fir Candida Spezies angesehen werden,
die dann als Ausgangspunkt fir weitere Organinfektionen in Frage kommen
[58,97,99]. Konkret kommt es durch Veranderung der Durchlassigkeit des
Darmepithels zum Ubertritt von Hefezellen in die Blutbahn und nachfolgend zur
Absiedlung in verschiedene Organe [58]. Auch der Zusammenhang der
deszendierenden Candidakolonisationen aus der Mundhéhle in den Magen-Darm-
Trakt verdient bei immunsupprimierten Patienten héchste Beachtung [54,58,97].
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24 Candidiasis nach Organtransplantation

Nach erfolgter Organtransplantation/Herztransplantation erhalten Patienten geman
derzeitigem medizinischem Erkenntnisstand lebenslang Immunsuppressiva, welche
dazu dienen, das Immunsystem zu unterdricken. Im Regelfall schitzt das
Immunsystem den Koérper vor Krankheiten, indem es fremde Zellen (z. B.
Bakterien) oder veranderte Koérperzellen (z. B. virusinfizierte) erkennt und diese
eliminiert. Ein transplantiertes Organ wird ebenfalls als Fremdkdérper angesehen und
soll gleichermaBen abgestoBen werden. Eine Reaktion des Immunsystems, die sich
als lebensgefahrlich fir den Empfanger des Herzens erweist. Dem wirkt das
Immunsuppressivum entgegen, indem es die Bildung der Immunzellen blockiert und
somit die kérpereigene AbstoBungsreaktion des Fremdorgans wirksam unterbindet.
Als Folge der nach der Operation verabreichten Immunsuppressiva wird allerdings
gleichzeitig die Fahigkeit des Organismus zur Abwehr von pathogenen Erregern
deutlich herabgesetzt. In der Mundhdhle kann sich so eine mikrobielle Flora aus
pathogenen Keimen etablieren, die nach systemischer Ausbreitung im Kdérper in der
Lage ist, schwere Komplikationen hervorzurufen [30,58,110]. Derartige Infektionen
kénnen sowohl die Morbiditat (Krankhaftigkeit) als auch die Mortalitat (Sterblichkeit)
erhéhen [10,24,34,51]. 1991 zeigten SHUMAKOQV et al., dass 8 von 35 Patienten
nach orthoper Herztransplantation an infektiosen Komplikationen verstarben, wobei
in einem Fall sogar eine systemische Candidose als Todesursache erkannt wurde
[104]. Nachfolgende Studien von UIP et al. (1996), de PAUW (2000) und GROSSI
(2000) stellen Pilzinfektionen als einen der Hauptgrinde fir Morbiditat und Mortalitat
bei Patienten nach Organtransplantation dar [34,48,110]. SCHOWENGERDT et al.
berichteten 1997 Uber eine Mortalitatsrate von 52% bei herztransplantierten Kindern
mit Pilzinfektionen [99]. 2005 vermerkten WEINBERGER et al. noch eine Todesrate
von 36% bei immunsupprimierten Patienten durch C. albicans [120]. Bekannt ist,
dass eine Organmykose erst dann auftritt, wenn beim vormals gesunden Menschen
ein saprophytarer Pilz durch Schwéachung des Abwehrsystems oder durch
Terraindanderung zum virulenten Erreger wird [119]. Dabei ist neben dem
endogenen Infektionsmodus auch eine Pilzinfektion des Organismus auf dem
exogenen Wege, wie zum Beispiel tGber Venen- /Arterienkatheter oder auch durch
kinstliche Erndhrung mdglich [8,9,127]. Das klinische Bild der Candida-Sepsis ist
gekennzeichnet durch ein auBerordentlich groBes Spektrum von Krankheitsbildern.
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Dazu gehdren sowohl Fieber, Schiittelfrost, Stomatitis, Osophagitis, Pneumonie und
Ophthalmitis, als auch intraabdominale Abszesse, Cholangitis und Peritonitis
[47,57,77,88,90]. Systemische Candidainfektionen kénnen hierbei entweder nur ein
Organ betreffen oder aber zu einer Candida-Septikamie fihren [47,57,77,81]. Eine
nur oropharyngeale Candidiasis wird derzeit nicht als alleinige Ursache fir die
insgesamt erhéhte Morbiditdt angesehen. Erst beim Zusammenspiel mehrerer
Faktoren, wie zum Beispiel der deszendierenden Kolonisationen von Candida in den
Gastrointestinaltrakt kdme es zu der lebensbedrohenden Infektion [54,71]. Um
solchen Komplikationen zu begegnen, haben sich bei immunsupprimierten
Patienten nach Organtransplantation folgende Medikationen bewahrt:

e Immunsuppressiva:

Ciclosporin A (Sandimmun®, Gengraf®, Neoral®)
Tacrolimus ( Prograf®, FK-506)
Mycophenolatmofetil (CellCept®)

Azathioprin (Imurek®)

Everolimus (Certican®)

~ 0 oo T

Rapamycin (Sirolimus®, Rapamune®)
Kortikosteroide, Interleukin 2-Rezeptor-Antikdrper (Simulect®)

Q@

e Antivirale Therapie (Wirkstoffe: Acyclovir, Gancyclovir)
e Antimykotika (Wirkstoffe: Amphotericin B, Fluconazol)

e Antibiotika (Wirkstoffe: Trimethoprim-Sulfamethoxazol)

Als Risikofaktor fir Infektionen nach Organtransplantation muss die
immunsuppressive Therapie mit berlcksichtigt werden. Seit der Einflihrung von
Cyclosporin Ende der 70er Jahre wurden die Uberlebenszeiten der Patienten
deutlich verlangert, jedoch konnte die Inzidenz von Pilzinfektionen nicht signifikant
reduziert werden [31,87]. Cyclosporin ist ein fungales, zyklisches Polypeptid,
welches aus dem Pilz Tolyplacadium inflatum isoliert wird [31]. Es gehért zur
Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren (-Hemmer) und blockiert im Zellinneren das
Enzym Calcineurin, das an der Bildung des Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear
factor of activated T-cells) in T-Lymphozyten beteiligt ist. NFAT reguliert im Zellkern
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die Umschreibung verschiedener Gene, so unter anderem Interleukin-2 und
Interferon gamma. Fehlt Interleukin-2 werden entsprechend auch keine T-
Lymphozyten mehr gebildet.

Durch  die  Immunsuppressiva wird neben der Unterbindung  der
TransplantatabstoBung auch das Abwehrsystem, das in erster Linie gegen
eindringende Krankheitserreger wie zum Beispiel Viren, Bakterien und Pilze, aber
maoglicherweise auch gegen das Wachstum von Krebszellen im eigenen
Organismus gerichtet ist, generell geschadigt und damit unterdrlckt [67]. Geh&uftes
Auftreten von gefahrlichen, lebensbedrohenden Virusinfektionenen sowie
Krebswachstum in der Frihphase nach Transplantation, aber insbesondere nach
langjahriger immunsuppressiver Therapie transplantierter Patienten, kann die Folge
sein [16,66,67]. Des Weiteren wird Cyclosporin neben oraler Candidiasis, Herpes
simplex und Xerostomie mit einer hohen Inzidenz der Gingivahyperplasie assoziiert
[25,31,37,107]. ANSARI et al. konnten 2006 zeigen, dass alle 10 untersuchten
herztransplantierten Kinder, welche Cyclosporin als Immunsuppressivum erhalten
hatten, an einer mehr oder weniger ausgepragten generalisierten
Gingivahyperplasie litten [11]. Weitere Nebenwirkungen von Cyclosporin reichen
von Hirsutismus (ObermaBiger Haarwuchs) und Bluthochdruck bis hin zu
schwerwiegenderen Nebeneffekten wie Magen-Darm-Trakt-, Nieren- und
Leberschadigungen [2,31,75]. ABRAMOWICZ et al. (2000) und von SOBH et al.
(2001) berichteten diesbezlglich, dass immunsupprimierte Patienten vermehrt an
Cyclosporin induzierten Leber- und/oder Nierenversagen erkrankten [2,105].

Tacrolimus, ein Immunsuppressivum ebenfalls aus der Gruppe der Calcineurin-
Inhibitoren, gilt als das starker wirksame Préparat im Vergleich zu Cyclosporin.
Ende der 80er Jahre wurde es klinisch eingefiihrt. Akute AbstoBungsreaktionen
konnten damit drastisch - unter 10% - gesenkt werden, allerdings mit dem Nachteil,
dass auch das Abwehrsystem noch stérker in Mitleidenschaft gezogen wurde
[66,67]. Geh&auft auftretende Immunsuppression-assoziierte Spatkomplikationen wie
zum Beispiel Nierenversagen, Bluthochdruck, gastrointestinale Stérungen und
neurologische Erkrankungen waren die Folge [38].

Aufgrund des spezifischen Wirkungsmechanismus sowohl von Cyclosporin als auch
von Tracrolimus auf die Aktivitdt der T-Zell getragenen immunologischen
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Kompetenz treten bei Patienten nach Organtransplantationen  haufig
Reaktivierungen bzw. auch Bildungen von neuartigen Virusinfektionen (z. B.
Polyomavirusinfektionen) und Krebswachstum auf [66,114]. Besondere Bedeutung
kommt dabei der Infektion durch das Cytomegalievirus (CMV) zu, wobei es sich
auch hier um eine priméare Infektion oder um die Reaktivierung einer latenten
Infektion handeln kann. Es hat sich herausgestellt, dass durch die Infektion mit dem
Cytomegalievirus die Immunsuppression des befallenen Organismus noch weiter
verstarkt wird [41]. Des Weitern konnten GEORGE et al. 1997 zeigen, das CMV-
Infektionen auch dazu beitragen, opportunistische Superinfektionen (insbesondere
Pilzinfektionen) bei Patienten nach Transplantation auszubilden [45]. Eine antivirale
Therapie kann somit méglicherweise indirekt die Inzidenz von Pilzinfektionen

verringern [117].

In den letzten Jahren wurde auch ein zunehmendes Auftreten von
Immunsuppression-assoziierten  Tumorerkrankungen beobachtet. Besondere
Bedeutung kommt hierbei der ,Post-Transplantations Lymphoproliferativen
Erkrankung® (post—transplant lymphoproliferative disease = PTLD) zu. Die PTLD,
eine  klassische® unter  aggressiver Immunsuppression  entstehende
Tumorerkrankung ist nach GAO et al. mit einer Inzidenz von 0,8% - 20% vertreten
und wird als Risikofaktor fir den Verlust des Transplantates bzw. fiir den Tod des
Patienten angesehen [43]. Die Pathogenese der PTLD ist eng mit dem Epstein-Barr
Virus (EBV) verbunden. Mehr als 95% der erwachsenen Bevdlkerung ist weltweit
mit dem EBV infiziert. Die priméare Infektion geht dabei in der Regel bald in eine
latente Infektion einzelner B-Lymphozyten Uber, die auBerst immunogen ist und in
vivo zu einer massiven Expansion virusspezifischer und unspezifischer T-Zellen mit
konsekutiver Eliminierung von EBV-infizierten B-Zellen fiihrt. Eine kleine Gruppe
EBV-infizierter B-Zellen entzieht sich jedoch regelhaft dieser Immunantwort, indem
nur noch ein einzelnes virales Protein exprimiert wird. Wahrend bei
immunkompetenten Menschen eine sténdige Balance zwischen EBV-infizierten B-
Zellen und zellularer Immunkontrolle besteht, findet man bei Immunsupprimierten
eine gesteigerte Virus-Reproduktion und eine héhere Zahl an latent EBV-infizierten
B-Lymphozyten im peripheren Blut [14]. In diesen latent infizierten B-Zellen wirkt
EBV als kontinuierlicher Proliferationsreiz. Virale Proteine wie das EBV-spezifische
“latent membrane protein 1” (LMP1) wirken dabei direkt auf zellulare Mechanismen
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der Wachstumskontrolle ein und induzieren so eine Hyperproliferation [70]. Diese
unvollstandig  kontrollierte, EBV-getriggerte  B-Zell-Proliferation ist  haufig
Ausgangpunkt der Entwicklung einer PTLD. EBV scheint vor allem in der frihen
Phase in der PTLD-Entstehung ein notwendiger Stimulus zu sein und nach
Akkumulation z. B. proliferationsférdernder und/oder Apoptoseresistenz vermitteln-
der Mutationen fiir das zelluldre Wachstum und Uberleben der Lymphomzellen
entbehrlich zu werden [35,79]. Bei etwa der Halfte der EBV-naiven
Transplantatempfanger (mehr als 95% der erwachsenen Organempfanger sind
bereits vor Transplantation serologisch EBV-positiv), kommt es in Folge der
Transplantation mit einem Transplantat eines EBV-positiven Spenders zu einer
symptomatischen EBV-Infektion, die meist unter einem Mononukleose-ahnlichen
Bild oft chronisch verlauft und die Frihform einer manifesten PTLD darstellt. Die
Unfahigkeit des Transplantatempfangers unter immunsuppressiver Therapie eine
komplette EBV-Immunitat auszubilden, scheint hierfir der Grund zu sein. Ein
weiterer Faktor, der die Inzidenz der PTLD maBgeblich beeinflusst, ist das
transplantierte Organ. Insgesamt scheinen aber vor allem Intensitat und Dauer der
Immunsuppression von Bedeutung zu sein. AbstoBungskrisen mit der Notwendigkeit
zur verstarkten Immunsuppression stellen daher einen eigensténdigen Risikofaktor
fir die Entwicklung einer PTLD dar [23,43]. Das Auftreten der PTLD nach
Organtransplantation zeigt zwei Haufigkeitsgipfel mit jeweils spezifischen
Besonderheiten. Der erste Haufigkeitsgipfel der PTLD tritt gehauft in den ersten 12
Monaten nach Transplantation auf (,frihe PTLD®). KATZ et al. beobachteten dies
2007 bei insgesamt 9 von 95 herztransplantierten Kindern [60]. Die mediane
Manifestationszeit betragt 6 Monate nach Transplantation. Diese Lymphome zeigen
eine enge EBV-Assoziation. Ein zweiter Haufigkeitsgipfel findet sich 5-10 Jahre
nach Transplantation im Sinne einer ,spaten PTLD* (mediane Manifestationszeit 7,5
Jahre nach Transplantation) [68,85]. LAl et al. konnten 2006 zeigen, dass PTLD-
Infektionen bei immunsupprimierten organtransplantierten Kindern dazu beitragen
opportunistische Superinfektionen auszubilden. Sie berichten in insgesamt 5 von 52
Fallen, die an einer PTLD-Infektion erkrankten und entweder mit anti-CD20-
Antikdrpern, Chemotherapie oder der Herabsetzung der Immunsuppression
therapiert wurden. Ein Kind jedoch sprach weder auf die chemotherapeutische noch
anti-CD20-Antikérper-Therapie an und starb in Folge einer systemischen
Candidiasis [65].
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25 Endokarditis bei angeborenen Herzfehlern

Unter dem Terminus ,Congenital Heart Disease (CHD)“, im Deutschen
.=angeborener Herzfehler“, werden verschiedenen Erkrankungen zusammengefasst,
die von Geburt an durch eine Stérung bei der Entwicklung des Herzens zustande
kommen. Ein angeborener Herzfehler kann nach der Geburt jahrelang unbemerkt
bleiben oder aber bereits bei der Geburt offensichtlich sein. Es gibt Herzfehler, die
einzeln, kombiniert oder im Rahmen anderer Erkrankungen als komplexe
Erscheinungsbilder vorkommen. Von 1.000 Neugeborenen leiden 8-10 Kinder unter
einem angeborenem Herzfehler oder einem Fehler der groBen GefaB3e, die zum
Herzen hin bzw. wegflhren [59]. Etwa 25% dieser Kinder leiden noch unter einer
Reihe anderer genetisch bedingter Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Down-,
Williams-, oder Noonan-Syndrom, wobei das Down-Syndrom hier mit 78,3% am
meisten vertreten war [15]. ALABDULGADER et al. konnten 2006 zeigen, dass bei
44 von 740 Kindern mit angeborenem Herzfehler auch das Down-Syndrom
diagnostiziert wurde [7].

Ohne Behandlung sterben 85% der Kinder im Sauglingsalter bzw. im 1. Lebensjahr.
Lediglich 15% kénnten ohne Behandlung das Erwachsenenalter erreichen. Derzeit
lassen sich aber etwa 80% der diagnostizierten angeborenen Herzfehler durch
Operation oder interventionelle Therapie behandeln, wahrend bei den Ubrigen 20%
entweder eine spontane Heilung eintritt oder diese inoperabel sind und friher oder
spater zum Tode fuhren [16].

Die Pathologie der angeborenen Herzfehler wurde bereits zu Beginn des 20.
Jahrhunderts erforscht. Jedoch behinderte ,die Angst vor Eingriffen am Herzen nicht
nur die Entwicklung und Forschung, sondern auch das Wissen um angeborene
Herzfehler war ungentgend und eine Nomenklatur musste geschaffen werden® [72].
Die erste Nomenklatur wurde 1936 durch den ,Atlas of Congenital Heart Disease®
von MAUDE ABBOTT beschrieben, der 2006 in einer Neuauflage veréffentlicht
wurde [1,125]. Bis heute ist dies noch die gultige Klassifikation angeborener Vitien
[19,20]. 2000 wurde das Komitee ,International Nomenclature Commitee for
Pediatric and Congenital Heart Disease“ gegrindet, woraus letztendlich die
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»International Society for Nomenclature of Paediatric and Congenital Heart Disease
(ISNPCHD)“ entstand.

Bakteriamien, die im Rahmen zahnmedizinischer Eingriffe entstehen, kénnen bei
Patienten mit entsprechenden Risikofaktoren zur infektiésen Endokarditis flhren
[78]. Kinder mit angeborenen Herzfehlern gehdren laut den Richtlinien der
~American Heart Association* auch zu der Risikogruppe, die an einer infektibsen
Endokarditis erkranken kdnnen [124]. Zahnarztliche Eingriffe, wie zum Beispiel
Wurzelkanalbehandlungen, Zahnsteinentfernungen oder Zahnfillungen, kénnen bei
Patienten mit CHD zur infektidsen Endokarditis fUhren. VOGEL et al. berichteten
Uber drei Patienten mit angeborenen Herzfehlern, die an einer Endokarditis
erkrankten, nachdem ohne Endokarditisprophylaxe eine Zahnsteinentfernung
durchgefiihrt worden war [116]. 2003 erklarten KNIRSCH et al.,, dass
Zahnerkrankungen als maBgebliche Risikofaktoren zur Entstehung infektiéser
Endokarditiden angesehen werden missen [61]. Des Weiteren fanden sie heraus,
dass Karies und Gingivitis charakteristisch fir den Gebissbefund von CHD-
Patienten waren und somit das Risiko erhéhte, an einer infektiésen Endokarditis zu
erkranken. Auch FRANCO et al. fihren aus, dass Kinder mit kongenitalen
Herzerkrankungen mehr kariése Lasionen (52%) aufweisen als die gesunde
Kontrollgruppe (32%) [42]. Auch sie erklarten, wie KNIRSCH et al., dass eine gute
Oralhygiene ein wichtiger Aspekt zur Pravention infektidser Endokarditiden sei. Es
gibt eine Reihe von Erregern, die eine Endokarditis verursachen koénnen, am
haufigsten handelt es sich jedoch um Streptokokken (60-80%) oder Staphylokokken
(20-35%) [29]. Dagegen finden sich in ca. 5-10% der Félle Endokarditiden, die
durch Pilzinfektionen verursacht werden.
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3 Material und Methode

Die klinischen Untersuchungen wurden im Zeitraum von 2004 - 2007 in der Poliklinik
fir Kinderzahnheilkunde und im Zentrum fir Kinder- und Jugendheilkunde
(Kinderklinik)  durchgefiihrt. Die  mikrobiologischen und immunologischen
Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit dem Institut flir medizinische

Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen.

3.1 Studienvorbereitung

Zur Dokumentation der erhobenen Daten wurde ein Befund- /Anamnesebogen
erstellt (Anhang 1), wobei die anonyme individuelle Kennzeichnung der Patienten
mittels laufender Registriernummer erfolgte. Auf diese Weise lieB sich spéter die
Zuordnung der Befundbégen zu den Patienten und damit auch die Einhaltung der
gesetzlichen Bestimmungen des persdnlichen Datenschutzes erflllen. Fir die
Untersuchungen lag das Einverstandnis der Eltern und die Zustimmung der Ethik-
Kommission (datiert vom 02.09.2004) am Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-
Universitat GieBen (Aktenzeichen: 130/04) vor (Anhang 2 und 3).

3.2 Patienten

In die Studie wurden 78 Kinder im Alter von 2 bis 16 Jahren aufgenommen, die sich
aus unterschiedlichen Griinden entweder in stationdrer oder ambulanter prae-/
postoperativer Behandlung der Universitatskinderklinik/Herzzentrum  Giessen
befanden und konsiliarisch von der Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde
untersucht/versorgt wurden.

Es erfolgten folgende Gruppenzuordnungen (Abb. 5):

Gruppe I: Kinder, die weder herzkrank und endokarditispro-
(Vergleichsgruppe) phylaxepflichtig noch immunsupprimiert waren
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Gruppe Il: Endokarditisprophylaxepflichtige Kinder mit angebo-
renen Herzerkrankungen (Congenital Heart Disease -
CHD)

Gruppe llI: Herztransplantierte Kinder (HTx), die endokarditispro-

phylaxepflichtig und immunsupprimiert waren.

Patienten
(n=78)
[ |
Vergleichsgruppe Herzkranke Kinder
(Gruppe 1) (n =55)
(n=23)
h 4 endokarditis
" prophylaxe-
endokarditisprophylaxe- pflichtige und immunsuppri-
pflichtige Kinder mit CHD mierte Kinder nach HTx
(Gruppe II) (Gruppe Ill)
n= 24 n= 31
) -
Abb. 5: Gruppenverteilung der Kinder
3.3 Klinische Untersuchungen

Die zahnmedizinisch klinischen Untersuchungen fanden in den Behandlungsrdumen
der Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde unter Nutzung von kindgerecht zahnarztlichen
Behandlungseinheiten statt, die den standardisierten Bedingungen eines nach
derzeitig technisch und ergonomisch optimierten Erkenntnisstandes entsprachen.
Bettpflichtige oder im Allgemeinzustand stark reduzierte Kinder mit stationarer
Betreuung in der Kinderklinik wurden dort unter Nutzung geeigneten zahnarztlichen
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Untersuchungsbesteckes in den auf der jeweiligen Station zur Verfligung gestellten
Raumlichkeiten untersucht. Daflr standen als diagnostische Hilfsmittel zur
Verfligung (Abb. 6):

e ein planer Mundspiegel

e eine zahnarztliche Sonde

e eine geeignete Stirnlampe

e ein steriler Loffelexcavator zur Entnahme der karibsen Zahnhartsubstanz
(falls vorhanden).

Abb. 6: Diagnostische Hilfsmittel
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3.4 Kariesdiagnostik

Zu Beginn der Studie wurde bei allen teilnehmenden Kindern der Zahnstatus
erhoben und in ein Befundschema eingetragen. Die kariesdiagnostischen
Auswertungen erfolgten geman dem von KLEIN et al. begriindeten und von BAUME
fir eine internationale Normung der Kariesstatistiken weiterentwickelten DMF/dmf-
ThH-Index [17].

Dabei errechnet sich der DMF-T-Index fir das bleibende Gebiss als Quotient,
gebildet aus der Summe der karidés erkrankten (decayed = D), fehlenden (missed =
M) und geflllten bzw. Uberkronten (filed = F) Zahne und der Gesamtzahl der
bewerteten Zahne pro Person. Die Weisheitszdhne bleiben unbericksichtigt. Fur
das Milchgebiss wird entsprechend ein dmf-t-Index gebildet. Haufig findet jedoch
nicht der tatsachliche DMF/dmf-T/t-Index Anwendung, sondern der DMF/dmf-T/t-
Gesamtwert, der die Summe der D/d-, M/m- und F/f-Einzelwerte darstellt.

Auch in dieser Arbeit wurden die DMF/dmf-T/t-Gesamtwerte berechnet.

3.4.1 Bewertungskriterien

Den ermittelten DMF(T)-/dmf(t)-Werten liegen folgende Bewertungskriterien
zugrunde:

Keine Karies

Ein Zahn wurde als kariesfrei gekennzeichnet, wenn keine Anzeichen einer
behandelten oder unbehandelten Priméar- und/oder Sekundarkaries vorlagen.
Defekte, die nicht als Karies diagnostiziert wurden, waren:

weiBe und/oder kreidige Flecken,

e verfarbte oder rauhe Flecken,

e verfarbte Gribchen oder Fissuren des Schmelzes, die die Sondenspitze
festhielten, aber keine merkbar erweichte H6hlung, unterminierten Schmelz oder
Erweichung der Wande der Fissureneinsenkung aufwiesen,

e versiegelte Zahne ohne Fuillung.
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Karies (decayed)

Ein Zahn wurde als karids gewertet, wenn eine Lasion einen sondierbaren weichen
Boden, unterminierten Schmelz oder eine erweichte Wand aufwies. An den
approximalen Oberflachen musste die Sonde mit Sicherheit in die Lasion
eindringen. Bestanden Zweifel, wurde keine Karies diagnostiziert. Nach BAUME ist
Karies ein lokalisierter pathologischer Vorgang, der zur Entmineralisierung der
Zahnhartsubstanzen fuhrt. Diese Entmineralisation, die im strengen Sinne schon
eine Karies darstellt, ist jedoch nur als mikroskopische Lasion erkennbar. Eine
eindeutige Diagnose mit Ublichen klinischen Methoden ist in diesem Stadium nicht
maoglich, zumal auch eine Ruckbildung - Remineralisation - erfolgen kann. Die
sichere klinische Diagnostizierbarkeit beginnt erst, wenn der Kariesprozess das
Stadium eines Oberflachendefektes erreicht hat [17].

Als karidés* wurde ebenfalls gewertet, wenn

e ein Zahn eine zeitweilige Fullung enthielt und weiterer Behandlung bedurfte,

e eine vollstandige Fullung verloren gegangen war,

e eine oder mehrere Flachen gefillt waren und ein davon getrenntes Gebiet eine
kariése Lasion aufwies,

e sich eine Sekundarkaries am Fillungsrand zeigte.

Fehlender Zahn (missed)

Ein Milchzahn galt dann als fehlend, wenn er nach vorausgegangenem Aufenthalt in
der Mundho6hle zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht mehr vorhanden war. Zu
beachten ist dabei, dass das zahnlose Intervall, der Zeitraum zwischen dem Verlust
des Milchzahns und der Eruption seines Nachfolgers, nach KRETER und PANTKE
bis zu zwei Monate andauern kann [63].

Permanente mittlere Schneidezéhne und erste Molaren wurden ab Vollendung des
8. Lebensjahres, bleibende seitliche Schneidezdhne ab Vollendung des 9.
Lebensjahres, bleibende Eckzahne, Pramolaren und zweite Molaren ab Vollendung
des 13. Lebensjahres als fehlend notiert [121]. Nicht vorhandene
Milchschneidezdhne galten bis zur Vollendung des flinften Lebensjahres, nicht
vorhandene Milcheckzahne und Milchmolaren bis zur Vollendung des neunten
Lebensjahres als fehlend.
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Geflllter Zahn (filled)

Ein Zahn wurde als gefillt beurteilt, wenn er eine aus einem Dauermaterial
bestehende Fulllung enthielt und keine Anzeichen von getrennter oder
Sekundarkaries  aufwies. Auch  Uberkronte oder mit  konfektionierten
Milchzahnkronen versorgte Zahne wurden der Kategorie ,gefillt“ zugeordnet.

FV (Fissurenversiegelung): Der betreffende Zahn weist nur eine prophylaktische
Versiegelung seiner Kauflachen auf und wird deshalb der Kategorie ,Keine Karies*
zugeordnet.

3.5 Mikrobiologische und biochemische Untersuchungen

Bei allen Kindern wurden Speichel-, Plaque-, Stuhlproben und, wenn vorhanden,
auch Proben der kariés erweichten Zahnhartsubstanz entnommen und danach auf
das Vorkommen von Candida-Hefen untersucht. Zusatzlich wurden mit Hilfe einer
Einmalspritze Speichelproben fur die Quantifizierung von Mutans Streptokokken und
Laktobazillen, zur Messung der Pufferkapazitdt des Speichels und zur
Identifizierung von enthaltenen Keimen der bakteriellen physiologischen und
potentiell pathologischen Mundhdhlenflora entnommen. Des Weiteren erfolgte an
den vom Kinderarzt enthommenen EDTA- (Ethylendiamintetraacetat) Vollblutproben
aller 78 Kinder die Bestimmung der Quantitdt der Candida-Antikérper und der
Candida-Antigene im Serum. Die mikrobiologische und biochemische
Standarddiagnostik basierte auf Untersuchungen

e des Speichels,

e der Zahnplaque,

e der karidse erweichten Zahnsubstanz
e und des Stuhls.
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3.5.1 Untersuchungen des Speichels

Keime der physiologischen Mundflora

Fir die Bestimmung der physiologischen Keime des Speichels wurde dieser mittels
sterilem Abstrichtupfer (nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland) von den Patienten
entnommen und unter Verwendung einer sterilen Impfschlinge auf einer Blutplatte

(Columbia Agar Base, Oxid mit 5% defibriniertem Hammelblut, Oxoid, Basingstoke,

United Kingdom) ausgestrichen (Abb. 7).

Abb. 7: Blutplatte mit Impfschlinge

Die Platte wurde bei 37°C bebritet und nach 24 Stunden sowie 48 Stunden
beurteilt. Die Keimbestimmung erfolgte nach den Grundprinzipien der
bakteriologischen Differenzierung. Sie beschrankte sich auf aerobe und fakultativ
anaerobe Bakterien, die sich in der physiologischen Mundflora befinden [21].
Folgende Keime wurden erfaBt:

e vergrinende Streptokokken (Streptococcus viridans)
e nicht hdmolysierende Streptokokken

e hamolysierende Streptokokken der Gruppe A
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e saprophytare Neisserien
e Corynebakterien (Corynebacterium species)
e Kkoagulase negative Staphylokokken

e Staphylococcus aureus

Auf eine Spezifizierung der Gattung Streptococcus viridans (vergriinende
Streptokokken) wurde verzichtet.

Die Mengenangaben der Bakterien erfolgten in den Keimzahlklassen: 0: keine;
1: einzelne [<10 kolonienbildende Einheiten (KBE) = colony forming units (CFU)];

2: wenig (10 -102 CFU); 3: viel (102 - 103 CFU); 4: massenhaft (>10% CFU)

Laktobazillen- und Mutans Streptokokkenkeimzahl

Die Laktobazillen- und Mutans Streptokokkenkeimzahlen wurden anhand des
CRT®-bacteria-Tests (Ivoclar Vivadent, Schaan, Lichtenstein) ermittelt (Abb. 8).

Abb. 8: CRT®-bacteria-Test-Set

Das Verfahren ist ein einfacher, auf der Dip-Slide-Methode basierender Nachweis
von kariogenen Bakterien, welcher als Schnelltest im ,chair-side“-Verfahren
durchfihrbar ist. Er ermdglicht die gleichzeitige semiquantitative Bestimmung der
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Mutans Streptokokken (MS) und Laktobazillen (LB) im Speichel mit Hilfe zwei
selektiver Agars, die sich auf einem Agartrager befinden. Der blaue Mitis-Salivarius-
Agar dient hierbei zur Erfassung der Mutans Streptokokken, wobei mehrere
Substanzen, wie Saccharose, Bacitracin, ein Polypeptidantibiotikum und
verschiedene Salze fir die hohe Selektivitdt des Nachweises sorgen. Letzteres
bedingt die Blaufarbung des Agars. Mutans Streptokokken zeigen eine hohe
Resistenz gegenlber dieser Kombination, wogegen andere Mikroorganismen am
Wachstum gehindert werden. Der helle Nahrboden, Rogosaagar, dient der
Laktobazillenbewertung.

Zur Durchfihrung des Tests wurden zunachst die Schutzfolien der beiden
Agarflachen entfernt und diese dann vorsichtig mit Speichel aus der Einmalspritze
benetzt und abschlieBend im entsprechenden Rdhrchen mit einer
Natriumhydrogencarbonat- (NaHCO;-) Tablette bei 37°C fur 2 Tage inkubiert. Die
NaHCO;-Tablette, die auf den Boden des Probenbehdlters gegeben wird, setzt in
Kontakt mit Feuchtigkeit Kohlendioxid (CO,) frei, welches eine glinstige Atmosphére
fir das Bakterienwachstum schafft. Verbleibt der Test langer als zwei Tage im
Brutschrank, z. B. wegen des Wochenendes, hat dies keinen Einfluss auf die Anzahl
der Bakterienkolonien, vielmehr erscheinen sie nur leicht vergréBert. Hier korreliert
die Anzahl der Bakterien pro ml Speichel mit der Koloniendichte auf den
Agarflachen. Der Vergleich des bewachsenen Agars mit den daflir vorgegebenen
Auswertungsmustern (,model chart®) erlaubt die Bewertung des Kariesrisikos.
Folgende Unterscheidung ist von klinischer Relevanz (Abb. 9):

e niedriges Kariesrisiko: < 10°> CFU/ml saliva (KBE/ml Speichel fiir MS und LB)
e hohes Kariesrisiko: >10° CFU/ml saliva (KBE/ml Speichel fir MS und LB)
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Mutans Streptococci (CFU/ml saliva)

Lactobacilli (CFU/mI saliva)

Abb. 9: .model chart” fir MS und LB (CRT®-bacteria-Test)

Die Mutans Streptokokken zeichnen sich als blaue Kolonien auf dem Mitis-
Salivarius-Agar ab, wahrend Laktobazillen als weiBe Kolonien auf dem
transparenten Rogosaagar wachsen.

Candida-Keimzahl

Zur primaren Anzucht der Candidakeime wurden die mittels eines sterilen
Abstrichtupfers  (nerbe  plus, Winsen/Luhe, Deutschland) entnommenen
Speichelproben auf das bewahrte klassische Medium Sabouraud-4%-Glukose-Agar
ausgestrichen und 48 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Einzelkolonien wurden fir
die spatere PCR-Typisierung bei -80°C in der Bacto™Brain-Heart-Infusion (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) und 20% (Vol.) Glycerin aufbewahrt.

Zunachst diente der Keimschlauchtest (,germ tube test”) als ,Schnelltest* zur
Differenzierung der Candida-Arten. Keimschlduche sind schlanke, zylindrische
Faden, die ohne Verengung von der Pilzbasis wachsen. Sie stellen eine
Ubergangsphase zwischen der Hefe- und Myzelform dar. Die Bildung wird als
diagnostisches Kriterium von C. albicans genutzt. C. albicans und C. dubliniensis
sind als einzige Spezies in der Lage, sehr schnell Keimschlauche zu bilden. Durch
die Fahigkeit zur Ausbildung von Keimschlduchen werden die Adhdrenz und damit
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die Virulenz der Spezies erhéht. Zur Herstellung der benétigten Hefesuspension
wurden 500 pl Humanserum mit 1-2 Kolonien der Candida (-Reinkultur) beimpft und
fir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 30 pl der Suspension auf ein
Deckglas geschichtet und mikroskopiert (Abb. 10a - 10h).

Abb. 10c: C. dubliniensis (Vergr.: 500x)

v g - . e L=
Abb. 10e: C. glabrata (Vergr.: 500x) Abb. 10f: Ausschnitt aus 11e
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Die Proben wurden zusétzlich auf CHROMagar™ (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland), ein Nahrmedium, das eine Differenzierung unter-
schiedlicher Candidaarten gestattet, ausgestrichen (Abb. 11). Aufgrund ihrer
spezifischen Pigmentbildung auf den CHROMagar™-Platten lieBen sich die
verschiedenartigen Candia Spezies unterscheiden. CHROMagar™ setzt sich aus
Pepton (10 g/l), Glukose (20 g/l), Agar (15 g/l), Chloramphenicol (0,5 g/l) und einem
chromogenem Mix (2 g/l) zusammen (pH-Wert=6,1).

Abb. 11: CHROMagar™ mit Ausstrichése

Die Hefen wachsen durch die Reaktion von speziesspezifischen Enzymen mit
einem Chrom-Substrat, welche die unterschiedliche Farbgebung ausmacht. Nach
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48-stiindiger Inkubation bei 37°C wurden die Kolonien je nach Morphologie und
Pigmentierung nach ODDS et al. beurteilt [83]. C. albicans farbt sich grin, C.
glabrata violett und C. krusei rosa mit einem spezifisch blassen Vorhof (Abb. 12).

Abb. 12: Differenzierung der Candida-Arten auf CHROMagar™:-Platte:
C. albicans: = griin, C. glabrata = violett und C. krusei = blassrosa

Die Mengenangabe der Pilze erfolgte in folgenden Keimzahlklassen: 0: keine;
1: einzelne [<10 kolonienbildende Einheiten (KBE) = colony forming units (CFU)];
2: wenig (10 -102 CFU); 3: viel (102 - 10® CFU); 4: massenhaft (>10% CFU)
(Abb. 13a - 13d).

Abb. 13a-13d: Candida-Keimzahlklassen (v.I. n.r.)
Abb. 13a: Klasse 1 (<10 CFU) Abb. 13b: Klasse 2 (10-102 CFU)
Abb. 13c: Klasse 3 (102- 108 CFU) Abb. 13d: Klasse 4 (>10% CFU)
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Die nachfolgenden zwei Abbildungen (Abb. 14a und 14b) stellen, im direkten
Vergleich die Candida Spezies dar, die nach Ausstrich auf CHROMagar™ eine

ahnliche Farbreaktion zeigten.

Abb. 14a: CHROMagar™-Platte: Abb. 14b: CHROMagar™-Platte:
links: C. dubliniensis; rechts: C. albicans links: C. glabrata; rechts: C. krusei

Um die hierbei entstandene Unsicherheit zu eliminieren und die Diagnose zu
sichern wurde zusétzlich das AUXACOLOR™2-Test-System (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) durchgefiihrt (Abb. 15).

Abb. 15: AUXACOLOR™2-Test-System-Kit

Das Test-Kit besteht aus 20 einzeln verpackten Mikrotiterplatten mit je 16
Vertiefungen, 20 Klebestreifen, 20 gebrauchsfertigen Suspensionsmedien, einer
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Auswertungstabelle und einer  Arbeitsanleitung. Dieses  biochemische
Keimidentifizierungssystem beruht auf dem Prinzip der Zuckerassimilierung
unterschiedlicher Hefen. Die Assimilation ist die Fahigkeit eines Organismus
bestimmte Komponenten als einzige Energiequelle fir das Wachstum in
Anwesenheit von Sauerstoff zu nutzen. Ein Hefewachstum wird dabei durch den
Farbumschlag eines pH-Indikators angezeigt. Das AUXACOLOR™2-Test-System
nutzt folgende Substrate als Kohlenstoffquelle: Glucose, Maltose, Saccharose,
Galactose, Lactose, Raffinose, Inositol, Cellobiose, Trehalose, Adonitol, Melezitose,
Xylose und Arabinose. Die Zucker liegen dehydriert in den jeweiligen Vertiefungen
der Mikrotiterplatte mit einer N&hrbodengrundlage und einem pH-Indikator
(Bromkresolpurpur) vor. Nach ihrer Rehydratisierung mit dem Inokulum
(Hefesuspension), stellt sich ein Hefewachstum sowohl durch den Farbumschlag
des Indikators von blau nach gelb als auch durch das Auftreten einer Tribung in der
Vertiefung dar. Die Herstellung des Inokulums erfolgt durch Beimpfung des
mitgelieferten Suspensionmediums mit den bereits vorher auf Sabouraud-4%-
Glukose-Agar hergestellten (1-5) Kolonien einer Reinkultur, um eine dem
Tribungsstandard (1,5 McFarland) entsprechende Dichte zu erhalten. AnschlieBend
wird die Suspension mittels einem Vortex homogenisiert, 100 pl des Inokulums mit
einer Pipette entnommen, in jede einzelne Vertiefung der Mikotiterplatte gegeben
und letztendlich mit dem Klebestreifen verschlossen. Nach 48 Stunden Inkubation
bei 37°C kénnen die Farbreaktionen gemaB Herstellerangaben abgelesen, kodiert
und notiert werden (Abb. 16a und 16b). Die Auswertung des nun ermittelten

Zahlenprofils erfolgt anhand des dazugehdérigen Codesystems.
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Abb. 16a: AUXACOLOR™2-Test: Abb. 16b: AUXACOLOR™2-Test:

Identifizierung als C. albicans Identifizierung als C. dubliniensis
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Ermittlung der Pufferkapazitit

Die Pufferkapazitat des Speichels wurde mittels des CRT®-buffer-Tests (lvoclar
Vivadent, Schaan, Lichtenstein) bestimmt (Abb. 17).

CRT?® buffer

Step_blslop

BTx 75 (9

|"-- vivadenti:

Abb. 17: CRT®-buffer-Test-Set

Hierbei wird mit Hilfe eines Teststreifens, der mit einem speziellen Indikatorsystem
versehen ist, die Pufferkapazitat des Speichels durch Farbverédnderung angezeigt.
Aus der Einmalspritze wird der Speichel mit einer Pipette entnommen und das
gesamte gelbe Testfeld des CRT®-buffer-Teststreifens benetzt. Nach einer
Einwirkzeit von 5 Minuten kann die Pufferkapazitat des Speichels durch Vergleich
der Teststreifenflachenfarbe mit den Farbmustern der beiliegenden ,model chart*
bestimmt werden (Abb. 18):

e Dblau pH: >6 = high (Klasse 1)
e gelbbraun pH: 4,5-5,5 = medium (Klasse 2)
e gelborange pH: <4 = low (Klasse 3)
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Buffer capacity

high medium low

Abb. 18: .model chart* zur Bestimmung des Speichel-pH-Wertes

3.5.2 Untersuchungen der Plaque

Plaqueproben wurden von kariesfreien Zahnoberflachen mit Hilfe eines sterilen
Loffelexcavators entnommen, anschlieBend auf einen sterilen Abstrichtupfer
aufgebracht und auf Blut- sowie Sabouraud-4%-Glukose-Agar ausplattiert. Die
Keimdifferenzierung erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Keimschlauchtests und der
Impfung der CHROMagar™-Platte mit den zuvor hergestellten Kolonien auf
Sabouraud-4%-Glukose-Agar. Zusatzlich wurde auch hier das biochemische
AUXACOLOR™2-Test-System zur Keimidentifizierung verwendet. Inkubation und
Auswertung erfolgten analog der Speichelproben.

3.53 Untersuchungen der kariésen Zahnsubstanz

Bei den Patienten mit karibsen Gebissen wurde zuséatzlich kariése
Zahnhartsubstanz aus erkrankten Arealen der Zahne mit einem sterilen
Léffelexcavator entnommen und ebenso auf Blut- und Sabouraud-4%-Glukose-Agar
ausplattiert. Die vorherrschenden Candida-Arten wurden mittels Keimschlauchtest
und CHROMagar™ differenziert und abschlieBend durch das AUXACOLORT™2-
Test-System identifiziert. Auch hier erfolgten Inkubation und Auswertung
entsprechend der Speichel- und Plaqueproben.
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3.5.4 Untersuchungen des Stuhls

Die Stuhlproben der Kinder wurden durch deren Eltern in dafir vorgesehenen
Stuhlréhrchen transportiert. Zunachst wurde eine quantitative Pilzbestimmung
durchgefthrt. Dazu wurde die Stuhlprobe mit einem Emulgator, in diesem Falle mit
100 pl Triton®-x-100 (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutschland),
versehen und homogenisiert. Vom Uberstand dieser L&sung wurden 50 pl zundchst
auf Sabouraud-4%-Glukose-Agar ausgestrichen, wie die Speichel-, Plaque- und
Kariesproben inkubiert, weiterverarbeitet und ausgewertet. CHROMagar™,
Keimschlauchtest und AUXACOLOR™2 dienten auch hier zur Keimdifferenzierung

und -identifizierung.

3.6 Immunologische Untersuchungen

Die immunologische Diagnostik erfolgte am Institut fir Medizinische Mikrobiologie
der Justus-Liebig-Universitdt GieBen. Dazu wurde das von den Kinderarzten zur
Verfligung gestellte EDTA-Vollblut noch am Entnahme-/ Aufnahmetag zentrifugiert
(Biofuge® Pico, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland), das im Uberstand
befindliche Serum vorsichtig abpipettiert und bei -80°C eingefroren. Um sicher zu
gehen, dass sich keine restlichen Zellen im Serum befinden, wurde die Prozedur ein
zweites Mal wiederholt.

Die Standarddiagnostik der immunologischen (Serum-) Untersuchungen gliederte
sich in folgende Abschnitte:

e (Candida-Mannan-Antigen-Nachweis (Quantitatives Verfahren)
e (Candida-anti-Mannan-Antikérper-Nachweis (Quantitatives Verfahren)
3.6.1 Candida-Mannan-Antigen-Nachweis
Makromolekulare Antigene von Pilzen kénnen mit Hilfe immunologischer Methoden

wahrend der Infektion aus Kérperflissigkeiten nachgewiesen werden. In jungerer
Zeit wurde der Nachweis von Mannan, ein an der Hefezellwand nicht-kovalent
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gebundenes Polysaccharid und Candida-Antigen, bei der invasiven Candidose
durch die Einflhrung eines sensitiven kommerziell erhéltlichen Testformats
entwickelt [103]. Der monoklonale Antikérper EB-CA1 erkennt Mannanepitope
(Antigenmolekllabschnitte) verschiedener humanpathogener Candida Spezies.
Dieser Antikérper wird sowohl fir die Latex-Agglutination (Pastorex-Candida, Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France) als auch fir den Sandwich- (Enzym Linked
Immuno Sorbent Assay) ELISA (PLATELIA™-CANDIDA Ag, Bio-Rad Marnes-la-
Coquette, France) kommerziell eingesetzt. Bei einer vergleichbaren Spezifitat beider
Testsysteme zeichnet sich letzterer durch eine deutlich verbesserte Sensitivitat aus.
Eine Kombination des Platelia-Candida-Antigentests mit dem Antikdrpernachweis
(PLATELIA™-CANDIDA Ab/Ac/Ak, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) scheint
die Sensitivitat signifikant zu verbessern [100,102,126]. Im epidemiologischen
Sprachgebrauch wird mit Sensitivitdt die Fahigkeit eines Screening-Tests
beschrieben, Personen, die Trager einer bestimmten Erkrankung sind, korrekt zu
identifizieren. Im Gegenzug dazu beschreibt die Spezifitdt eines Testverfahrens die
Fahigkeit, Gesunde als solche zu erkennen.

Somit wurde die Bestimmung der Quantitdt von Candida-Antigenen im Serum
mittels des Sandwich-ELISA-Tests PLATELIA™-CANDIDA Ag (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) vorgenommen (Abb. 19).

Abb. 19: PLATELIA™-CANDIDA Ag -Test-Kit
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Es handelt sich dabei um einen Enzymimmuno-Assay-Test, welcher auf dem bereits
oben erwahnten monoklonalen Ratten-Antikérper EB-CA1 basiert, der gegen das
Candida a1-5 Oligomannoside gerichtet ist. Er wird zur Sensibilisierung der
Vertiefungen der hier benutzten Mikrotiterplatte verwendet, um dann das Mannan-
Antigen in der Probe zu binden. Der Nachweis gelingt, weil der monoklonale
Antikdrper mit Peroxidase markiert wurde.

3.6.1.1 Testdurchfiihrung

Die folgenden Reagenzien wurden laut Herstellerangaben verwendet:

e 1 x Mikrotiterplatte (R1): 12 Streifen mit jeweils 8 Vertiefungen,
sensibilisiert mit EBCA-1-Anti-Mannan-Antikdrper

e 100 ml konzentrierte Waschlésung (10fach) (R2): TRIS-NaCl-Puffer (pH
7,4), 1% Tween® 20; Konservierungsmittel: 0,01% Thimerosal

e 10 ml negatives Kontrollserum (R3): Humanes Kontrollserum ohne
Mannan; negativ getestet auf Anti-HIV1- (Humane Immundefizienz Virus)
und Anti-HIV2-Antikérper, HBs-Antigen (Hepatitis B) und Anti-HCV-
(Hepatitis C Virus) Antikdrper; Konservierungsmittel: <0,1% Natriumazid

e 2 x 2 ml Standardserum (Calibrator) (R4): Humanserum mit 2,0 ng/ml
Mannan; verwendet zur Vorbereitung der 1,0-, 0,5- und 0,25 ng/ml-
Bereichspunkte flr den quantitativen Test; negativ getestet auf Anti-HIV1-
und  Anti-HIV2-Antikérper, HBs-Antigen und  Anti-HCV-Antikérper;
Konservierungsmittel: <0,1% Natriumazid

¢ 2 ml positives Kontrollserum (R5): Humanserum mit 0,5 - 1,5 ng Mannan;
negativ getestet auf Anti-HIV1- und Anti-HIV2-Antikérper, HBs-Antigen und
Anti-HCV-Antikdrper; Konservierungsmittel: <0,1% Natriumazid

e 8 ml Konjugat (gebrauchsfertig) (R6): Mit Peroxidase markierter
monoklonaler  anti-Mannan-Antikdrper; Konservierungsmittel:  0,01%
Thimerosal
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e 10,5 ml Serumbehandlungslésung (gebrauchsfertig) (R7): Saurelésung;

ohne Konservierungsmittel

e 60 ml TMB-Substratpuffer (gebrauchsfertig) (R8): Zitronensaure und
Natriumacetatlésung pH 5,2 mit 0,009% Wasserstoff (H.O,) und 4%
Dimethylsulfoxid (DMSQO)

¢ 1 ml Chromogen TMB-L6sung (konzentrert) (R9): 90% DMSO-L&sung mit
0,6% Tetramethylbenzidin (TMB)

¢ 12 ml Stopplésung (gebrauchsfertig) (R10): 1,5 N Schwefelsaure

Zusitzlich wurden nachfolgende Materialien zur Testdurchfiihrungq benétigt:

e Vortex-Mischer

e Tischzentrifuge fur konische 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen; geeignet flr
10.000 g

e Mikrotiterplatten-Photometer ausgestattet mit 450/620-Filtern
e Mikrotiterplatteninkubator mit Temperaturregelung; auf 37°C eingestellt
e Multipipetten von 50 pl, 100 pl, 300 ul und 1000 pl

e Konische 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen; fest verschlieBbar und bis 100°C
hitzebestandig

Vor Testdurchfihrung wurden zunachst die Reagenzien R2, R8 und R9 laut
Hersteller hergerichtet. Daflir musste, um eine gebrauchsfertige Waschlésung
herstellen zu kdnnen (mindestens 80 ml pro Riegel mit 8 Vertiefungen), die Lésung
(R2) im Verhaltnis 1:10 mit sterilem destilliertem Wasser verdinnt werden. Des
Weiteren erfolgte eine Verdinnung der konzentrierten Chromogen-Lésung (R9) in
Substratpuffer (R8) im Verhaltnis 1:50 (z.B. 200 pl der Reagenz R9 + 10 ml
Reagenz R8). Fir einen Riegel mit 8 Vertiefungen der Mikrotiterplatte bendtigte man
4 ml der hergestellten Entwicklungslésung. AuBerdem wurden sowohl das positive
als auch negative Kontrollserum (+KS, -KS) sowie die 2,0-, 1,0-, 0,5- und 0,25
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ng/ml-Standardseren gleichzeitig mit den Patientenproben vor Durchfilhrung der
immunenzymatischen Reaktion behandelt. Zunachst wurde 300 pl Testserum in ein
1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen (SARSTEDT, Niembrecht, Deutschland) gegeben, mit
100 ul Behandlungslésung (R7) versetzt und durch starkes Schitteln auf dem
Vortex (Vortex-Genie®-2, Scientific Industries, BOHEMIA, New York, USA)
homogenisiert. Nachdem das fest verschlossene Réhrchen 3 Minuten lang in einem
100°C heiBem Wasserbad lag, konnte es danach fir 10 Minuten bei 10.000 g
zentrifugiert (Biofuge® Pico, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) werden.
Der so entstandene Uberstand wurde schlieBlich fiir den Nachweis des Mannan-
Antigens verwendet. Das Erhitzen des Serums diente zum Trennen der
Immunkomplexe und das Zentrifugieren zum Ausféllen von Serumproteinen, die

wéahrend der nachfolgenden immunenzymatischen Reaktion interferieren kénnten.

Zu Beginn der immunenzymatischen Reaktion wurden jeweils 50 ul Konjugat (R6)
und 50 pl des behandelten Serumdiberstandes der Patienten-, Kontroll- oder
Standardseren (0,25, 0,5, 1,0 und 2,0 ng/ml) in jeweils eine Vertiefung pipettiert. Im
Anschluss erfolgte das wasserdichte Abkleben der Mikrotiterplatte (mit Klebefolie)
und die 90mindtige Inkubation bei 37°C im Mikrotiterplatten-Inkubator (Sanofi
Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France). Liegt Mannan in der Probe vor,
bildet sich ein Komplex aus monoklonalen Antikérpern, Mannan und monoklonalen
Mannan/Peroxidase-Antikorpern. Nach der Inkubation wurde die Mikrotiterplatte
ausgewaschen (R2) und 200 pl der hergestellten Entwicklungslésung (R9 im
Verhéltnis 1:50 in R8) lichtgeschitzt in jede Vertiefung pipettiert und bei
Raumtemperatur (+18-30°C) 30 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend wurde die
in den Vertiefungen fortschreitende enzymatische Reaktion durch Zugabe von 100pl
Stopplésung (R10) angehalten und die optische Dichte bei 450/620 nm mit einem
Mikroplatten-Photometer (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France)
abgelesen.

Die Standardkurve der Standardseren, welche zur Ermittlung der Mannan-
Konzentration im quantitativen Verfahren, ausgedrlckt in ng Mannan pro ml Serum
(ng/ml), dient, wird in Abbildung 20 dargestellt. Sie wird durch die vier
Standardseren mit einer Mannan-Konzentration (C) von 2, 1, 0,5 und 0,25 ng/ml und
bei einer optischen Dichte (OD) von 450/620 nm ermittelt. Um eine maximale

Prazision zu erreichen, wird eine S-Kurve mit Extrapolation durch Auftragen der
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Konzentration in ng/ml auf der x-Achse (logarithmische Skala) und der optischen
Dichte auf der y-Achse (lineare Skala) erstellt. Folgende Kriterien zur Durchfiihrung
eines gultigen Tests fir die Patientenseren der Gruppen | bis Ill missen erfiillt sein:

Optische Dichte: 0,300 < OD des 0,5 ng/ml-Standards (,,cut-off Serum*) < 1,1
Verhaltnis: 2,0 ng/ml-Standard) / OD (0,5 ng/ml-Standard) > 2,1
1,0 ng/ml-Standard) / OD (0,5 ng/ml-Standard) > 1,25

OD (
OD (
OD (0,25 ng/ml-Standard) / OD (0,5 ng/ml-Standard) < 0,85
OD (-KS ng/ml) /OD (0,5 ng/ml-Standard) < 0,80

Mannan-Konzentration: das negative Kontrollserum (-KS) wird wie oben erwahnt
im Verhaltnis zum 0,5 ng/ml- Standard gesehen und das positive Kontrollserum
sollte eine Konzentration von = 0,5 ng/ml betragen. Fur die Erstellung der
Standardkurve werden jedoch beide Seren laut Hersteller nicht berlicksichtigt.

Standardkurve zur Bestimmung der
Candida-Mannan-Antigenkonzentration

1,515

1,158

450/620 nm)

0,636

0,453

Optische Dichte (A

0,000 T T T T
0,00 0,25 0,50 1,00 2,00

Konzentration (ng/ml)

Abb. 20: Standardkurve zur Bestimmung der Mannan-Konzentration
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Die Kriterien fur die optische Dichte des ,cut-off-Serums® mit 0,636 gréBer als
0,300 und kleiner als 1,1 sowie die OD des positiven Kontrollserums mit 1,124
gréBer als 0,636 (,,cut-off-Serum*®) sind somit erflllt, ebenso die optische Dichte
der Verhaltnisse der Standardseren mit folgenden Werten:

e OD(1,515/0,636)=2,382 —» (>2,10)
e OD(1,158/0,636)=1,821 —» (>1,25)
e OD(0,453/0,636)=0,713 —» (<0,85)
e 0OD(0,123/0,636) =0,194 —» (<0,80)
3.6.2 Candida-anti-Mannan-Antikorper-Nachweis

Wichtige Informationen zur Diagnostik einer invasiven Pilzinfektion kann der
Nachweis spezifischer Antikdrperreaktionen beim Wirt liefern. Allerdings sind
bislang kommerziell erhaltliche Antikdrpernachweisverfahren wenig standardisiert.
Sie beruhen auf Lipid-, Polysaccharid- und Proteingemischen, gewonnen aus
zytoplasmatischen, metabolischen, konidialen oder myzelialen Fraktionen der Pilze.
Diese wenig definierten Antigenextrakte verursachen verschiedenste Probleme - wie
zum Beispiel unerwinschte Kreuzreaktionen, erhebliche Schwankungen in der
Antigenzusammensetzung unterschiedlicher Testchargen und den Nachweis von
Antikérpern, die aufgrund der Exposition, nicht aber aufgrund einer Infektion gebildet
werden. Derartige Nachteile und das ohnehin reduzierte Antikérperbildungs-
vermdgen hochgradig immunsupprimierter Patienten haben bislang den breiten
Einsatz solcher Systeme sowohl bei der invasiven Aspergillose als auch bei der
invasiven Candidiasis verhindert. Der gelungene Nachweis von Mannan, ein an der
Hefezellwand nicht-kovalent gebundenes, stark immunogenes Polysaccharid und
Candida-Antigen, gilt als sicherer Marker firr eine Candidose [50]. Mit dem Candida-
Antikérpernachweis  (PLATELIA™-CANDIDA Ab/Ac/Ak, Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France), ein Zwei-Phasen-Enzymimmunoassay-Test gelingt der
quantitative Nachweis von anti-Mannan-Antikérpern in Humanserum durch Bildung
eines Immunkomplexes aus Mannan, humanen anti-Mannan-Antikérpern und mit

Peroxidase markierten anti-Human-Ig-Ziegenantikérpern.
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3.6.2.1

Testdurchfiihrung

Die folgenden Reagenzien wurden laut Herstellerangaben verwendet:

1 x Mikrotiterplatte (R1): 12 Riegel mit jeweils 8 Vertiefungen, sensibilisiert
mit gereinigtem Mannan, hergestellt aus Candida albicans

100 ml konzentrierte Waschlosung (10fach) (R2): TRIS-NaCl-Puffer (pH
7,4), 1% Tween® 20; Konservierungsmittel: 0,01% Thimerosal

0,250 ml negatives Kontrollserum (R3): Humanserum, negativ fir Anti-
Mannan-Antikdérper und negativ getestet auf Anti-HIV1- und Anti-HIV2-
Antikérper, HBs-Antigen und Anti-HCV-Antikérper; Konservierungsmittel:
<0,1% Natriumazid

0,250 ml Standardserum (Calibrator) (R4): Lésung mit humanen anti-
Mannan-Antikérpern; Ausgangslésung zur Erstellung der Standards der 2,5-,
5-, 10 und 20 AU/ml- anti-Mannan-Antikérperkonzentration; negativ getestet
auf Anti-HIV1- und Anti-HIV2-Antikérper, HBs-Antigen und Anti-HCV-
Antikorper; Konservierungsmittel: <0,1% Natriumazid

0,250 ml positives Kontrollserum (R5): Humanserum mit anti-Mannan-
Antikérpern; negativ getestet auf Anti-HIV1- und Anti-HIV2-Antikérper, HBs-
Antigen und Anti-HCV-Antikdrper; Konservierungsmittel: <0,1% Natriumazid

12 ml Konjugat (gebrauchsfertig) (R6): Mit Peroxidase markierter anti-

Human-Ig-Ziegenantikérper; Konservierungsmittel: 0,01% Thimerosal

2 x 100 ml Probenverdiinnungsmittel (gebrauchsfertig) (R7):
Konservierungsmittel: 0,01% Thimerosal

60 ml TMB-Substratpuffer (gebrauchsfertig) (R8): Zitronensaure und
Natriumacetatlésung pH 5,2 mit 0,009% Wasserstoff (H.O,) und 4%
Dimethylsulfoxid (DMSQO)

1 ml Chromogen TMB-L6ésung (konzentrert) (R9): 90% DMSO-Lésung mit
0,6% Tetramethylbenzidin (TMB)

12 ml Stopplésung (gebrauchsfertig) (R10): 1,5 N Schwefelsaure
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Zusatzlich wurden nachfolgende Materialien zur Testdurchfiihrung benétigt:

e Vortex-Mischer

e Tischzentrifuge fur konische 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen; geeignet fir
10.000 g

e Mikrotiterplatten-Photometer ausgestattet mit 450/620-Filtern
e Mikrotiterplatteninkubator mit Temperaturregelung; auf 37°C eingestellt
e Multipipetten zum Pippettieren von 2 pl, 100 pl, 400 pl

e Konische 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen zur Verdinnung von Serumproben

Vor Testdurchfihrung wurden zun&chst die Reagenzien R2, R8 und R9
hergerichtet. Dafir musste, um eine gebrauchsfertige Waschlésung herstellen zu
kénnen (mindestens 80 ml pro Riegel mit 8 Vertiefungen), die Lésung (R2) im
Verhaltnis 1:10 mit sterilem destilliertem Wasser verdinnt werden. Des Weiteren
erfolgte eine Verdinnung der konzentrierten Chromogen-Lésung (R9) in
Substratpuffer (R8) im Verhaltnis 1:50 (z.B. 200 pl der Reagenz R9 + 10 ml
Reagenz R8). Fir einen Riegel mit 8 Vertiefungen der Mikrotiterplatte bendtigte man
4 ml der hergestellten Entwicklungslésung. AuBerdem wurden sowohl das positive
als auch negative Kontrollserum (+KS, -KS) sowie die 20-, 10-, 5- und 2,5 AU/ml-
Standardseren gleichzeitig mit den Patientenproben vor Durchfihrung der
immunenzymatischen Reaktion behandelt. Hierbei wurden Test- und Standardseren
in ein 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen (SARSTEDT, Niembrecht, Deutschland) gegeben
und mit dem Probenverdinnungsmittel (R7) laut Herstellerangaben versetzt.

Zu Beginn der immunenzymatischen Reaktion wurden jeweils 100 pl Patienten-,
Kontroll- und Standardserum (2,5-, 5-, 10- und 20 AU/ml) in jeweils eine Vertiefung
der Mikrotiterplatte pipettiert, welche mit gereinigtem Mannan aus C. albicans
sensibilisiert war. Im Anschluss erfolgte das wasserdichte Abkleben der Platte (mit
Klebefolie) und die 60minltige Inkubation bei 37°C im Mikrotiterplatten-
Trockeninkubator (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France).
Danach wurde die Mikrotiterplatte ausgewaschen (R2), 100 pl des Konjugats (R6 =
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mit Peroxidase markierter anti-Human-lg-Ziegenantikérper) in alle Vertiefungen
pipettiert, die Platte erneut mit Klebefolie verschlossen und 60 Minuten lang bei
37°C im Mikrotiterplatten-Trockeninkubator belassen. Liegen Antikérper in der
Probe (Patientenserum) vor, bildet sich ein Komplex aus Mannan, humanen anti-
Mannan-Antikdrpern und Peroxidase-markierten anti-Human-lg-Ziegenantikérpern.
Da es sich hierbei um einen sogenannten Zwei-Phasen-Enzymimmunoassay-Test
handelt, erfolgt nun nach der ersten enzymatischen Reaktion die zweite Phase.
Nach der letzen Inkubation wurde die Mikrotiterplatte erneut ausgewaschen (R2)
und 200 pl der hergestellten Entwicklungslésung (R9 im Verhaltnis 1:50 in R8
verdlnnt) lichtgeschitzt in jede Vertiefung hineingegeben und bei Raumtemperatur
(+18-30°C) 30 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend wurde die in den
Vertiefungen fortschreitende enzymatische Reaktion durch Zugabe von 100 ul
Stopplésung (R10) angehalten und die optische Dichte bei 450/620 nm mit einem
Mikroplatten-Photometer (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France)
abgelesen.

Abbildung 21 zeigt die Standardkurve der Standardseren, welche zur Bestimmung
der anti-Mannan-Antikdrperkonzentration ausgedrickt in AU/ml (Arbitrary Units/ml)
aufgestellt wurde. Sie wird durch die vier Standardseren mit einer anti-Mannan-
Antikérperkonzentration (C) von 2,5, 5, 10 und 20 AU/ml und bei einer optischen
Dichte (OD) von 450/620 nm ermittelt. Um eine maximale Prazision zu erreichen,
wird eine S-Kurve mit Extrapolation durch Auftragen der Konzentration in AU/ml auf
der x-Achse (logarithmische Skala) und der optischen Dichte auf der y-Achse
(lineare Skala) erstellt. Folgende Kriterien zur Durchflihrung eines gultigen Tests fur
die Patientenseren der Gruppen | bis Il missen erfillt sein:

Optische Dichte: 0,400 < OD des 5 AU/ml-Standards < 1,200

Verhiltnis: OD (20 AU/mlI-Standard) / OD (5 AU/ml-Standard) > 2,0
OD (10 AU/mI-Standard) / OD (5 AU/ml-Standard) > 1,4
OD (2,5 AU/mI-Standard) / OD (5 AU/mI-Standard) < 0,8
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Anti-Mannan-Antikorperkonzentration: Das negative Kontrollserum sollte eine
Konzentration von <2,5 AU/ml und das positive Kontrollserum sollte eine
Konzentration von >10 AU/ml aufweisen. Fir die Erstellung der Standardkurve
werden jedoch beide Seren laut Hersteller nicht berlicksichtigt.

Standardkurve zur Bestimmung der
Candida-anti-Mannan-Antiké6rperkonzentration

2,202

1,406

0,791

Optische Dichte (A=450/620 nm)

0,425

0,000 T T T T
0,0 2,5 5,0 10,0 20,0

Konzentration (AU/ml)

Abb. 21: Standardkurve zur Bestimmung der anti-Mannan-Antikérperkonzentration

Die Kriterien fur die optische Dichte des 5 AU/ml-Standards mit 0,791 grdBer als
0,400 und kleiner als 1,200 sowie die des -KS mit 0,066 kleiner als 0,425 (2,5
AU/ml-Standards) und die des +KS mit 1,506 gréBer als 1,406 (10 AU/ml-
Standards) sind somit erflillt, ebenso die optische Dichte der Verhéltnisse der
Standardseren mit folgenden Werten:

e OD(2,202/0,791)=2784 —> (>2,0)
e OD(1,406/0,791)=1778 —» (>1,4)
e OD(0,425/0,791)=0,538 —» (<0,8)
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3.7 Statistik

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

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

Die drei betrachteten Patientengruppen werden bezlglich ihrer Merkmale wie
Geschlecht, Altersgruppen, Candida-Spezies, Streptokokken-/ Laktobazillen-
besiedlung, pH-Wert, Candida-Antigen/-Antikérper unter Anwendung des
Chiquadrat-Tests flr Kreuztabellen verglichen. Unterschiede hinsichtlich
quantitativer Merkmale wie Haufigkeit /Starke der Keimbesiedlung, dmf(t)-, DMF(T)-
und DMF/dmf(T/t)-Wert werden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests beurteilt.
Zusammenhange zwischen der Haufigkeit / Stérke der Candidabesiedlung und dem
Kariesstatus werden mit Hilfe der Spearman-Rang-Korrelation Gberpruft.

Die Datenanalyse hat explorativen Charakter. Kriterium flr die Beibehaltung bzw.
Ablehnung der jeweils getesteten Nullhypothese ist die berechnete
Wahrscheinlichkeit fir den Fehler 1. Art ,p* die im Ergebnisteil jeweils angegeben

wird.
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4 Ergebnisse

4.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Tabelle 1 gibt das Alter und Geschlecht aller Patienten der einzelnen Gruppen
wieder. Die Gesamtanzahl der 78 untersuchten Kinder unterteilte sich in 34 (43,2%)
Mé&dchen und 44 (56,8%) Jungen.

Die Vergleichsgruppe (Gruppe 1), welche weder endokarditisprophylaxepflichtige
noch immunsupprimierte herzkranke Kinder einschlieBt, setzte sich aus 12 (52,2%)
weiblichen und 11 (47,8%) mannlichen Probanden mit einem Durchschnittsalter von
111,3 Monaten zusammen. Gruppe Il bestand aus jeweils 12 (50%)
endokarditisprophylaxepflichtigen  herzkranken Jungen und Madchen. Das
Durchschnittsalter betrug hier 91 Monate. In der Gruppe der Kinder mit
Immunsuppression und Endokarditisprophylaxepflicht nach Herztransplantation
(Gruppe 1ll) befanden sich 10 (32,3%) weibliche und 21 (67,7%) mannliche
Patienten. Deren Durchschnittsalter lag bei 95,7 Monaten.

Tab. 1: Alters- und Geschlechtsverteilung

Kinder Madchen Jungen Gesamt < Alter
abs. % abs. % abs. % (Monate)
Gruppe | 12 52,2 11 47,8 23 100 11,3
-herzgesund-
Gruppe Il 12 50,0 12 50,0 24 100 91,0
-CHD-
Gruppe Il 10 32,3 21 67,7 31 100 95,7
-HTx-
Gesamt 34 43,2 44 56,8 78 100 99,3




Ergebnisse 47

4.2 DMF(T)-/dmf(t)-Befunde

In Tabelle 2 sind die durchschnittlichen DMF-/dmf(T/t)- Gesamt- und Einzelwerte der
Patienten mit Herzbefunden und der Vergleichsgruppe ohne Herzbefunde in
Gruppenzuordnung aufgefihrt.

Tab. 2: Durchschnittliche DMF(T)/dmf(t)-Gesamt- und Einzelwerte nach Gruppenzuordnung

DMF(T)-Wert | 0,5 | dmi(t)-Wert | 1,5 || DMF(T)/dmi(t)-Wert | 2,0
Gruppe | D(T)-Wert 0,1 d(t)-Wert 1,2 D/d(T/t)-Wert 1,3
-herzgesund-|| M(T)-Wert | 0,1 m(t)-Wert | 0,0 M/m(T/t)-Wert 0,1
F(T)-Wert | 03] f()-Wert |03 F/A(T/)-Wert 0,6

DMF(T)-Wert | 0,2 | dmi(t)}-Wert | 1,7 | DMF(T)/dmi(t)-Wert | 1,9

Gruppe Il D(T)-Wert | 0,1 | d@®)-Wert |12 D/d(T/)-Wert 1,3
-CHD- M(T)Wert | 0,1 | m{)Wert | 0,0 M/m(T/)-Wert 0,1
F(T)-Wert | 00| f®)-Wert |05 F/A(T/)-Wert 0,5

DMF(T)-Wert | 0,3 | dmi(t)-Wert | 0,2 | DMF(T)/dmf(t)-Wert | 0,5

Gruppe llI D(T)-Wert | 0,1 di)-Wert |02 D/d(T/t)-Wert 0,3
-HTx- M(T)Wert | 02| m@t)-Wert | 0,0 M/m(T/t)-Wert 0,2
F(T)-Wert | 0,0 | f()-Wert | 0,0 F/A(T/)-Wert 0,0

DMF(T)-Wert | 0,3 || dmi(t)-Wert | 1,2 | DMF(T)/dmf(t)-Wert | 1,5

Gesamt D(T)-Wert | 0,1 | d@®)-Wert |09 D/d(T/)-Wert 1,0
M(T)-Wert 0,1 m(t)-Wert 0,0 M/m(T/t)-Wert 0,1

F(T)-Wert | 0,1 f(t)-Wert | 0,3 F/A(T/)-Wert 0,4

Der kombinierte durchschnittliche DMF/dmf(T/t)-Wert fir Milch- und bleibende
Gebisse, welcher sich aus der durchschnittlichen Anzahl der erkrankten (D/d-
Werte), aufgrund von Karies extrahierten (M/m-Werte) und geflilliten Zahne (F/f-
Werte) zusammensetzt, betrug zum Zeitpunkt der Untersuchung far alle Kinder 1,5.
In ihm summierten sich der dmf(t)-Wert mit 1,2 flr die Milchzahne und der DMF(T)-
Wert mit 0,3 fur die bleibenden Z&hne.

Die Differenzierung des durchschnittlichen Gesamtwertes in die D/d-, M/m- und F/f-
Einzelkomponenten zeigte, dass die Anzahl der erkrankten Z&hne mit 1,0 den
Hauptanteil ausmachte. Hingegen war der Anteil der fehlenden und geflllten Zahne
mit 0,1 bzw. 0,4 eher gering.

Bei Betrachtung der Kombinationswerte in Gruppenzuordnung fiel auf, dass der
DMF/dmf(T/t)-Wert der Gruppe Il (HTx) mit 0,5 signifikant (p<0,001) unter dem der
Vergleichsgruppe (Gl) mit 2,0 und dem der Gll mit 1,9 lag. Ebenso verhielt es sich
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mit der Signifikanz von p<0,001 beim dmf(t)-Wert, wahrend der DMF(T)-Wert sich
mit p=0,701 jedoch als nicht signifikant erwies.

Auffallig war auch, dass anders als in Gl und GIl die Gl mit den
herztransplantierten Kindern weder im Milch- noch im bleibenden Gebiss bisher
geflllte Zahne aufwies. Diesbeziglich resultierte der dmf(t)-Wert von 0,2 fir die GllI
nur aus der Komponente d(t)=0,2, und der DMF(T)-Wert von 0,3 aus den
Komponenten D(T)=0,1 und M(T)=0,2. In der Gll addierte sich der dmf(t)-Wert aus
den Einzelwerten d(t)=1,2, m(t)=0 und f(t)=0,5 zu 1,7 und der DMF(T)-Wert aus
D(T)=0,1, M(T)=0,1 und F(T)=0 zu 0,2.

Der dmf(t)-Wert fUr die Vergleichsgruppe betrug 1,5 und setzte sich aus einem
d(t)=1,2, einem m(t)=0 und einem f(t)=0,3 zusammen. Der DMF(T)-Wert summierte
sich hingegen aus den Einzelkomponenten D(T)=0,1, M(T)=0,1 und F(T)=0,3 zu 0,5.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse flir die durchschnittlichen Gesamtwerte im
Milch- und bleibendem Gebiss erfolgte in Abbildung 22.

Durchschnittliche DMF/dmf (T/t) - Werte

O Gruppe | (n=23) m Gruppe Il (n=24) B Gruppe lll (n=31) B Gesamt (n=78)

2,51

2,0

2,0

1,51

1,0

0,51

0,0
’ DMPF(T)-Wert dmf(t)-Wert DMPF/dmf(T/t)-Wert

Abb. 22: Durchschnittliche DMF(T)-, dmf(t)- und DMF/dmf(T/t)-Werte in Gruppenzuordnung

Es wird deutlich, dass die Kinder der HTx-Gruppe die gunstigsten Werte im
Milchgebiss und damit auch im Gesamtgebiss aufwiesen.
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4.3 Keimbesiedelung der Mundhoéhle

4.3.1 Bakterien der physiologischen Mundflora

Die Untersuchung der Bakterien der physiologischen Mundflora beschrankte sich
auf die Ublicherweise vorherrschenden aeroben und anaeroben Mikroorganismen.
Bei Betrachtung der diesbezliglich vorkommenden Keime, wie Streptokokken der
Viridans-Gruppe, nicht hamolysierende Streptokokken, saprophytdre Neisserien,
Corynebakterien und koagulase negative Staphylokokken fiel auf, dass nur geringe
Haufigkeitsunterschiede im Speichel, in der Plaque und in der kariésen Substanz im
Gruppenvergleich auftraten (Tab. 3a-3c). Staphylococcus aureus lie3 sich vereinzelt
nur bei den Patienten der Vergleichsgruppe und bei denen der Glll im Speichel und

der Plaque anzlichten.

Tab. 3a: Bakterien der physiologischen Mundflora der Vergleichsgruppe (Gl)

Gruppe | (herzgesund)
Bakterien . Kariose
akterie Speichel Plaque ‘ Substanz
abs. ‘ Y% abs. ‘ Y% abs. ‘ Y%
Streptococcus viridans 23 100 23 100 3 13
nicht hdmolysierende Streptokokken 23 100 21 91,3 3 13
Saprophytare Neisserien 20 87 19 82,6 3 13
Corynebakterien 20 87 21 91,3 2 8,7
Koagulase negative Staphylokokken 5 21,7 1 4,3 1 4,3
Staphylococcus aureus 1 4,3 0 0 0 0
Tab. 3b: Bakterien der physiologischen Mundflora der CHD-Gruppe (Gll)
Gruppe Il (CHD)
. . Kariose
Bakterien Speichel Plaque ‘ Substanz
abs. ‘ Y% abs. ‘ Y% abs. ‘ Y%
Streptococcus viridans 24 100 24 100 6 25
nicht hdmolysierende Streptokokken 24 100 22 91,7 6 25
Saprophytéare Neisserien 24 100 21 87,5 6 25
Corynebakterien 23 95,8 22 91,7 6 25
Koagulase negative Staphylokokken 1 4,2 1 4,2 0 0
Staphylococcus aureus 0 0 0 0 0 0
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Tab. 3c: Bakterien der physiologischen Mundflora der HTx-Gruppe (GllI)

Gruppe Il (HTXx)
. : Kariése
Bakterien Speichel Plaque ‘ Substanz
abs. Y% abs. ‘ Y% abs. ‘ Y%
Streptococcus viridans 31 100 30 96,8 2 6,5
nicht hamolysierende Streptokokken 30 96,8 30 96,8 1 3,2
Saprophytéare Neisserien 29 93,5 30 96,8 1 3,2
Corynebakterien 30 96,8 28 90,3 1 3,2
Koagulase negative Staphylokokken 6 19,4 4 12,9 0 0
Staphylococcus aureus 4 12,9 3 9,7 0 0

4.3.2 Mutans Streptokokken im Speichel

Tab. 4: Mutans-Streptokokken (MS) im Speichel

Mutans-
Patienten Streptokokken
ja (%) nein (%)
Gruppe |
-herzgesund- 100 0
Gruppe I
-CHD- 91,7 8,3
Gruppe Il
HTx- 96,8 3,2
Gesamt 96,2 3,8

Von der Gesamtheit der 78 Kinder lieBen sich in 96,2% Mutans Streptokokken im
Speichel identifizieren. Davon war die Gl mit 100% am haufigsten und die Gl mit
91,7% am relativ seltensten betroffen.

Die erganzende Differenzierung in Keimzahlklassen findet sich in Tabelle 5.
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Tab. 5: Haufigkeit der Mutans-Streptokokken (MS)
0 1 2
Keimzahlklassen
abs. % abs. % abs. %
Gruppe |
-herzgesund- 0 0 15 65,2 8 34,8
Gruppe i
-CHD- 2 8,3 17 70,9 5 20,8
Gruppe Il
HTx 1 3,2 19 61,3 11 35,5

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

Mutans Streptokokken lieBen sich bei allen Kindern der Vergleichsgruppe Gi

isolieren, wahrend in 8,3% der Félle aus Gll und in 3,2% der Falle aus Glll dieser

Keim nicht nachgewiesen werden konnte.

In allen Gruppen Uberwog die Keimzahlklasse 1. So hatten 65,2% der Kinder aus
der Vergleichsgruppe, 70,9% der Kinder aus der Gll und 61,3% der Kinder aus GllI
unter 10° KBE/ml Speichel. Die Unterschiede zwischen den drei Untersuchungs-

Gruppen erwiesen sich jedoch mit p=0,482 als nicht signifikant.

Abbildung 23 zeigt die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 5.
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Abb. 23: Relative Verteilung der Mutans-Streptokokken
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4.3.3 Laktobazillen im Speichel

Tab. 6: Laktobazillen im Speichel

Laktobazillen
Patienten
ja (%) nein (%)
SIREEC] 95,7 4,3
-herzgesund-
Gruppe I
-CHD- 83,3 16,7
Gruppe Il
HTx- 96,8 3,2
Gesamt 92,3 7,7

Von allen 78 Kindern lieBen sich im Speichel in 92,3% Laktobazillen nachweisen.
Am haufigsten waren diese Keime mit 96,8% in der Gruppe der HTx-Kinder
vertreten. Am relativ seltensten wurden sie in der Gruppe der CHD-Patienten

gefunden.

Die Ergebnisse zum erg&nzenden quantitativen Nachweis der Laktobazillen gemanR

CRT®-bacteria-Test werden in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7: Haufigkeit der Laktobazillen (LB)

0 2
Keimzahlklassen
abs. % abs. % abs. %
Gruppe | 1 4,3 14 60,9 8 34,8
-herzgesund-

Gruppe Il

e DY 4 16,7 16 66,7 4 16,7
Gruppe lll 1 3.2 20 64,5 10 32,3

-HTx-

0: keine; 1: wenig (< 10° KBE/mI Speichel); 2: viel (= 10° KBE/ml Speichel)
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Wie bei den Mutans Streptokokken war auch bei den Laktobazillen die
Keimzahlklasse 1 in allen Patientengruppen am starksten vertreten. Sie machte
60,9% in der Gl, 66,7% in der Gll und 64,5% in der Glll aus. Das heifBt, es wurden
unter 10° KBE/ml Speichel nachgewiesen. Dementsprechend beliefen sich die
Anteile fir die Keimzahlklasse 2 auf Werte zwischen 16,7 (Gll) und 34,8% (Gl). Die
Unterschiede zwischen den drei Untersuchungsgruppen erwiesen sich jedoch mit
p=0,25 als nicht signifikant.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 7 erfolgte in Abbildung 24.
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Abb. 24: Relative Verteilung der Laktobazillen

4.3.4 Pufferkapazitat des Speichels

Die Ergebnisse zur Bestimmung der Pufferkapazitat des Speichels aller Kinder,
welche Uber die Messung der pH-Werte ermittelt wurde, werden in Tabelle 8
wiedergegeben.



54 Ergebnisse

Tab. 8 Pufferkapazitat des Speichels

pH-Wert-Klassen ! 2 ’
abs. % abs. % abs. %
_hg;‘;':':ﬁr" d_ 9 39,1 12 52,2 2 8,7
Gfgfl%e_ . 5 20,8 15 62,5 4 16,7
Gr_‘;_lpf)i il 13 41,9 14 45,2 4 12,9

1: hoch (pH > 6); 2: mittel (pH 4,5 - 5,5); 3: niedrig (pH < 4)

Bei den zugleich endokarditisprophylaxepflichtigen und immunsupprimierten
Kindern nach HTx bestand in 41,9% der Falle ein End-pH von >6,0 und somit eine
hohe Pufferkapazitat, wahrend dies bei den herzkranken (mit CHD) Jungen und
Madchen in 20,8% der Falle und bei den Kindern der Vergleichsgruppe in 39,1%
zutraf. Fur die Kinder der Gl lag dariiber hinaus in 8,7% eine niedrige und in 52,2%
eine mittlere Pufferkapazitat vor. Dem standen 16,7% der Patienten aus Gruppe |l
mit einem niedrigen und 62,5% mit einem mittleren pH-Wert gegendber. Auch in
Gruppe Il verhielt es sich ahnlich wie in Gruppe Il. Hier lag in 12,9% eine geringe
und in 45,2% eine mittlere Pufferkapazitat vor. Beim statistischen Gruppenvergleich
ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (p=0,511).

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 8 erfolgte in Abbildung 25.
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Abb. 25: Vergleich der Pufferkapazitat des Speichels
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4.4 Candida Spezies in der Mundhdhle und im Stuhl

4.4.1 Haufigkeit der Candidabesiedelung

Bei den diagnostizierten Hefen handelte es sich um verschiedene Candida Spezies,
wie zum Beispiel C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis
und C. lusitaniae. Dabei wurden bei allen Kindern sowohl Speichel-, Plaque- und
Stuhlproben als auch, falls vorhanden, Proben der kariésen Zahnhartsubstanz auf
das Vorkommen von Pilzen untersucht. Tabelle 9 gibt die Verteilung der Sprosspilze
in allen drei Untersuchungsgruppen wieder.

Tab. 9 Haufigkeit der Candidabesiedelung nach Gruppenzuordnung

kariose

Candida- Speichel Plaque Substanz Stuhl
vorkommen
abs. % abs. % abs. % abs. Y%
Gruppe | 4 21,7 2 8,7 10 | 435
-herzgesund- 8 34.8 > ’ ’ ’
Gfgﬂ%e. ] 10 416 3 12,5 3 12,5 7 29,2
G’_“HE& i 10 [ 323 7 | 225 | 1 32 | 3 | 97

Zwischen den Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied bei der
Candidabesiedelung der Mundhdhle. Dementsprechend fanden sich fur die
Vergleichsgruppe in 34,8% der Falle Candida im Speichel, in 21,7% in der Plaque
und in 8,7% in karids erweichter Zahnsubstanz. Bei den Kindern der CHD-Gruppe
lag das Vorkommen im Speichel bei 41,6%, sowie in der Plaque und der kariés
erweichten Zahnsubstanz bei jeweils 12,5%. Die herztransplantierten Jungen und
Madchen wiesen in 32,3% der Félle Candida im Speichel, in 22,5% in der Plaque
und in nur 3,2% in der kariés erweichten Substanz auf. Dem gegeniber bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bei den Stuhlproben mit p=0,027.
Hier fiel auf, dass die Glll mit nur 9,7% gegenuiber der Gll mit 29,2% und der GI mit
sogar 43,5% deutlich abfiel.
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Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 9 erfolgte in Abbildung 26.
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Abb. 26:

4.4.2 Candidabesiedelung in Zuordnung nach Keimzahlklassen

Relative Candidabesiedelung in den untersuchten Substanzen

In Tabelle 10 wurden die Ergebnisse der Candidabesiedelung in Zuordnung nach

Keimzahlklassen dargestellt.

Tab. 10: Candidabesiedelung in Zuordnung nach Keimzahlklassen

Keimzahlklassen g 1 2
abs.| % |abs.| % labs.| % |abs.| % abs.| %
Speichel 15 [652| 2 (87| 5 |21,7] 1 |44| 0 | O
Gruppel  Plaque 18 |783| 2 (87 0 | 0 | 3 |130/ 0 | O
-herzgesund- .- isse Substanz|| 21 [91,3] 0 [ 0 | 2 [87]/ 0o | 0 | 0 |0
Stuhl 13 |56,5| 4 [174| 2 |87 | 2 |87 | 2 |87
Speichel 14 |584| 5 20,8/ 5 |208| 0 | 0 | O | O
Gruppe Il Plaque 21 (875 2 |83/ 0| 0| 1|42 00
-CHD- karidse Substanz|| 21 |875] 2 [83 | 1 |42/ 0 | 0 | 0 | O
Stuhl 17 1708 1 |42 1 | 42| 3 |125| 2 |83
Speichel 21 |67,7] 6 |194] 4 |129, 0 | 0 | 0 | O
Gruppe lll  Plague 24 |775| 1 |33| 2 |64| 2 |64 2 |64
-HTx- karise Substanz|| 30 |96,8] 0 | 0 | 0 | 0 | 1 |32| 0 | O
Stuhl 281903/ 0 | 0 | 2 |65 0] 0 | 1 [32

0: keine; 1: einzelne (<10 KBE); 2: wenig (10-102 KBE); 3: viel (10%-10% KBE); 4: massenhaft

(>10% KBE)
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Bei den Kindern der Vergleichsgruppe Gl und der Gll wurde die hdchste
Keimzahlklasse 4 (=massenhaft; >103 KBE) in keinem Fall in der Mundhdéhle
nachgewiesen. Demgegeniber war diese jedoch fir die Glll in 6,4% vertreten.
Bezogen auf die Stuhlproben lieB sich Candida in 8,7% in der Gl, in 8,3% in der GlI
und in 3,2% in der Gl ,massenhaft” identifizieren.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus der Tabelle 10 erfolgte in Abbildung
27.
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Abb. 27: Relative Candida-Mengenverteilung in Zuordnung nach Keimzahlklassen

Sowohl bei der Vergleichsgruppe als auch bei den herzkranken Kindern der Gll und
den herztransplantierten Kindern der Glll fallen die Anteile in Richtung hdherer
Keimzahlklassen aller untersuchten Substanzen deutlich ab. Der Vergleich
zwischen den Gruppen erwies sich hierbei fur Speichel-, Plaque-, Karies und
Stuhlproben jeweils als nicht signifikant.
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4.4.3 Verteilung der Candida-Proben nach Spezies

Tabelle 11 gibt die Ergebnisse der Verteilung der Hefepilzproben nach Spezies in
allen drei Untersuchungsgruppen wieder.

Tab. 11: Verteilung der Candidaproben nach Spezieszuordnung in allen drei Gruppen

keine C. albicans C. krusei C. glabrata
Candida Spezies
abs. % | abs. % abs. % | abs. %
Speichel 15 |652| 4 |174 | 0 0 0 0
Gruppe | Plagque 18 78,3 | 1 43 | 0 0 0 0
-herzgesund- - isse Substanz || 21 [913] 1 [ 43 | o | o | o | o
Stuhl 13 |565| 4 |174 | 0 0 0 0
Speichel 14 |583| 10 | 41,7 | 0 0 0 0
Gruppe I Plaque 21 |875| 3 | 125 0 0 0 0
-CHD- karidse Substanz 21 |875| 3 | 125 0 0 0 0
Stuhl 17 |708| 6 | 250 0 0 1 42
Speichel 21 | 67,7 10 | 323 | 0 0 0 0
Gruppe Il Plaque 24 | 774 7 22,6 0 0 0 0
-HTx- karidse Substanz 30 |968 | 1 32 | 0 0 0 0
Stuhl 28 90,3 2 6,5 1 32 0 0
Anzahl der Proben 243 | 779| 52 | 16,7 | 1 0,3 | 1 0,3

Fortfihrung der Tabelle 11

C. dubliniensis C. lusitaniae C. parapsilosis
Candida Spezies

abs. % abs. % abs. %

Speichel 4 17,4 0 0 0 0

Gruppe | Plaque 3 13,0 0 0 1 43
-herzgesund- kariése Substanz 1 4,3 0 0 0 0
Stuhl 5 21,7 1 4,3 0 0

Speichel 0 0 0 0 0 0

Gruppe Il Plague 0 0 0 0 0 0
-CHD- karidse Substanz 0 0 0 0 0 0
Stuhl 0 0 0 0 0 0

Speichel 0 0 0 0 0 0

Gruppe Il Plaque 0 0 0 0 0 0
-HTx- kariése Substanz 0 0 0 0 0 0
Stuhl 0 0 0 0 0 0

Anzahl der Proben 13 4,2 1 0,3 1 0,3
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Es fallt auf, dass in allen untersuchten Proben (Speichel, Plaque, kariése Substanz,
Stuhl) C. albicans der am haufigsten nachgewiesene Keim war. So wurden 52
(75,4%) von insgesamt 69 Proben positiv auf C. albicans getestet. Die Keime C.
krusei, C. glabrata, C. lusitaniae und C. parapsilosis machten jeweils nur 4 (5,8%)
der positiven Proben aus, wahrend C. dubliniensis in 13 Proben (18,8%)
nachgewiesen wurde.

Der Vergleich zwischen den Gruppen erwies sich hier fir Speichel- (p=0,017),
Plaque- (0,044) und Stuhlproben (p=0,01) jeweils als signifikant.

444 Patienten mit Candidabesiedelung der Mundhohle und des
Stuhls

Erganzend wurde ermittelt, wie viele der insgesamt 78 Kinder bei
Gruppenzuordnung Candida nur im Stuhl, nur in der Mundhdhle, sowohl in der
Mundhdéhle als auch im Stuhl sowie gar nicht aufwiesen (Tab. 11).

Tab. 11:  MengenmaBige Candidabesiedelung der Mundhéhle und des Stuhls

Candida- Stuhl Mundhohle | MUngronle + Keine
besiedelung
abs. % abs. % abs. % abs. %
Gruppe | 3 13,0 1 4,4 7 30,4 12 | 522
-herzgesund-
Gruppe I
-CHD- 1 4,2 4 16,7 6 25 13 54,1
Gruppe Il 0 0 7 226 3 9,7 21 67,7
-HTx-
Gesamt 4 5,1 12 15,4 16 20,5 46 59,0

Es fiel auf, dass die Vergleichsgruppe mit 30,4% der Falle am haufigsten einen
gleichzeitigen Candidabefall in der Mundhdhle und im Stuhl zeigte. Dagegen war
dies in der CHD-Gruppe nur in 25% und in der Gruppe der immunsupprimierten
Kinder nach HTx nur in 9,7% der Falle so. AusschlieBlich im Stuhl fanden sich
Candida Spezies nur bei 13% der Gl und 4,2% der Gll. Dem standen 4,4% in G,
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16,7% in Gll und 22,6% in Glll gegenilber, wo sich Candida nur in den Substanzen
der Mundhéhle identifizieren lieB.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 11 erfolgte in Abbildung 28.

O Stuhl @ Mundhohle B Stuhl + Mundhdhle B Keine

80+

67,7

=)}
e

N
bt

Antei der Kinder [%]
=Y
o

Gruppe | (n=23) Gruppe Il (n=24) Gruppe Il (n=31)
-herzgesund- -CHD- -HTx-

Abb. 28: Relative Haufigkeit der Candidabesiedelung in Zuordnung nach den untersuchten
Substanzen

4.5 DMF/dmf(T/t)-Wert bezogene Candidahaufigkeit

4.5.1 Candidabesiedelung der Mundhohle in Abhangigkeit vom
Kariesstatus

Wie sich die Haufigkeit der Candidabesiedelung mit dem Kariesstatus in der
Mundhéhle veranderte, wird in Tabelle 12 dargestellt. Verglichen wurden dazu die
Kinder mit naturgesundem Gebiss (DMF/dmf(T/t)=0), die Kinder mit Karieserfahrung
(DMF/dmf(T/t)=1) und die Kinder mit aktueller Karies (D/d>1) der einzelnen
Gruppen. Fir alle Gruppen bestétigte sich die relativ seltene Candidabesiedelung
der Mundhéhle (Speichel, Plaque oder kariése Zahnhartsubstanz) bei den noch
naturgesunden Gebissen und die haufigste Besiedelung bei den Gebissen mit
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aktueller Karies. So hatten 75% der Kinder aus der Vergleichsgruppe, 54,5% der
Kinder aus der Gll und sogar 100% der Kinder aus Glll mit aktueller Karies Candida
in der Mundhéhle. Dagegen lagen die Prozentanteile bei den Kindern mit
naturgesunden Gebissen bei nur 23,5 (Gl), 25,0 (Gll) und 28,6 (GlllI).

Tab. 12: Candidabesiedelung der Mundhéhle in Abhangigkeit vom Kariesstatus

Candidabesiedelung der Ja BT
Mundhohle A % n %
DMF/dmfg/t) =0 4 235 13 76,5
Gruppe | (n=23) DMF/Ejn=f(T)/t) > 1
= m P
-herzgesund- (n=6) 4 66,7 2 333
D/d > 1
(ned) 3 75,0 1 25,0
DMF/O('nmig”) =0 2 25,0 6 75,0
Gruppe Il (n=24) DMF/dmf(T/t) > 1
"CHD- (1-16) 8 50,0 8 50,0
D/d > 1
st} 6 54,5 5 455
DMF/dmf(T/t) = 0
g 8 28,6 20 71,4
Gruppe Ill (n=31) DMF/dmf(T/t) > 1
T (0e3) 2 66,7 1 33,3
D/d > 1
(1e2) 2 100,0 0 0

Die Korrelation zwischen der Starke der Candidabesiedelung im Speichel und dem
Kariesstatus war mit p<0,001 signifikant, wobei der Korrelationskoeffizient 0,377
betrug. Ahnlich verhielt es sich in der Plaque. Die Signifikanz lag ebenfalls bei
p<0,001 und der Korrelationskoeffizient bei 0,527.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 12 erfolgte in Abbildung 29.
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Abb. 29: Relative Candidabesiedelung der Mundhdhle in Abhangigkeit vom Kariesstatus

4.5.2 Candidabesiedelung des Stuhls in Abhéngigkeit vom
Kariesstatus

Die DMF/dmf (T/t) - bezogene Haufigkeit der Candidabesiedelung des Stuhls wird in
Tabelle 13 wiedergegeben. Wie bei der Candidabesiedelung der Mundhéhle wurden
auch hier die Kinder mit naturgesundem Gebiss (DMF/dmf(T/t)=0), die Kinder mit
Karieserfahrung (DMF/dmf(T/t)>1) und die Kinder mit aktueller Karies (D/d=1) in
Gruppenzuordnung untereinander verglichen.

Wéhrend die Kinder mit naturgesunden Gebissen sowohl in der Gl als auch in der
Gll die niedrigsten Anteile bei der Candidabesiedelung aufwiesen, war dies in der
Glll anders: hier war nur bei 3 Kindern Uberhaupt Candida festzustellen und diese
gehdrten zu denen mit naturgesunden Gebissen.
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Tab. 13 Candidabesiedelung des Stuhls in Abhangigkeit vom Kariesstatus

Candidabesiedelung des - Nein
Stuhls % n %
DMF/dmf(T/t) =0
(n=17) 35,3 11 64,7
Gruppe | (n=23) DMF/dmf(T/t) > 1
-herzgesund- (n=6) 66,7 2 33,3
D/d =1
(n=4) 50 2 50
DMF/dmf(T/t) = 0
(n=8) 25 6 75
Gruppe Il (n=24) DMF/dmf(T/t) = 1
-CHD- (n=16) 31,2 11 68,8
D/d =1
(n=11) 36,4 7 63,6
DMF/dmf(T/t) = 0
(n=28) 10,7 25 89,3
Gruppe lll (n=31) DMF/dmf(T/t) > 1
-HTx- (n=3) 0 3 100
D/d =1
(n=2) 0 2 100

Die Korrelation zwischen der Starke der Candidabesiedelung des Stuhls und dem
Kariesstatus war mit p=0,064 nicht signifikant. Der Korrelationskoeffizient lag bei

0,211.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 13 erfolgte in Abbildung 30.
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4.6 Candidabesiedelung im Serum

4.6.1 Candida-Mannan-Antigen-Nachweis im Serum

Die Ergebnisse zur quantitativen Bestimmung der Candida-Mannan-Konzentration
im Patientenserum werden in Tabelle 14 und in Abbildung 31 dargestellt.
Serumproben mit einer Mannan-Konzentration unter 0,25 ng/ml wurden als
»hegativ®, zwischen 0,25 und 0,5 ng/ml als ,.fraglich® und gréBer oder gleich 0,5
ng/ml als ,positiv‘ fir das Vorliegen von Mannan-Antigenen betrachtet. Zur
Verfigung standen Serumproben von allen 23 Patienten der Gl, 18 Patienten der
Gll und von allen 31 Patienten der GllI.

Tab. 14: Haufigkeit der Candida-Mannan-Antigene im Serum

Candida-Mannan-Antigene
Patienten . . .
positiv negativ fraglich
abs. | % abs. | % abs. | %

Gruppe |

-herzgesund- 3 13,0 15 65,2 5 21,8
Gruppe I

-CHD- 1 5,5 14 77,8 3 16,7
Gruppe Il

HTx 5 16,1 8 25,8 18 58,1

Eine positive Mannan-Antigen-Konzentration im Serum mit gréBer oder gleich des
0,5 ng/ml-Standards wurde in 13% der Félle fur die Vergleichsgruppe, in 5,5% fir
die Gll und in 16,1% fur die HTx-Gruppe nachgewiesen. Hingegen fand sich bei
65,2% der Gl, bei 77,8% der Gruppe der herzkranken Kinder (ohne HTx) und bei
25,8% der GllIl eine negative Mannan-Konzentration unterhalb des 0,25 ng/ml-
Standards. Von den insgesamt 72 Patientenseren wurden schlieBlich 26 der
Kategorie ,fraglich“ zugeordnet, da ihre optische Dichte gréBer oder gleich des 0,25
ng/ml-Standards war. In Differenzierung traf dies fir 5 Patienten aus der Gl (21,8%),
3 (16,7%) aus der Gll und 18 (58,1%) aus der Glll zu.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 14 erfolgte in Abbildung 32
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Abb. 31: Quantitative Bestimmung der Candida-Mannan-Antigenkonzentration

Der statistische Gruppenvergleich ergab fir die Haufigkeit der Candida-Mannan-

Antigene im Serum eine Signifikanz von p<0,001.
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4.6.2 Candida-anti-Mannan-Antikorper-Nachweis im Serum

Die Ergebnisse =zur quantitativen Bestimmung der Candida-anti-Mannan-
Antikdrperkonzentration im Patientenserum aller Kinder werden in Tabelle 15 und in
Abbildung 33 dargestellt. Serumproben mit einer anti-Mannan-Antikérper-
konzentration unter 5 AU/ml wurden als ,,negativ®, zwischen 5 und 10 AU/ml als
»fraglich® und gréBer oder gleich 10 AU/ml als ,,positiv* fir das Vorliegen von anti-
Mannan-Antikérpern betrachtet.

Tab. 15: H&aufigkeit der Candida-anti-Mannan-Antikérper im Serum

Candida-anti-Mannan-Antikérper
Patienten positiv negativ fraglich

abs. Y% abs. % abs. Y%
Gruppe |

-herzgesund- 3 13,0 20 87,0 0 0,0
Gruppe I

-CHD- 3 16,7 10 55,5 5 27,8
Gruppe Il

HTx. 0 0 31 100,0 0 0,0

In der Vergleichsgruppe waren 87% der Falle, in der Gll 55,5% und in der HTx-
Gruppe sogar 100% negativ auf die anti-Mannan-Antikdrperkonzentration im Serum
getestet worden. Dem gegeniber wurde bei jeweils 3 Patienten der
Vergleichsgruppe (13%) und der Gll (16,7%) eine positive anti-Mannan-
Antikdrperkonzentration diagnostiziert. Die Gruppe der herzkranken Kinder ohne
HTx war mit 5 Patienten (27,8%) die einzige, welche eine fragliche, zwischen 5 und

10 AU/ml, anti-mannan-Antikérperkonzentration im Serum aufwies.

Die grafische Umsetzung der Ergebnisse aus Tabelle 15 erfolgte in Abbildung 31.
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Abb. 34: Candida-anti-Mannan-Antikérper-Nachweis
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Abb. 33: Quantitative Bestimmung der Candida-anti-Mannan-Antikdrperkonzentration

Der statistische Gruppenvergleich ergab fir die Haufigkeit der Candida-anti-

Mannan-Antikdrper im Serum eine Signifikanz von p=0,02.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Candida-Antigen-/Candida-Antikérper-
konzentration des Serums sowie die Haufigkeit der Candidabesiedelung der
Mundhdhle und des Magen-Darmtrakies bei herzgesunden, endokarditis-
prophylaxepflichtigen  herzkranken (mit CHD) und immunsupprimierten
herztransplantierten (HTx) Kindern in Relation zum Kariesstatus untersucht werden.
Vorausgegangene Untersuchungen hatten bereits gezeigt, dass bei gesunden
Kindern eine positive Korrelation zwischen der oralen und gastrointestinalen
Candidabesiedelung besteht [108,109]. Darliber hinaus ergaben sich Hinweise auf
eine deszendierende Kolonisationen, indem durch Genotypisierung die genetische
Identitdt der meisten Candida-Isolate aus der Mundhdhle und dem Stuhl
nachgewiesen wurde [54]. Dass Candida albicans bevorzugt in kariés erweichter
Zahnhartsubstanz in hoher Konzentration vorkommt wurde bereits 1993 durch
WETZEL et al. beschrieben und 2002 durch AKDENIZ et al. bestétigt [3,123]. Es
stellte sich nun die Frage, ob ausgehend von diesen Erkenntnissen, ein
Zusammenhang zwischen der orointestinalen Candidabesiedelung und dem
Nachweis von Candida-Antigenen und -Antikdrpern im Serum bei allgemein-
gesundheitlich reduzierten Kindern in Abhdngigkeit vom Kariesstatus besteht. Unter
dieser Zielsetzung wurden Mundhdhle und Magen-Darm-Trakt von herzgesunden,
immunsupprimierten (nach HTx) und herzkranken Patienten (mit CHD) auf
Candidabefall untersucht und die gefundenen Sprosspilzisolate in einer
weiterfihrenden Arbeit einer Genotypisierung unterzogen. Das Serum der Patienten
wurde immunologisch auf Candida-Antigene und -Antikérper (Quantitat) untersucht.

Die mikrobiologischen Untersuchungen erstreckten sich nicht nur auf Candida,
vielmehr wurden auch die beiden kariogenen Bakterien Streptococcus mutans und
Laktobazillen mit in die Uberpriifung einbezogen. Die vorliegenden Ergebnisse
bestéatigen vorausgegangene Arbeiten bezliglich der Besiedelung der Mundhdéhle
mit Laktobazillen und Mutans-Streptokokken bei transplantierten und herzkranken
(mit CHD) Kindern [5,42]. So wiesen die CHD-Kinder in 83,3% Laktobazillen und in
91,7% Mutans-Streptokokken im Speichel auf, wahrend dies bei den HTx-Kindern
jeweils in 96,8% der Falle zutraf. Weiterhin reihen sich unsere Ergebnisse bezliglich
der vorkommenden Candida Spezies in denen vorangegangener Studien ein, wobei
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Candida albicans die am meisten isolierte Spezies war [4,84,128]. Diesbezlglich
waren 52 (75,4%) von insgesamt 69 Proben (Speichel-, Plaque-, Stuhl- und
Kariesproben) signifikant auf C. albicans von uns getestet worden.

Des Weiteren wurden die Gebissbefunde aller Madchen und Jungen erhoben.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass von den drei untersuchten Gruppen die Kinder
nach HTx zwar ginstigere DMF/dmf(T/t)- und dmf(t)-Werte aufwiesen, wobei sich
jedoch der dmf(t)-Wert nur aus der d-Komponente (,decayed-teeth®)
zusammensetzte. Ein klarer Zusammenhang zwischen einer kariésen Erkrankung
der Zahne und der Pilzbesiedlung der Mundhdhle wurde bereits in
vorausgegangenen Studien belegt [33,76]. Auch AKDENIZ et al. fanden bei 96%
aller Kinder mit karidés erkrankten Gebissen, jedoch nur bei 5% der Kinder ohne
Karieserfahrung Candida in der Mundhéhle [3]. Dies lieB sich auch mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie bestatigen. So wiesen die Madchen und
Jungen mit aktueller Karies (D/d=1) eine positive Korrelation zwischen der
Haufigkeit der Candidabesiedelung der Mundhdhle und dem Kariesstatus auf.
Selbige betrug bei den herzgesunden Kindern 75%, bei den herzkranken Kindern
ohne HTx 54,5% und bei den Kindern nach HTx sogar 100%. Es ergibt sich daraus
der Hinweis der Abhangigkeit der Candidakolonisation der Mundhéhle vom kariésen
Gebissbefund der Kinder in allen Gruppen und ein erhdhtes Kariesrisiko flr die
herztransplantierten Kindern gegenliber den endokarditisprophylaxepflichtigen (mit
CHD) und herzgesunden Méadchen und Jungen. Auch AL SHARHEED et al.
konnten zeigen, dass bei Kindern nach Herz- und/oder Lungentransplantation
gegentber der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede beim Gebissbefund
bestanden. Die Transplantierten hatten hier mehr Schmelzdefekte vorzuweisen als
die Kontrollgruppe [6].

Auch eine Wechselbeziehung zwischen oraler und faecaler Candidabesiedlung
wurde bei sonst gesunden Kindern bereits beschrieben [98,108]. In der Studie von
HOSSAIN et al. aus 2003 mit gesunden Kindern ergaben sich schlieBlich Hinweise
auf eine deszendierende Kolonisation aus der Mundhdéhle in den Magen-Darm-
Trakt, in dem durch Genotypisierung die genetische ldentitat der meisten Candida-
Isolate aus der Mundhdhle mit denen aus dem Stuhl nachgewiesen wurden [54].
Auch unsere Untersuchungen lassen auf eine Fortleitung der Candidakeime aus der
Mundhdhle sowohl fir die Gruppe der Herzgesunden als auch der Herzkranken
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ohne HTx schlieBen. Es wiesen 50% der Vergleichsgruppe und 36,4% der
herzkranken (CHD-) Kinder Candida im Stuhl auf, wenn diese Keime zugleich auch
in der Mundhdhle nachgewiesen wurden. Dieser Zusammenhang konnte in der
HTx-Gruppe allerdings nicht beobachtet werden. Hier hatten zwar alle Kinder mit
aktueller Karies auch Candida in der Mundhéhle, jedoch keine Candida Spezies im
Stuhl. Dieses Ergebnis erlaubt die Annahme, dass sich die relative
Candidabesiedelung des Orointestinaltraktes der HTx-Kinder durchaus von der der
Vergleichsgruppe und der herzkranken Kinder ohne HTx unterscheiden kann. Leider
gibt es in Bezug auf herztransplantierte Kinder bislang zu dieser Fragestellung
bislang keine hinreichend vergleichbaren Untersuchungen, obwohl bei ihnen das
Risiko fir Infektionen als Folge der Immunsuppression deutlich erhéht ist [118].
Rezidivierende Pilzinfektionen machen bei herztransplantieten Kindern nach
SCHOWENGERDT et al. 7% aller Infektionen aus, wobei deren Mortalitatsrate dann
sogar bei 52% lage [99]. Weiterhin ist bekannt, dass die Post-Transplantations-
Lymphoproliferative-Erkrankung (PTLD) bei organtransplantierten immunsup-
primierten Kindern dazu beitrégt, opportunistische Superinfektionen, wie z. B. eine
Candidiasis hervorzurufen [65]. Vorangegangene Untersuchungen an Kindern nach
Herztransplantation haben bereits gezeigt, wie bedeutsam eine konsequente
zahnarztliche Betreuung ist, da die orale Mundflora durch Einnahme von
Antimykotika und /oder Immunsuppressiva schnell aus dem Gleichgewicht geraten
kann [11]. Auch kénnen Immunsuppressiva die Mundgesundheit zusatzlich durch
Bildung von Gingivahyperplasie, Beglnstigung oraler Candidiasis und Herpes
simplex sowie Xerostomie beeintrachtigen [107]. Pilzinfektionen kommen aber
genauso bei Patienten mit angeborenen Herzfehlern (CHD) vor und kénnen bei
diesen ebenfalls zu schwerwiegenden Komplikationen, wie zum Beispiel einer
infektibsen Endokarditis fihren [55]. Aufgrund der dann erschwerten Therapie
wurde fur diese Kinder bereits gefordert, routinemé&Bige Speichelproben zur
diagnostischen Abklarung einer Besiedelung mit Hefepilzen zu entnehmen [44].

Des Weiteren wurde in dieser Studie die Quantitdt der Candida-Antigen-/-
Antikdrperkonzentration des Serums fir die Gruppen der herzgesunden,
herzkranken (ohne HTx) und immunsupprimierten (nach HTx) Kinder in Relation
zum Gebissbefund Uberprift. KABEN wies bereits 1998 darauf hin, dass bei

immunsupprimierten Patienten der Orointestinaltrakt als wichtigstes Keimreservoir



Diskussion 71

fir Candida-Arten anzusehen ist. Hier gelangt die Hefezelle durch Veranderung der
Durchlassigkeit des Darmepithels in den Blutstrom [58].

Auch PRELLA et al. konnten zeigen, dass bei vorherrschender Candidakolonisation
des Gastrointestinaltraktes diese als Ausganspunkt fir eine invasive Candidiasis
anzusehen ist, die dann auch systemische Infektionen, wie z. B. der Leber und der
Nieren nach sich ziehen kann [91]. In der vorliegenden Studie konnten wir sowohl
Candida-Antigene als auch Candida-Antikdrper im Serum der Kinder aus der Gl und
Gll nachweisen. Anders verhielt es sich bei den herztransplantierten Kindern der
Glll. Hier lieBen sich nur die Antigene, aber keine Antikérper nachweisen, was
offensichtlich auf die Immunsuppression zurtckzufUhren ist. Einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der Candida-Antigene im Serum und dem
Kariesstatus konnten wir in den Gruppen allerdings nicht belegen. Auffallig erscheint
jedoch, dass wir bei einem Kind aus der Gl und 2 Kindern aus der Gl mit aktueller
Karies (D/d>1) auch Candida-Antikorper nachweisen konnten. Es lasst sich somit
nicht ausschlieBen, dass eine deszendierende Candidabesiedelung aus der
Mundhéhle Uber den Gastrointestinaltrakt auch zu einer Candiahdufung im Serum
fihren kann. Bleibt abzuwarten, ob nachfolgende Untersuchungen diese Vermutung
bestéatigen werden.

In Bezug auf nicht immunsupprimierte Kinder lasst sich anmerken, dass plétzliche
Schwankungen in der gemessenen Antikdrperkonzentration ein sicheres Zeichen fiir
das Fortschreiten einer aktiven Infektion darstellen. Dies trifft bei
herztransplantierten Kindern aufgrund der Immunsuppression jedoch nicht zu,
sodass die Diagnose einer invasiven Candidose bei ihnen erst spét oder gar nicht
gestellt bzw. nicht ausgeschlossen werden kann.

Auch in dieser Hinsicht stellt die Vermeidung bzw. friihe Behandlung kariéser Zéhne
eine wichtige Voraussetzung zur Pravention von Candidabesiedelungen des
Orointestinaltraktes dar.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Candida-Antigen- und Candida-
Antikdrperkonzentration sowie die Haufigkeit der Candidabesiedelung der
Mundhohle und des Magen-Darmtraktes bei herzgesunden, immunsupprimierten
und/oder endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern in Relation zum Kariesstatus zu
eruieren. Die Genehmigung der Ethik-Kommission des FB-Medizin wurde am
02.09.2004 erteilt.

Es nahmen insgesamt 78 Kinder, 31 HTX- (Glll), 24 CHD- (Gll) und 23
herzgesunde Kinder (Gl / Vergleichsgruppe), im Alter zwischen 2 und 16 Jahren mit
Einverstandnis der Eltern teil. Speichel-, Plaque-, Stuhl- und - wenn vorhanden-
auch karids erweichte Zahnhartsubstanzproben wurden mittels Sabouraud- und
CHROM™-Agar und AUXACOLOR™2 Testsystem mikrobiologisch auf Keime der
physiologischen Mundflora, Streptococcus mutans, Laktobazillen und Candida
Spezies untersucht und weiterhin die Candida-Antigen/Antikdrper - Quantitat mittels
PLATELIA® - Candida AG/AK-Test bestimmt. Der karidse Gebissbefund wurde
anhand des DMF/dmf(T/t)-Index erfasst. Als Kariesgruppen wurden festgelegt:
DMF/dmf(T/t)=0 (naturgesund); DMF/dmf(T/t) > 1 (karieserfahren); D/d > 1 (aktuelle
Karies).

Bei den diagnostizierten Candida Spezies gehdrten von insgesamt 69 positiv
getesteten Candida Proben 52 (75,4%) der Spezies C. albicans an. Weiter waren C.
krusei, C. glabrata, C. lusitaniae, C. dubliniensis und C. parapsilosis vertreten.
Zwischen den Patientengruppen bestand kein signifikanter Unterschied bei der
Haufigkeit der Candidabesiedelung der Mundhdéhle. Demgegeniiber unterschied
sich die Candidabesiedelung der Stuhlproben mit p=0,027 signifikant, wobei Kinder
in der Glll seltener Candida (9,7%) aufwiesen als in der Gll (29,2%) und der Gl
(43,5%).

Ferner belegen die Ergebnisse eine positive Korrelation (p<0,001) zwischen dem
Auftreten einer Candidabesiedelung im Speichel und dem Kariesstatus der Zéhne;
selbiges wurde auch zwischen einer Candidabesiedelung der Plagque und dem
Kariesstatus (p<0,001) gefunden. Die Haufigkeit fir Candida nahm fir die HTx-
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Kinder (Glll) in der Mundhbéhle von 28,6% (naturgesund), {ber 66,7%
(karieserfahren) auf 100% (aktuelle Karies) zu.

Die Ergebnisse zeigen auch, dass eine positive Candida-Antigenkonzentration im
Serum in 13% der Falle fir die Vergleichsgruppe, in 5,5% far die Gll und in 16,1%
fur die HTx-Gruppe (Glll) bestand. Anders verhielt es sich bei der Candida-
Antikdrperkonzentration. Hier wiesen 13% der Kinder der Vergleichsgruppe und
16,7% der CHD-Gruppe eine positive Antikbrperkonzentration auf, wahrend in der
HTx-Gruppe dies in keinem Fall nachgewiesen werden konnte. Letzteres lieB3 sich
auf die noch unvermeidliche Immunsuppression bei den herztransplantierten

Kindern zurtckfuhren.

Insgesamt lasst sich schlieBen, dass eine deszendierende Candidabesiedelung aus
der Mundhéhle Uber den Gastrointestinaltrakt auch zu einer Candiahdufung im
Serum fUhren kann. Insofern stellt die Vermeidung bzw. friihe Behandlung kariéser
Zahne eine wichtige Voraussetzung zur Pravention von Candidabesiedelungen
jedweder Art im menschlichen Organismus dar. Dies gilt dann insbesondere flr
herztransplantierte Kinder, da bei ihnen in Fallen von Candida-Antigen im Serum die
Bildung der Antikdrper unterbleibt und aufgrund der Immunsuppression die Gefahr
besteht, dass die Diagnose einer invasiven Candidose erst zu spat gestellt oder

nicht ausgeschlossen werden kann.
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7 Summary

The aim of this study was to determine the serum concentration of Candida-
antigen/-antibody and the incidence of oral and intestinal Candida colonisation in
children with healthy hearts, in immunosuppressed children and in children with
congenital heart disease according to their dental status. The permission from the
ethics committee of the Faculty of Medicine (University Giessen) is dated 2™
September 2004.

A total of 78 children aged between 2 and 16 years were examined, including 31
HTx- (Glll), 24 CHD- (Gll) and 23 children with healthy hearts (Gl / comparison
group). Written consent was obtained from the parents. Mutans streptococcus,
lactobacilli, specimen from physiological oral flora and Candida species in saliva,
dental plaque, carious lesions (if any) and stool were detected with conventional
microbiological SABOURAUD- /CHROMagar and with the AUXACOLOR™2 system.
The commercial PLATELIA® - Candida-specific antigen/antibody assays were used
for serological diagnosis. We then determined the dental status on the basis of the
DMF/dmf(T/t)-index on the following caries categories: DMF/dmf(T/t)=0 (healthy
dentition); DMF/dmf(T/t) 21 (rehabilitated dentition); D/d(T/t) 21 (carious dentition).

Candida albicans was the most detected yeast with 52 (75,4%) of 69 Candida
albicans samples testing positive. Microbiological analysis revealed several Candida
species, such as Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata,
Candida krusei and Candia lusitaniae. There was no significant difference between
the three groups in terms of Candida colonisation in the oral cavity. On the other
hand, there were significant differences (p=0,027) between the groups in terms of
Candida colonisation in stool specimens; here, group lll had the fewest Candida
colonisation in stool specimens (9,7%) compared to Gll (29,2%) and Glll
(43,5%).Furthermore, significant correlations with p<0,001 between the incidence of
Candida in saliva and dental status and between plaque and dental status were
indicated. In relation to dental status, oral Candida colonisation increased within
group lll from 28,5% (healthy dentition) to 66,7% (rehabilitated dentition) up to 100%
(carious dentition).
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Our results show, that Candida-antigen concentration was determinate positive in
16,1% (HTx), 5,5% (CHD) and 13% (comparison group) other than the Candida-
antibody concentration. Here, a positive Candida-antibody concentration was
diagnosed in 13% of cases in the comparison group and 16,7% of patients in the
CHD group but not in group Il (HTx), obviously as a consequence of the

immunosuppression.

We assume that high oral Candida and their descending/resorption over the
gastrointestinal tract may lead to serological Candida accumulation. Therefore,
healthy oral cavity is an important precondition for preventing any Candida
colonisation in vivo. This applies especially in children after HTx, because in cases
of positive Candida-antigen concentration there is no Candida-antibodys
accumulation due to their immunosuppression. Therefore, an invasive candidiasis is

diagnosed too late or cannot be excluded.
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Projektgruppe
Mikrobiologie der Mundhéhle
Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde
Direktor: Prof. Dr. W.-E. Wetzel
Schlangenzahl 14
D-35392 GiefBlen
Befunderhebungsbogen
Kennnummer: C T T T T T T 1 ruppe: [ ]| I: Probanden
II:  Endokarditispflicht
Geb. datum: ol 1 Ill: Endokarditispflicht
u. Immunsuppression
Alter in Monaten: C T T 1
Geschlecht: [_]mannlich [_Jweiblich
RegelmaBige Konsultationen des Hauszahnarztes? [Jia [_Jnein
Untersuchungsdatum: | [ [ [ [ | [ [ |

1. Zahnstatus

18 17] 16| 15] 14| 13| 12| 11| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28

55| 54| 53| 52| 51| 61| 62| 63| 64|65

85| 84| 83| 82] 81| 71| 72| 73] 74|75

48| 47] 46| 45| 44| 43| 42| 41| 31| 32| 33| 34| 35|36| 37|38

D/d= kari6s, M/m= fehlt, F/f= geflllt, FV= Fissurenversiegelung

i.D.=im Durchbruch, Fi= Fistel * = cveeeeveeeen. . Fe€= Fehlstrukturierung,

2. DMF/dmf (T/t)- Befunde

DMF- Wert: dmf- Wert: DMF/dmf- Gesamtwert:
D- Wert: d- Wert: D/d- Gesamtwert:
M- Wert: m- Wert: M/m- Gesamtwert:
F- Wert: f- Wert: F/f- Gesamtwert:
3. a) Rontgen Bja Bnein wenn ja, welche?

b) Fotos? | lia [ nein
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Kennnummer: H H H H H

l Gruppe: B I:  Probanden

II:  Endokarditispflicht

Geb. datum: L] L

L] Ill: Endokarditispflicht

Alter in Monaten:

| Imanniich

Geschlecht:

u. Immunsuppression

| |weiblich

Untersuchungsdatum: H H H H H

4. Mikrobiologische Untersuchung

a) Untersuchung des Speichels am:

_ Vergriinende Streptokokken
__nicht hdmolysierende Strp.
___ Saprophytare Neisserien
_ Corynebacterium sp.

___ Sonstige

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

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

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (> 10° KBE)

Strp. Mutans

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

Pufferkapazitat: pH-Wert _
1:hoch (pH > 6);

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

3: niedrig (pH < 4)

b) Untersuchung der Plaque am:

__ Vergrinende Streptokokken
___nicht hdmolysierende Strp.
___ Saprophytare Neisserien
__ Corynebacterium sp.

___ Sonstige

____ Candida ..........

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

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (> 10° KBE)

¢) Untersuchung der kariésen Substanz am:

__ Vergriinende Streptokokken
____ nicht hamolysierende Strp.
___ Saprophytare Neisserien
__ Corynebacterium sp.

____ Sonstige
___Candida..........

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

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (> 10° KBE)

d) Untersuchung des Stuhls am:

___Candida ..........

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

3:viel (10° - 10° KBE);

4: massenhaft (> 10° KBE)

e) Blut erhalten am:
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Kennnummer: LT T T 1L 1 Gruppe: | | It Probanden
II:  Endokarditispflicht
Geb. datum: T rr Ill:  Endokarditispflicht
u. Immunsuppression

Alter in Monaten: C T T 1
Geschlecht: [ [mannlich [ Jweiblich
Untersuchungsdatum: | [ | | [ | | [ |

5. Allgemeine Anamnese

a) Chemotherapie: ja [] nein [ ]

Art der Erkrankung:

Krankheitsverlauf:

(Beginn,Behandlung)

Operationen:

Medikation:

b) Herzerkrankungen: ja [ ] nein [ ]
Art der Erkrankung:

Krankheitsverlauf:

(Beginn,Behandlung)

Operationen:

Medikation:

Endokarditisprophylaxe? [ Jia [_Inein

c) Sonstiges:

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

nein

O IR
EEERREENED

Werden z. Zt. Medikamente genommen?
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Kennnummer: A

Geb. datum: N I O O

LT T 1
[_]mannlich [_Jweiblich

Untersuchungsdatum: | | [ | [ | | [ |

Alter in Monaten:

Geschlecht:

6. Familidre Anamnese

Besteht eine genetische/ familiare Pradisposition?

Gruppe:

I:  Probanden
II:  Endokarditispflicht
Ill:  Endokarditispflicht
u. Immunsuppression

7. Spezielle Anamnese

a) Liegen periapikale Entziindunger/ Fisteln/ Abszesse vor?

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

jaB nein B

Region

jaD nein D

Region

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

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

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

ja[] nein []

d) Stuhlgang: RegelméBigkeit, Konsistenz, Blut....?
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Kennnummer: T T T

Geb. datum: I

Alter in Monaten: C T T 1

Geschlecht: D mannlich

[_Jweiblich

Untersuchungsdatum: | [ | | ]

8. Kariogene Erndhrungseinfliisse

Stillen DiST et

Saugerflasche von: ................. bisi...ccoieiin

Gruppe: [

I:  Probanden
II:  Endokarditispflicht
Ill:  Endokarditispflicht
u. Immunsuppression

1] = USRS

Schnabeltasse von: ........cccccevevveeeen. DIST i

Sport-Ventilflasche von: .........c.cccc... bISToiviiiiii e

tagstiber @

nachts D
nachts D

1] =1 N

U BIGS  - ce e ettt et et e et e e et et e e e e e e e e s e e e e e e £en e e e e s e e e

A T t=Te] =TT V] o] o AN

(=Y (= 1] (O

SUBIGKEITEN: e ettt ettt e et e et e e et e et et st et e et et e £en sae e £es e fen e e £en e e

Fluoridierung

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

Fluorid-Tabletten: ... ..o e e cee e ettt

fluoridiertes Speisesalz:  ja @

Mundhygiene

Zahnpflege: ....................... mal taglich

geputzt wird von: Eltern @

Derzeitiger Pflegezustand:

gut
mittel
schlecht

vono ...,

von: ...

0]

0]
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JUSTUS-LIEBIG- FACHBEREICH 11
T UNIVERSITAT
| / GIESSEN Medizin
ik-Komm 1 ie ETHIK-KOMMISSION
am Fachbereich Medizin
Frau
Dr. F. Ansari / Dr. Schulz-Weidner Vorsitz: Prof.Dr.Drs. h.c. K. Federlin
Polklinik fur Kinderzahnheilkunde Gaffkystr. 11c
Zentrum far ZMK D-35385 Gieften
Schiangenzahl 14 Tel.: (0641)99-47660/42470
35385 Giellen Gieflen, den 14. September 2004

Az.: Prof.Fed./Erb

Unser Zeichen: 130/04
Sitzung am: 02.09.2004

Titel: Orointestinale und humorale Candidabesiedelung bei gesunden, immunsupprimierten und
endokarditisprophylaxepflichtigen Kindern.

Es handelt sich um eine Erstbegutachtung fur den Leiter der Klinischen Prifung (LKP) X
Es handelt sich um eine Anschlussbegutachtung a
Eingesandte Unterlagen:
I¥. Formalisierter Antrag
% Ausfiihrliche Darstellung des Vorhabens

Patienten/Probanden/Eltern-information

Einwilligungserkldrung der Patienten/

Abteilungsleiter-Haftpflicht-Versicherung

Der Antrag wurde unter ethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen Gesichtspunkten
geprift. Soweit betreffend, wurde das auf Seite 2 wiedergegebene Protokoll unter Berlicksichtigung
des Good Clinical Practice for Trials on Medicinal Products in the European Community (ICH-GCP)
erstellt. Es bezieht sich auf die vorgelegte Fassung des Antrags.

Forderungen der Ethik-Kommission, soweit darin aufgefahrt, wurden inzwischen erflit.
Sie stimmt dem Vorhaben zu.

Sie stimmt dem Vorhaben unter Auflagen zu (siehe S. 2).

Sie stimmt dem Vorhaben nicht zu (siehe S. 2).

oogao

Die Ethik-Kommission erwartet, daf ihr bis JC12,05 ohne Aufforderung ein kurzer Bericht auf
beigefiigtem (roten) Formblatt Gbermittelt wird. Er soll mitteilen, ob das Ziel der Studie erreicht wurde,
ob ethische, medizinisch-wissenschaftliche oder rechtliche Probleme aufgetreten sind, und ob das
Ergebnis publiziert ist/wird. Unabhangig davon ist die Ethik-Kommission Uber alle Anderungen des
Prufplans zu unterrichten. Ihr sind alle schweren unerwiinschten Wirkungen mitzuteilen, soweit sie im
Bereich der Zustandigkeit dieser Ethik-Kommission aufgetreten sind. Bei Uberregionalen Studien sind
sie auch dem LKP mitzuteilen.

Die arztiiche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Pr0fung
teiinehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethik-Kommission durch unsere
Stellungnahme unberihrt.
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Seite 2

Auszug aus dem Protokoll der Kommissionsitzung vom 22.07.2004:

Frau Dr. Ansari triagt das Vorhaben vor. Es handelt sich um eine unizentrische Studie in
GieRen, die gemeinsam mit der Abteilung fir Medizinische Mikrobiologie durchgefhrt
werden soll. Es soll die Frage beantwortet werden, ob sich das Keimspektrum des Oro-
Intestinaitraktes allgemein gesundheitlich reduzierter Kinder von dem gesunder Jungen und
Madchen unterscheidet. Ferner soll geprift werden, ob auch bei Kindern mit proble-
matischen Allgemeinerkrankungen eine Stammverwandtschaft zwischen dem Candida-Keim
der Mundhéhle und des Magen-Darm-Traktes besteht. Weiterhin soll untersucht werden, ob
bei gesunden und gesundheitlich reduzierten Kindern Hefen in Blutproben nachzuweisen
sind und ob eine Candida-Besiedelung der Mundhéhle bei Kindern mit schwerwiegenden
Allgemeinerkrankungen héufiger mit Symptomen einer Soor-Erkrankung und/oder anderen
oralen Entziindungssymptomen begleitet wird. Die Studie soll bei 4 Gruppen von je 20
Kindern vorgenommen werden: Gruppe 1 = gesunde Probanden, d.h. Kinder die
ausschlieRlich aus zahnmedizinischen Grinden die Zahnklinik aufgesucht haben. 2. Kinder
mit Herzerkrankungen aus dem Kinderherzzentrum des Klinikums GielRen, die Endokarditis-
prophylaxe betreiben missen. 3. Immunsupprimierte Kinder (Krebserkrankungen unter
Chemotherapie, Station Piper der Kinderklinik), 4. Herztransplantierte Kinder mit
Immunsuppression und Endokarditisprophylaxe. Die Belastungen bestehen in Blutent-
nahmen (padiatrische Routinediagnostik, keine Extramafnahme) und in Réntgendiagnostik
zum Ausschluss dentogener Osteolyseprozesse im Kieferkochen (keine Extramafinahme).
Die Fahrten zum Untersuchungsort und Termin gehéren zur klinischen Diagnostik. Nach
eingehender Diskussion stimmt die Kommission dem Vorhaben zu.

(Ende)

b Naatee

(Prof. Dr. Drs. h.c. K. Federlin)

Die Namen der bei dieser Sitzung anwesenden Mitglieder sind durch Unterstreichung hervorgehoben.
Mitglieder: Frau Dr. Biutters-Sawatzki (Padiatrie); Dr. Bodeker (Informatik); Prof. Breithaupt (Klinische
Pharmakologie); Herr Brumhard (Pharmazie); Prof. Federlin, Vorsitzender (Innere Medizin); Prof. Schapp
(Burgerliches Recht); Prof. Schmidt (Pharmakologie), Prof. Schwemmle, stv. Vorsitzender (Chirurgie); Prof.
Weiler (Rechtsmedizin).

Vertreter: Prof. Dudeck (Informatik); Dr. Gbdicke (Biirgeriiches Recht); Frau Prof. Kemkes-Matthes (Innere
Medizin), Frau Kreckel (Pharmazie); Prof. Kiinzel (Gyn#kologie); Prof. Lasch (Innere Medizin); PD Dr. Repp
{Pharmakologie), PD Dr. Rifie (Rechtsmedizin).
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Projektgruppe Mikrobiologie der Mundhéhle
Poliklinik fiir Kinderzahnheilkunde

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

D-35392 GieB3en

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

Einverstandniserklarung

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

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

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

Mit der Teilnahme an der klinischen Studie bin ich einverstanden.

Mein Einverstandnis umfasst auch die beschriebene Verwendung meiner
personenbezogenen Daten, insbesondere die Erhebung und Verarbeitung von
Angaben uber meine Gesundheit.

(Ort, Datum) (Unterschrift Patient/in/ Erziehungsberechtigte/r)
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Projektgruppe Mikrobiologie der Mundhéhle
Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde

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

D-35392 GieBen

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

GieBen, 2004
Sehr geehrte, liebe Eltern!

Was hat ein angeborener Herzfehler mit schlechten Zahnen zu tun?

Bakterien, die im Mund Zahnfleischentziindungen (Gingivitis) und Zahnfaule
(Karies) auslésen, kdnnen bei Zahnentfernungen Uber eine Bakterienstreuung in die
Blutbahn (Bakteridmie) durchaus eine Entziindung der Herzinnenhaut / Herzklappen
(Endokarditis) auslésen. Um das zu verhindern, muss vorbeugend ein Antibiotikum
bei allen blutigen Eingriffen eingenommen werden. Zusétzlich kann Karies bei tiefen
Zerstérungen der Zahnkrone aber auch zum Absterben des Zahnmarks der Zahne
(Pulpa) und zu einer weitergeleiteten Entziindung im Kieferknochen fihren.

Die Behandlung und / oder Beseitigung kariéser Zahne und gravierender
Zahnbetterkrankungen ist deshalb dringend erforderlich. Durch diese MaBnahmen,
gekoppelt mit gezielter Mundhygiene und Erndhrungslenkung, wird die Menge an
schadigenden Keimen entscheidend reduziert. Damit sinkt auch die
Wahrscheinlichkeit, an einer Endokarditis zu erkranken.

In den letzten Jahren konnten in der Giessener Kinderzahnheilkunde bereits
richtungsweisende Zusammenhange zwischen der Zahnkaries und der Anwesenheit
von Pilzen dargestellt werden. Zusatzlich lieB sich sogar eine Abhangigkeit
zwischen der Pilzbesiedelung in der Mundhdhle und im Magen-Darm-Trakt

nachweisen.
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Ausgehend von diesen Erkenntnissen bieten wir an, auch ihr Kind auf das
Vorhandensein von karibsen Z&hnen zu untersuchen, um die beschriebenen
Komplikationen durch Zahnerkrankungen zu vermeiden. Dabei soll Gberprift
werden, welche Bakterien und Pilze sich im Speichel- und Zahnbelag und in der
erweichten karibsen Zahnsubstanz befinden. Dazu sind lediglich ein Speichel-
Zahnbelagabstrich  und  die  schmerzfreie  Entnahme  von  karibser
Zahnsubstanz mittels Loffelinstrument erforderlich. AuBerdem bitten wir Sie noch
um die Zusendung einer Stuhlprobe lhres Kindes. Eine zusatzliche Blutentnahme
wird nicht erforderlich, da die Blutuntersuchung auf das Vorhandensein von Pilzen

im Rahmen der Herzkontrolle beim Kinderarzt vorgenommen werden kann.

Selbstverstandlich wird die Auswertung der Befunde dann véllig anonym und unter
Beachtung der gesetzlichen Bestimmungen des persdnlichen Datenschutzes
erfolgen. Als Eltern haben Sie aber das Recht, jederzeit die Ergebnisse der
Untersuchungen von uns zu erfahren. Fir den Fall, dass lhr Kind also teilnehmen
moéchte und Sie damit einverstanden sind, bitten wir Sie, die daflir vorgesehene

Einverstandniserklarung zu unterzeichnen.

Fir weitere Informationen und Ruicksprachen stehen lhnen Frau Dr. Franziska
Ansari und Frau Dr. Nelly Schulz-Weidner als Projektleiterinnen sowie unsere
Doktorandin Frau Rachida Siahi unter der oben angegebenen Telfonnummer oder
persénlich gerne zur Verfligung.



Lebenslauf

Lebenslauf

Name
Geburtsdatum
Geburtsort

Eltern

Geschwister

Schulischer und
beruflicher Werdegang

1984-1988
1988-1990
1990-1994
1994-1997
Juni 1997
1997-1998
1998-1999

1998-2000

Oktober 1999

Juli 2000
April 2002
November 2005

Seit Januar 2006

Seit 2007

Rachida Siahi-Benlarbi geb. Siahi
08. August 1978
Neuss

Mimoun Siahi
Darifa El Harchi epoussé Siahi

Sounia Siahi
Rachid Siahi

Youssef Siahi
Jassin Siahi

Barbara-Grundschule Neuss
Kardinal-von-Galen-Hauptschule Neuss

Stédt. Realschule und Aufbaurealschule Neuss
Nelly-Sachs-Gymnasium Neuss

Erlangen der allgemeinen Hochschulreife
Freiwilliges Soziales Jahr

Altenpflegehelferin Caritasverband Dusseldorf

Ausbildung zur Gesundheitstrainerin beim D.F.A.V.
und Wirbels&ulenlehrerin bei SAFS & BETA

Studium der Zahnheilkunde
Justus-Liebig-Universitat Giessen

Naturwissenschaftliche Vorprifung

Zahnarztliche Vorpriifung

Zahnarztliche Prifung

Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Zentrum fir Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde der Justus-Liebig-
Universitat Giessen, Poliklinik fir Kinderzahnheilkunde
Zahnmedizinisch - wissenschaftliche Beraterin fir die

Deutsche Gesellschaft fur Osteogenesis imperfecta
(Glasknochenkrankheit) Betroffene e. V.
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