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1. Einleitung

1.1 Candida — Mikrobiologie

Pilze sind eukaryontische Mikroorganismen, das heil}t, sie beinhalten im Gegensatz
zu Prokaryonten einen Zellkern, der durch eine Kernmembran vom Zytoplasma
abgegrenzt ist. Neben dem Zellkern mit dem Genom sind im Zytoplasma typische
Organellen wie Mitochondrien, Golgi-Apparat und endoplasmatisches Retikulum
vorhanden. Die Pilzzelle besitzt eine stabile Zellwand, die hauptsachlich aus
hochkomplex vernetzten Kohlenhydraten wie Chitin, fibrillaren Glucanen und Mannan
aufgebaut ist. Weiter innen befindet sich eine Zellmembran, die Uberwiegend aus
Ergosterol besteht. Pilze ernahren sich kohlenstoffheterotroph und bendtigen somit
organische Kohlenstoffquellen, die sie mit Hilfe der von ihnen gebildeten Exoenzyme
verstoffwechseln konnen. Diese Exoenzyme sind auch bedeutend fir den
Infektionsprozess, zum Beispiel im Rahmen von Keratinolyse. Die Vermehrung von
Pilzen untergliedert sich in anamorphe (ungeschlechtliche) und teleomorphe
(geschlechtliche) Wachstumsformen. Bei Pilzen, die im Rahmen von menschlichen
Infektionen isoliert werden, handelt es sich in der Regel um anamorphe Formen.
Hefen sind einzellige Pilze, die in der Natur vorzugsweise auf zuckerhaltigen
Substraten wie Obst zu finden sind und in der Lebensmittelindustrie biotechnologisch
in groBem Umfang eingesetzt werden. lhre Vermehrung findet vorzugsweise
ungeschlechtlich durch Zellsprossung statt. Diese Sprossung gestaltet sich als
Ausstilpung der Zellwand und kann unipolar, bipolar oder multipolar erfolgen.
Hierdurch entwickeln sich Tochterzellen, die als Blastokonidien bezeichnet werden.
Man kann basidiomyzetale Hefen von ascomyzetalen unterscheiden, wobei die
Gattung Candida zu der letzteren Gruppierung gehért. Es gibt mehr als 150
verschiedene Candida Spezies, allerdings sind flir menschliche Infektionen vor allem
C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C.
parapsilosis und C. ftropicalis medizinisch relevant. C. albicans qilt bei der
Infektionskrankheit Candidiasis als die weltweit am haufigsten zu isolierende Candida
Spezies. Bei ca. 80% der Menschen kann dieser Pilz vor allem im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden. Bei Vorhandensein von
pradisponierenden Faktoren kann es zu manifesten Krankheitserscheinungen wie

zum Beispiel einem Mundsoor oder einer Vaginalmykose kommen [24, 32, 35].
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1.2 Candida - Infektionen: Manifestationen und klinische Bedeutung

Die Manifestationen einer Sprosspilzinfektion sind aufgrund von verschiedenen
Adaptions- und Virulenzfaktoren sehr variabel. Zu solchen fur die Pathogenese
wichtigen Virulenzfaktoren gehort zum Beispiel die besondere Adharenz an
Epithelzellen, wobei Glykoproteine als Adhasionsmolektlle fungieren. Als weitere
Faktoren gelten die Fahigkeit, adaptiv unterschiedliche Oberflachenstrukturen
auszubilden (phenotypic switching), die Fahigkeit, sich durch molekulares Mimikry
der Immunantwort zu entziehen, eine kurze Regenerationszeit, die Resistenz
gegenuber Milieuschwankungen in einem breiten Temperatur- und pH-Bereich, die
Sekretion lytischer Enzyme (Proteinasen, Phospholipasen), Toxinbildung sowie die
Fahigkeit, Keimschlauche auszubilden. Keimschlauche sind morphologische
Strukturen, durch welche die Adharenz und damit auch Virulenz erhoht werden kann.
Infektionen der Haut finden vor allem dort statt, wo es feucht, warm und dunkel ist.
Somit sind insbesondere Axillarfalten, Mamillarfalten und urogenitale Falten bei
Adipositas  fir die intertrigindse  Candidiasis pradisponierend. Weitere
Hautmanifestationen sind zum Beispiel die Windeldermatitis bei Sauglingen,
Onychomykosen und Paronychien, Erosio interdigitalis blastomycetica (Candidiasis
der Zehen und Fingerzwischenrdume) sowie die chronische mukokutane
Candidiasis. Schleimhautinfektionen kénnen sich in Form von Mundsoor, Candida
Osophagitis, gastrointestinaler Candidias sowie der Candida Kolpitis manifestieren.
Von diesen oberflachlichen Formen der Candidiasis unterscheidet sich die tiefe
(invasive) Candidiasis. Hierzu zahlen der Befall des Respirationstraktes (Candida
Bronchitis, Candida Pneumonie, Candida Laryngitis und Epiglottitis), der Befall des
Herzens (Candida Endokarditis, Candida Myokarditis und Candida Perikarditis), der
Befall des zentralen Nervensystems (Candida Meningitis) und der Befall des
Harntraktes (Candida Zystitis, Candida Nephritis). Weiterhin kommen die Candida
Arthritis, die Candida Osteomyelitis, die Candida Peritonitis, die Candida Pankreatitis
und die Candida Endophthalmitis (okulare Candidiasis), sowie der Befall von Leber,
Milz und Gallenblase vor [24, 32, 38, 39].

Bei Anschluss an das Blutsystem kann es zur Candidamie und dem Syndrom der
disseminierten Candidiasis kommen. Generalisierte Mykosen werden zunehmend
beobachtet und sind mit einer hohen Letalitat verbunden. In dem Zeitraum von 1979

bis 2000 hat die jahrliche Anzahl von pilzverursachten Sepsis-Fallen in den
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Vereinigten Staaten um 207% zugenommen [44]. In den USA sind Candida Spezies
(nach  Koagulase-negativen  Staphylokokken, Staphylococcus aureus und
Enterokokken) mit einem Anteil von 8-10% der vierthaufigste Grund fur nosokomiale
Blutstrominfektionen [96]. Eine weitere verodffentlichte Studie von McNeil et al.
veranschaulicht den Wandel der Mortalitat bedingt durch Infektionskrankheiten.
Hierbei wird eine Zunahme der durch Mykosen bedingten Sterblichkeit von 1557
Todesfallen im Jahr 1980 auf 6534 Todesfalle im Jahr 1997 in den USA deutlich. Die
Hauptverursacher waren hierbei Candida, Aspergillus und Cryptococcus Spezies
[46].

Der wichtigste Grund fur diese deutliche Zunahme von Pilzinfektionen ist die
wachsende Anzahl von immunkomprimierten Patienten. Bedeutsam fur das Auftreten
opportunistischer Pilzinfektionen sind in diesem Zusammenhang qualitative und
quantitative Defizite der Neutrophilen, Barrierestérungen von Haut und Schleimhaut,
metabolische Storungen, ein Alter unter einem Jahr oder Uber siebzig Jahren, die
zunehmende Nutzung zytotoxischer Chemotherapien und Breitbandantibiotika sowie

die nach Transplantationen folgende Gabe von Immunsuppressiva [50, 64, 82].

1.3 Epidemiologie der Candida Spezies

Es sind Uber 17 Spezies der Gattung Candida als Verursacher menschlicher
Candidiasis bekannt [35, 64]. Von diesen gelten allerdings global betrachtet C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis und C. krusei in Uber 90% als die
krankheitsverursachenden Spezies. In einer Studie, die am Universitatsklinikum Koéln
durchgefuhrt wurde, steht C. albicans mit 56,1% an erster Stelle der aus Blutkulturen
nachgewiesenen Candida Spezies, gefolgt von C. glabrata (15,5%), C. tropicalis
(8,4%), C. parapsilosis (7,8%) und C. krusei (3,7%) [83].

Wahrend klinische Laboratorien unter dem Druck stehen, Speziesidentifizierungen
als Beitrag fur die Therapieoptimierung zu liefern, wachst die Anzahl der
krankheitsverursachenden Spezies fortlaufend [54, 60, 64, 77, 86]. Auch im Rahmen
des Antifungal Surveillance Programmes (ARTEMIS), bei dem 134.715 Klinische
Candida |solate in 127 medizinischen Zentren in 39 Landern in einem Zeitraum von
1997 bis 2003 bearbeitet wurden [65], ist diese Tendenz zu beobachten: Die Liste
der aus klinischen Proben isolierten Spezies wird jedes Jahr groRRer. Das kann

wahrscheinlich damit begriindet werden, dass die Laboratorien zunehmend sowohl
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neuere kommerziell erhaltliche als auch klassische Methoden flr die mykologische
Speziesidentifizierung anwenden. Desweiteren wachst auch durch die weltweite
Zunahme immunkomprimierter Patienten die Anzahl opportunistischer Spezies, die
ehemals als nicht pathogen galten [36, 50, 60, 64].

Neben der Erkenntnis der zunehmenden Speziesvielfalt gibt es auch einen Wandel
in der prozentualen Haufigkeitsverteilung der krankheitsverursachenden Spezies.
Trotz der Tatsache, dass weltweit C. albicans Hauptverursacher der invasiven
Candidiasis geblieben ist, kann ein absteigender Trend bei der Isolation dieser
Spezies im Vergleich zu anderen Spezies beobachtet werden [60]. Dieser Ruckgang
des Vorkommens von C. albicans geht einher mit Beobachtungen zu invasiver
Candidiasis auf Intensivstationen in den Vereinigten Staaten [88]. Auf internationaler
Ebene zeigen die beiden Spezies C. glabrata und C. krusei bezuglich ihrer
Isolationsrate weder eine Ab- noch eine Zunahme, bei C. fropicalis wurde eine
Zunahme von 4,6% auf 7,5% und bei C. parapsilosis eine Zunahme von 4,2% auf
7,3% in den Jahren zwischen 1997 und 2003 beobachtet [65].

Durch die Zunahme von Anzahl und Bandbreite der auf Mykosen ausgerichteten
Uberwachungsprogramme gibt es einen enormen Umfang von Daten. Diese Daten
zeigen nicht nur zeitliche, sondern auch geographische Schwankungen bei der
Speziesverteilung von Candida Isolaten. Obwohl C. albicans auch global betrachtet
die dominierende Spezies bei Blutstrominfektionen bleibt, variiert die
Erscheinungsfrequenz weltweit. Besonders niedrig erscheint sie mit einem Anteil von
37% in Lateinamerika und besonders hoch mit einem Anteil von 70% in Norwegen.
Die Spezies C. glabrata gilt mit 20 bis 24% hinter C. albicans als zweithaufigster
Verursacher von Candida Blutstrominfektionen in den Vereinigten Staaten. Allerdings
gilt diese Spezies in den meisten anderen Landern als weit weniger ublich.
Bemerkenswert ist zum Beispiel ein sehr geringes Vorkommen von C. glabrata in
Lateinamerika mit nur 4 bis 7%. Die Grunde fur diese starken geographischen
Frequenzschwankungen von C. glabrata als Verursacher von Blutstrominfektionen
sind nicht eindeutig klar, allerdings wird unter anderem die Exposition gegenuber
Azolen, das Alter des Patienten und die vorliegende Grunderkrankung diskutiert [60].
Im Gegensatz zu den USA gelten in vielen anderen Landern neben C. albicans die
Spezies C. parapsilosis und C. tropicalis als meist vertretende Verursacher von

Candida Blutstrominfektionen. Das vermehrte Vorkommen von invasiver Candidiasis
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bedingt durch C. parapsilosis kann insbesondere in Lateinamerika beobachtet
werden.

Laut Studienlage werden Blutstrominfektionen, die durch C. parapsilosis bedingt
sind, in 38% der Falle aul3erhalb des Krankenhauses erworben. Diese Feststellung
ist mit der Tatsache vereinbar, dass es eine Zunahme von Behandlungskonzepten
verbunden mit dem Einsatz von intravasalen Kathetern in der ambulanten
Versorgung von chronisch erkrankten Patienten gibt. C. parapsilosis wird sowohl mit
intravaskularen Kathetern als auch mit parenteraler Ernahrung assoziiert. In diesem
Zusammenhang ist zu erwahnen, dass C. parapsilosis bekannt flr seine Fahigkeit
ist, einen Biofilm auf Kathetern und anderen implantierbaren Materialien bilden zu
konnen. Blutstrominfektionen bedingt durch diese Spezies gehen allerdings mit einer
geringeren Sterblichkeitsrate einher als Blutstrominfektionen, die durch andere
Spezies bedingt sind [1, 33, 55, 60]. Entgegengesetzt der abnehmenden Frequenz
von den durch C. tropicalis verursachten Blutstrominfektionen in den Vereinigten
Staaten wird eine zunehmende Frequenz auf globaler Ebene betrachtet. Zum
Beispiel ist C. fropicalis in Lateinamerika mit einem Anteil von 20% als haufiger
Verursacher vertreten. C. tropicalis gilt als wichtiger Krankheitserreger bei Patienten
mit Neutropenie sowie bei Patienten mit hamatoonkologischen Malignomen.
Krebspatienten mit einer durch C. tropicalis verursachten invasiven Candidiasis
leiden eher an einer langer anhaltenden Fungamie und verbringen eine groflere
Anzahl von Tagen auf der Intensivstation als Krebspatienten mit invasiver

Candidiasis verursacht durch C. albicans [43].

1.4 Hintergrinde der SCOPE-Studie sowie der in Koln untersuchten
Patienten-Isolate
Das SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance)
System ist das erste nicht staatliche Projekt, das nosokomial erworbene
Blutstrominfektionen auf nationaler Ebene in den USA prospektiv verfolgt. Mit der
Basis verankert an der Virginia Commonwealth Universitat in Richmond, Virginia,
wurden 49 Krankenhauser fur weitergehende Beobachtungen ausgewahlt. Diese
Krankenhauser sind von unterschiedlicher GroRe (60-1200 Betten) sowie von
unterschiedlicher geographischer Verteilung innerhalb der Vereinigten Staaten von
Amerika (siehe Abbildung 1.4). Im Vordergrund des SCOPE Projektes stehen vor
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allem epidemiologische Trends nosokomial erworbener Pathogene, Resistenzen

gegenuber Antiinfektiva sowie essentielle Risikofaktoren [23, 96].

Abbildung 1.4: Lokalisationen der an dem SCOPE Programm teilnehmenden

Krankenhauser [96]

Bei den in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Stammen handelte es sich um
Patienten-lsolate, die im Rahmen der SCOPE Studie gesammelt wurden. Die
zugehorigen klinischen Daten wurden von den einzelnen Krankenhausern in Form
einer standardisierten Falldokumentation zusammengetragen und zusammen mit
den Patienten-Isolaten an das Koordinationszentrum der Virginia Commonwealth
Universitat gesendet. Auf der Basis der vorliegenden SCOPE Daten wurden all
diejenigen Patienten identifiziert, die in dem Zeitraum vom 1. Dezember 1997 bis
zum 31. Mai 2006 an einer nosokomialen, durch Candida Spezies verursachten
Blutstrominfektion litten. Eingeschlossen wurden demnach solche Patienten, bei
denen frihestens 48 Stunden nach Aufnahme in einer oder mehreren Blutkulturen
Candida Spezies nachgewiesen wurden. Ausgeschlossen wurden

Blutstrominfektionen, die sich als Rezidive erwiesen. Zweite Episoden von
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Blutstrominfektionen, die bei unterschiedlichen Krankenhausaufenthalten in einem
Krankenhaus auftraten, wurden als separate Falle beobachtet. Die zugehorigen,
routinemalig gesammelten Patientendaten beinhalteten Informationen Uber Alter,
Geschlecht, Grunderkrankung, Risikofaktoren, Aufenthalt auf einer Intensivstation,

Krankheitsfokus sowie Uber den Entlassungsstatus des Patienten [96].

1.5 Antimykotika und Resistenzen

Bis 1985 galten die Antimykotika Amphotericin B und 5-Fluorocytosin als einzige
Therapieoptionen. Amphotericin B wird seit 1960 verabreicht, wohingegen die
EinfGhrung von 5-Fluorocytosin im Jahre 1972 folgte. Erst in den 80iger Jahren,
durch die steigende Anzahl generalisierter Pilzinfektionen sowie das vermehrte
Vorkommen opportunistischer Pilzpathogene, insbesondere auch im Zusammenhang
mit dem Aufkommen von AIDS, wurde das Spektrum der erhaltlichen Antimykotika
erweitert und die Azolderivate erschienen als weitere Therapiemoglichkeit auf dem
Markt. Nach der Einfuhrung von Fluconazol folgte kurze Zeit spater das Derivat
Itraconazol, in den 90iger Jahren dann weitere Azolgenerationen und eine
verbesserte Darreichungsform von Amphotericin B. SchlieBlich erschienen die
Echinocandine mit Caspofungin als erstem Vertreter dieser Substanzklasse ab dem
Jahr 2001 [30, 31].

Amphotericin B

Das Polyen Amphotericin B wirkt Uber eine Komplexbildung mit Ergosterol, einem
Anteil der Pilzmembran, wodurch es zu einer Porenbildung und damit
einhergehender Anderung der Permeabilitdit der Membran kommt. Amphotericin B
wird bei schweren invasiven Pilzinfektionen eingesetzt, allerdings sind die
ausgepragten Nebenwirkungen therapiebegrenzend [31]. Da Amphotericin B auch
eine gewisse Bindungsaffinitat an menschliches Cholesterin besitzt, kann es zu einer
Membranschadigung im proximalen Tubulus und somit zu einer Nieren-
funktionsstérung kommen. Die Nephrotoxizitdt von Amphotericin B, welches
klassischerweise in der Formulierung mit Desoxycholat verabreicht wird, geht
nachweislich mit einer erhdhten Sterblichkeit einher [22]. Die Literatur berichtet von

einem akuten Nierenversagen bei bis zu 50% der Patienten, welche mit Amphotericin



B behandelt werden [52]. Als weitere Nebenwirkungen werden Ubelkeit,
Schuttelfrost, Fieber und Thrombophlebitis genannt.

Eine Alternative stellt liposomal verkapseltes Amphotericin B dar, das wegen der
langsameren Abgabe des Wirkstoffes geringere Spitzenbelastungen erzeugt, somit
weniger toxisch ist und in héheren Dosen verabreicht werden kann. Als Nachteil von
Lipid-Zubereitungsformen sind die héheren Kosten zu erwahnen [5, 37, 95].

Die Wirksamkeit von Amphotericin B umfasst ein sehr gro3es Spektrum von Hefe-
und Schimmelpilzen — allerdings wird Uber eine geringere Empfindlichkeit von C.
lusitaniae im Vergleich zu anderen Hefen berichtet [47, 92]. AulRerdem scheint die
Spezies C. glabrata eine geringere Sensitivitdt aufzuweisen: Bei der Ermittlung von
MHK-Werten mittels des E-Tests konnte festgestellt werden, dass ein Anteil von 75%
dieser Spezies einen MHK-Wert von <1,0 mg/l besal3, wohingegen 2% einen Wert
von >2,0 mg/l aufwiesen. Auch C. krusei demonstrierte eine reduzierte Sensitivitat
gegenuber Amphotericin B — nur 8% dieser Spezies wiesen einen MHK-Wert von
<=1,0 mg/l auf, wohingegen mehr als 50% der Stamme Werte von >=4,0mg/| zeigten
[64].

5-Fluorocytosin

Flucytosin (5-Fluorocytosin) wird anstelle der Nukleinbase Cytosin in die Pilzzelle
aufgenommen und hier enzymatisch zu 5-Fluorouracil umgewandelt, wodurch die
Nukleinsauresynthese inhibiert wird. 5-Fluorocytosin sollte wegen der Gefahr von
sekundarer Resistenzbildung nur in der Kombination mit anderen Antimykotika
verabreicht werden. Ublich ist die zusatzliche Gabe von Amphotericin B bei
generalisierten Infektionen, wodurch eine synergistische Wirkung erzielt wird. Durch
eine Kombination dieser Antimykotika kann einerseits die Toxizitat von Amphotericin
B aufgrund der geringeren notwendigen Dosierung gesenkt und andererseits die
Ausbildung sekundarer Resistenzen gegenuber 5-Fluorocytosin vermindert werden.
Als Nebenwirkungen koénnen neben einer meist reversiblen Knochen-
marksschadigung auch gastrointestinale Beschwerden auftreten [30, 31]. Primare
Resistenzen wurden bei den Spezies C. tropicalis und C. krusei beobachtet, doch
sind es insgesamt gesehen eher die sekundaren Resistenzen, welche den klinischen

Nutzen limitiert haben und von einer Monotherapie abraten lassen [41, 70].



Triazole

Die Wirkung von Azolen besteht in der Hemmung der Ergosterolsynthese in der
Pilzmembran durch Eingriff in das Cytochrom P450 System. Durch den Eingriff in
dieses System kann es allerdings auch zu vielseitigen Arzneimittelinteraktionen
kommen, welche klinisch berlcksichtigt werden mussen. Weiterhin kdnnen
Nebenwirkungen in Form von gastrointestinalen, hepatischen und hamatologischen
Beschwerden auftreten [30]. Die Derivate Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol und
Posaconazol demonstrieren ahnliche Effektivitat gegenuber den meisten Candida
Spezies [52].

Innerhalb grofer klinischer Studien zeigte sich Fluconazol bei invasiver Candidiasis
in seiner Effektivitat vergleichbar mit Amphotericin B [76, 79]. Aullerdem kann
Fluconazol als Standardtherapie bei oropharyngealer, 6sophagealer und vaginaler
Candidiasis verwendet werden. Von den Triazolderivaten ist Fluconazol dasjenige,
welches am besten sowohl in den Liquor als auch in den Glaskorper penetrieren
kann. Aus diesem Grund wird Fluconazol bei Candida Infektionen des ZNS und
intraokularem Befall eingesetzt [2, 52, 84].

Voriconazol ist bei einem Schleimhautbefall und auch bei invasiver Candidiasis
effektiv, bietet aber nur wenige Vorteile gegentber Fluconazol. Empfohlen wird es im
Rahmen einer Step-down-Therapie fiur bestimmte Isolate wie C. krusei oder
fluconazol-resistente C. glabrata Stamme. Zum Beispiel kann eine invasive
Candidiasis bedingt durch diese Candida Spezies initial mit einem Echinocandin
intravends, anschlielend dann mit Voriconazol oral behandelt werden. Generell wird
in Bezug auf die invasive Candidiasis das Behandlungskonzept der Step-down-
Therapie, also eine Deeskalationstherapie, empfohlen. Diese kann im Hinblick auf
die verschiedenen Antimykotika unterschiedlich zusammengestellt sein, je nach der
jeweiligen Krankheitsmanifestation und der verursachenden Candida Spezies [52].
Oral verabreicht erreicht Voriconazol sowohl im Kammerwasser und auch im
Glaskorper zufriedenstellende therapeutische Spiegel, so dass dieses Antimykotikum
auch fur die fungale Endophtalmitis bedeutsam ist [34].

Bevor das HIV-Behandlungskonzept HAART (highly active antiretroviral therapy) in
den spaten 90iger Jahren eingefuhrt wurde, galt die sekundare Resistenzbildung
gegenuber Azolen von C. albicans Stammen, die bei HIV Patienten oropharyngeal
isolierten wurden, als ein ernsthaftes Problem. Doch dieses damals neue

Behandlungskonzept und auch die Erkenntnis, dass hohere Dosierungen und
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kirzere Verabreichungszeiten von Fluconazol seltener zur Resistenzinduktion
fuhren, fuhrte wieder zu einer verminderten Rate von Fallen mit oropharyngealer
Candidiasis [41]. Eine verminderte Empfindlichkeit gegenuber Fluconazol (mit einem
Anteil sensibler Isolate von weniger als 75%) tritt heute vor allem bei den Spezies C.
glabrata und C. krusei auf. Auch bei selteneren Spezies wie C. guilliermondii, C.
rugosa und C. norvegensis werden auf internationaler Ebene sowohl natirliche als
auch erworbene Resistenzen beobachtet. Die meisten Spezies, die eine sekundare
Resistenz gegenuber Fluconazol entwickelt haben, sind gleichzeitig auch signifikant
weniger sensibel gegenuber Voriconazol. Dagegen erscheinen Spezies mit primaren
Resistenzen (wie C. krusei und C. norvegensis) empfindlich gegenlber Voriconazol
[68].

Echinocandine

Echinocandine sind (1-3)-R-Glucansynthetase-Inhibitoren. Wahrend Glucan ein
Hauptbestandteil der Zellwand vieler Hefen ist, ist diese Struktur in Sdugetierzellen
nicht vorzufinden. Diese Tatsache hat den Vorteil, dass keine Nebenwirkungen
aufgrund gleicher Targets auftreten kénnen. Viele Studien zeigen sowohl im Hinblick
auf die invasive Candidiasis als auch auf die dsophageale Candidiasis eine gute
Wirksamkeit der Echinocandine [53, 75, 90].

Viele Candida Spezies, eingeschlossen auch C. krusei und C. glabrata, weisen in
vitro niedrige MHK-Werte auf [6]. Allerdings scheint es in vitro eine Lucke in der
fungiziden Wirkung von Caspofungin gegenuber C. parapsilosis und C. guilliermondii
zu geben [4]. Dennoch scheinen Echinocandine im Hinblick auf die Kklinische
Effektivitat bei Blutstrominfektionen bedingt durch C. parapsilosis erfolgreich zu sein,
trotz der Tatsache, dass die MHK-Werte fur diese Spezies hdher sind [91]. Auch in
einer Studie von Pfaller et al., welche geographischen und zeitlichen Trends in
Bezug auf die Empfindlichkeit von Candida Spezies gegentber Caspofungin
nachging, zeigte sich, dass mehr als 99% der getesteten Isolate MHK-Werte von
<=1,0 mg/l aufwiesen. Bis heute scheinen also weder primare noch sekundare
Resistenzen besonders bedeutsam zu sein. Sowohl Caspofungin als auch die
Echinocandine Anidulafungin und Micafungin demonstrieren dieselbe antifungale
Wirksamkeit [41, 59, 60].
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1.6 Resistenzbestimmungsmethoden

In Bezug auf die Korrelation der in vitro Testergebnisse mit dem klinischen
Therapieerfolg gilt heute im Allgemeinen die ,90-60-Regel“: Bei 90% der als sensibel
getesteten Candida Isolate ist das entsprechende Antimykotikum erfolgreich. Bei
immerhin 60% der als resistent getesteten Candida Isolate kann mit einem
zufriedenstellenden Ansprechen der Therapie gerechnet werden. Dieses liegt daran,
dass Wirtsfaktoren, wie zum Beispiel der Immunstatus des Patienten,
Pharmakokinetik und Bioverfugbarkeit, sowie Unterschiede zwischen oberflachlichen
und invasiven Mykosen Einfluss auf die Effektivitat der Therapie haben [77].

Die Notwendigkeit einer akkuraten sowie reproduzierbaren Empfindlichkeitsprifung
steht im Zusammenhang mit dem wachsenden Angebot systemischer Antimykotika.
Frihere Aussagen zum Thema Resistenzverhalten werden aufgrund der
unterschiedlichen Vorgehensweise bei den Testungen in Frage gestellt: In den
spaten 80iger Jahren waren die Testmethoden noch nicht standardisiert und deshalb
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gering. Somit wurden seitens der
Laboratorien nicht nur intra- sondern auch interindividuell unterschiedliche
Testergebnisse ermittelt [29]. Variablen wie zum Beispiel die Gro3e des Inokulums,
die Komposition und der pH-Wert des Testmediums, die Temperatur und die Dauer
der Inkubation wirken sich auf die MHK-Wert-Bestimmung aus. Umfassend belegte
dies eine Studie von Rambali et al., die die Auswirkungen von unterschiedlichen
Kombinationen von 10 Testvariablen auf das Endergebnis beschreibt. Hierbei geht
es um die Empfindlichkeit von einer Reihe von Candida Spezies und filamentdsen
Pilzen gegenuber ltraconazol. Allein die Modifikation der Testkonditionen konnte
dieselben Isolate als sensibel oder resistent erscheinen lassen, was den Bedarf einer
Vereinheitlichung der Methodik verdeutlicht [74].

Die erste optimierte und standardisierte Empfindlichkeitsprtifung fur Hefen stellte eine
Methode mittels Mikrobouillondilution dar, die vom damaligen NCCLS, National
Committee for Clinical and Laboratory Standards Institute (heute CLSI, Clinical and
Laboratory Standards Institute) entwickelt wurde: diese ist seit 1997 gegenlber
Amphotericin B, 5-Fluorocytosin, Fluconazol sowie Itraconazol und seit 2002 auch
gegenuber Voriconazol verfugbar. Heute gilt dieses Verfahren, dessen Methodik das
NCCLS M27-A2 Dokument beschreibt, als weit akzeptierter Standard und

Referenzmethode flr die Entwicklung von sowohl bouillon- als auch agarbasierten
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Prozessen der Empfindlichkeitsprifung [15]. Die Testung kann dabei mit
Mikrotiterplatten durchgefiuhrt werden, wobei eine Verdinnungsreihe des
Antimykotikums hergestellt und die beno6tigte Konzentration als MHK-Wert (minimale
Hemmkonzentration) bestimmt werden kann. Bei der Testung von Hefen gegenuber
Azolen kann es gegebenenfalls zu einem sogenannten ,trailing effect® kommen.
Dieser Effekt beschreibt das Erscheinen von Wachstum jenseits der MHK bedingt
dadurch, dass trotz hoherer Antimykotika-Konzentrationen eine Subpopulation
persistiert. Der Effekt fiUhrt zu unterschiedlich erscheinenden MHK-Werten, abhangig
vom jeweiligen Ablesezeitpunkt. Durch dieses stammabhangige
Wachstumsphanomen kann nach 24 Stunden ein niedriger MHK-Wert auftreten,

wahrend er nach 48 Stunden erhoht erscheinen kann [16].

Desweiteren wird eine Abwandlung der Mikrodilutionsmethode, aufgestellt vom
European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), empfohlen,
die nach 24 Stunden in einem Spektrophotometer abgelesen werden kann und somit
eine schnelle und objektive Endpunktanalyse erlaubt. Eine internationale und
multizentrische Studie testete in 6 Zentren die Empfindlichkeit von Candida Spezies
gegenuber Fluconazol, Itraconazol, Posaconazol und Voriconazol sowohl mittels
EUCAST als auch mittels NCCLS M27-A2 Mikrobouillondilution. Hierbei wurde
aufgezeigt, dass MHK-Werte, die durch die EUCAST Methode ermittelten wurden,
niedriger waren als diejenigen MHK-Werte, die durch die CLSI Referenzmethode
ermittelt wurden. Demzufolge sind die vom NCCLS vorgegebenen Grenzwerte flur die
Zuordnung von MHK-Werten zu den interpretativen Kategorien ,sensibel, intermediar
und resistent” nicht fur die EUCAST Methode geeignet [25].

Ein weiteres kommerzielles Testformat ist das YeastOne-Verfahren, welches der
NCCLS Methodik stark entspricht. Es basiert ebenfalls auf Mikrobouillondilution,
allerdings beinhaltet es das chromogene Substrat Alamar Blue in den Platten, um die
Endpunktinterpretation zu erleichtern. Die Resultate fir Candida Spezies und auch
fur Cryptococcus neoformans korrelieren stark mit denen, die mittels NCCLS
Methode zu beobachten sind [21]. Mittlerweile gilt auch die Testung gegenuber
Voriconazol, Caspofungin und Posaconazol mittels des YeastOne Verfahrens als
verlasslich [26]. Das Sensititre YeastOne system (TREK Diagnostic Systems,

Cleveland, OH) war das erste Test System, welches von der U.S. Food and Drug
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Administration (FDA) fur die in vitro Empfindlichkeitsprifung von Candida Spezies

gegenuber Fluconazol, Itraconazol und 5-Fluorocytosin anerkannt wurde [58, 71].

Als eine Moglichkeit der Empfindlichkeitstestung fur die wasserldslichen Antimykotika
wie 5-Fluorocytosin, Fluconazol und Voriconazol gilt der Agardiffusionstest. Bei
diesem breiten sich Hemmzonen auf dem bewachsenen Agar aus, welche mit dem
entsprechenden MHK-Wert korrelieren sollen. Auch fur diesen gibt es eine NCCLS
Methode fur die in vitro Empfindlichkeitstestung von Candida Isolaten. Im Rahmen
des ARTEMIS Global Antifungal Surveillance Programmes wurde eine
zufriedenstellende Korrelation der Ergebnisse des Diffusionstestes mit MHK-

Referenzwerten beobachtet [69].

Als weitere Mdglichkeit konnen E-Test-Streifen, welche mit Konzentrationsgradienten
unterschiedlicher Antimykotika beschichtet sind, auf Agarplatten mit ausplattierten
Erregern platziert werden. Anhand der nach Inkubation erscheinenden Hemmzone
kann der MHK-Wert abgelesen werden. Diese Methode korreliert laut Studienlage bei
Durchfihrung durch einen erfahrenen Ableser ebenfalls gut mit dem NCCLS
Standard [94]. AulRerdem gilt die E-Test Methode (AB Biodisk, Solna, Sweden) von
der FDA im Hinblick auf die in vitro Empfindlichkeitsprifung gegenlber Fluconazol

und Itraconazol als anerkannt [45].

Bis vor einiger Zeit war das Testformat der Spektrophotometrie nicht als integrierte
Komponente einer automatisierten, kommerziell erwerbbaren Methode erhaltlich.
Klinische Laboratorien waren angewiesen auf die weiter oben beschriebenen, nicht
automatisierten Ansatze der Empfindlichkeitstestung, deren Durchfihrung haufig als
langwierig und mihsam empfunden wird. Die Entwicklung des VITEK 2 Mikrobiologie
Systems durch bioMérieux ermdoglicht nun die spektrophotometrische Bestimmung
des Pilzwachstums und somit eine weitgehend automatisierte
Empfindlichkeitstestung von Candida Spezies. Das VITEK 2 System erlaubt die
Standardisierung von allen kritischen Parametern, welche fur die antimykotische
Empfindlichkeitsprifung bekannt sind: die Erstellung des Inokulums, das Beflllen der
Einheiten, Dauer und Temperatur der Inkubation und die Ermittlung der MHK-Werte.
Die antimykotische Empfindlichkeitstestung, gekoppelt mit der Mdoglichkeit einer

schnellen und genauen Pilzidentifizierung, die schon fir VITEK 2 erhaltlich ist,
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erlaubt klinischen Laboratorien somit gleichzeitig, diese zwei Schritte in einem
sowohl semiautomatisiertem als auch standardisiertem Format zu bewerkstelligen. In
einer im Jahr 2007 veroffentlichten multizentrischen Evaluation zeigten sich
zufriedenstellende Ergebnisse bei der Auswertung dieses Systems. In dieser Studie
wurde das VITEK 2 System mit der CLSI Referenzmethode mittels
Mikrobouillondilution in Bezug auf das Resistenzverhalten von 426 Candida Isolaten
gegenuber Fluconazol getestet [63]. Demzufolge befurwortete die U.S. Food and
Drug Administration den klinischen Gebrauch des VITEK 2 Systems zur
Empfindlichkeitsprifung gegenlber Fluconazol in den USA. Im gleichen Jahr folgte
eine Veroffentlichung derselben Autoren mit demselben Studiendesign mit der
diesmaligen Testung der Antimykotika Amphotericin B, 5-Fluorocytosin und
Voriconazol, um die Anzahl derjenigen Antimykotika auszuweiten, die fur das
VITEK 2 System erhaltlich sein sollen. Auch in dieser Studie zeigte sich eine

kategorieniibergreifende Ubereinstimmung beider Methoden [62].

Als uUbergreifendes Prinzip der Methoden der Empfindlichkeitstestung gilt die
Zuordnung der MHK-Werte zu den Kategorien sensibel, intermediar und resistent.
Diese Zuordnung erfolgt anhand standardisierter Grenzwerte und verhilft zur
Therapieoptimierung flr den einzelnen Patienten. Desweiteren kdénnen durch die
Aggregation solcher Daten generelle Resistenzlagen erfasst werden, die bedeutsam
fur die Festlegung empirischer Therapien sind. Als sensibel gegen ein Antimykotikum
gilt ein Candida Isolat dann, wenn es in vitro von einer bestimmten Konzentration
gehemmt wird, welche mit einer hohen therapeutischen Erfolgswahrscheinlichkeit
einhergeht. Als intermediar gegen ein Antimykotikum gilt ein Candida Isolat dann,
wenn es in vitro von einer Konzentration gehemmt wird, welche mit einem unsicheren
therapeutischen Ergebnis einhergeht. Als resistent gegen ein Antimykotikum gilt ein
Candida Isolat dann, wenn seine MHK so hoch ist, dass auch bei der Anwendung

der zugelassenen Hochstdosierung kein therapeutischer Erfolg zu erwarten ist.

1.7  Fragestellung
Aufgrund des zunehmenden Vorkommens invasiver Pilzinfektionen und damit
einhergehendem zunehmendem Gebrauch von klassischen sowie neueren

Antimykotika besteht die Notwendigkeit einer standardisierten sowie repro-
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duzierbaren antimykotischen Empfindlichkeitsprifung. Einige nicht automatisierte
Verfahren zur Resistenztestung von Pilzen sind kommerziell erhaltlich und auch in
ihrer Verlasslichkeit wissenschaftlich gepruft, allerdings gilt ihre Durchfuhrung als
langwierig und muhsam. Eine weitgehend automatisierte Empfindlichkeitsprafung soll
nun das VITEK 2 Mikrobiologie System ermdglichen, welches viele kritische
Parameter der Resistenztestung standardisiert. Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit
besteht in der Evaluierung der Resistenztestung durch das VITEK 2 System. Dieses
wurde hierfur mit der CLSI Referenzmethode mittels Mikrobouillondilution im
standardisierten Verfahren anhand von 510 Candida-Stammen verglichen. Bei den in
diesem Rahmen verwendeten Antimykotika handelte es sich um Amphotericin B,
Fluconazol, Voriconazol und 5-Fluorocytosin.

Weil, wie schon oben beschrieben, die invasive Candidiasis ein zunehmendes
Problem darstellt, ist es aullerdem wichtig, der Epidemiologie der Candida Spezies
sowie der Entwicklung antimykotischer Resistenzen weiter nachzugehen. Somit
gelten als weitere Ziele dieser Arbeit die Klarung der Epidemiologie der im Zeitraum
vom 1. Dezember 1997 bis zum 31. Mai 2006 im Rahmen der SCOPE Studie
gesammelten Candida Isolate sowie die Erhebung der Resistenzlage von 510

ausgewabhlten sowie empfindlichkeitsgepruften Candida-Stammen.
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2. Material und Methoden

21 Beschreibung des untersuchten Stammkollektivs

Von Dezember 1997 bis Mai 2006 wurden Candida Isolate gesammelt, welche von
Patienten aus 52 Krankenhausern unterschiedlicher Grélke und geographischer
Verteilung in den USA stammten. Diese Krankenhauser wurden ausgewahlt im
Rahmen des weiter oben beschriebenen SCOPE (Surveillance and Control of
Pathogens of Epidemiologic Importance) Projektes.

Alle Candida-Stamme stellten Isolate aus Blutkulturen dar. Hierbei handelte es sich
um Blutkulturen von nosokomial, also frihestens 48 h nach Krankenhausaufnahme

erworbenen Blutstrominfektionen.

2.2 Lagerung und Kultivierung der Stamme

Die an dem SCOPE Projekt teilnehmenden Krankenhauser bewahrten die
patientenspezifischen Isolate in Schragagar auf. Monatlich wurden diese dann
zusammen mit einem zugehdrigen Case-Report zu dem Studienzentrum am Medical
College of Virginia Hospitals, Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia,
USA geschickt. Die Isolate wurden hier bei -70 ° C zur weiteren Verwendung
aufbewahrt.

Im Rahmen unterschiedlicher Projekte im Mikrobiologischen Labor der Universitat
lowa, der Abteilung flr Epidemiologie der Virginia Commonwealth Universitat und
des Institutes fur Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der
Universitat zu Koln (IMMIH) wurden die Isolate weiter charakterisiert, indem
Vergleichsmessungen, erneute Identifizierungen und Empfindlichkeitstestungen
vorgenommen wurden.

Die an das IMMIH gesendeten Pilz-Isolate wurden im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit von den gelieferten Tupfern auf Chromagar ausgestrichen und angezuchtet -
diese Kulturen wurden anschlieBend in Trypton-Soja-Bouillon mit 20% Glycerin
Uberfuhrt und bei -70 ° C im Tiefkihlschrank aufbewahrt.
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2.3 Identifizierung der Candida Spezies

2.3.1 Identifizierung mittels Chromagar durch ein Farbindikatorprinzip

FUr die ldentifizierung der unterschiedlichen Candida Spezies wurden zunachst
CHROM-Agar-Platten verwendet, welche in der Nahrbodenabteilung des IMMIH
gegossen wurden (Trockenmedium der Firma Mast Diagnostika: 15 g/L Agar, 10,2
g/L Pepton, 22 g/L chromogener Mix, 0,5 g/L Chloramphenicol; pH 6,1 +/- 0,2). Zur
Subkultivierung der eingefrorenen Candida Isolate wurde die Glycerin-Bouillon
zunachst aufgetaut und anschlieRend mittels Dreidsenausstrich auf CHROM-Agar-
Platten ausgestrichen und dann Uber 48 h bei 36 ° C inkubiert.

Auf CHROM-Agar-Platten konnen C. albicans/C. dubliniensis, C. krusei, C. glabrata
und C. tropicalis aufgrund ihrer Pigmentbildung voneinander unterschieden werden.
Durch Reaktionen von speziesspezifischen Enzymen mit dem chromogenen Substrat
kommt es zu einem Wachstum von unterschiedlicher Farbe. Aus diesem Grund
wachst C. albicans/C. dubliniensis als grine, C. glabrata als lila, C. krusei als rosa
und C. tropicalis als blaue Kolonien. Aullerdem zeigt sich bei den Kolonien eine
unterschiedliche Oberflachenbeschaffenheit. Diese erscheint bei C. albicans/C.
dubliniensis und bei C. glabrata glatt, bei C. krusei rau und bei C. tropicalis rau oder
glatt.

Einige der eigentlich als Reinkultur versandten Stamme erwiesen sich nach
Subkultivierung als ein Gemisch mehrerer Spezies, welche nochmals isoliert und
separat weiter bearbeitet wurden. Einige der Spezies, wie z.B. C. parapsilosis und C.
famata, werden auf CHROM-Agar-Platten zwar nicht in ihrem Wachstum gehemmt,
konnen aber aufgrund der gleichen weillichen Farbung ihrer Kolonien nicht eindeutig
voneinander diskriminiert werden. In solchen Fallen wurde auf die weiter unten
beschriebene Identifizierungsmethode des VITEK 2 Systems zuriuckgegriffen.
Ebenso wenig konnten C. albicans und C. dubliniensis voneinander unterschieden
werden, denn beide Spezies bilden grine Kolonien auf Chromagar. Aus diesem
Grund wurden spater 120 Stichproben von den insgesamt 656 auf Grund ihrer Farbe
als C. albicans identifizierten Isolate nochmals mit Hilfe des VITEK 2 Systems
identifiziert, um den prozentualen Anteil von C. dubliniensis an allen in Form grlner

Kolonien gewachsenen Stamme errechnen zu kdnnen.
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23.2 Identifizierung mittels semiautomatisiertem Verfahren (VITEK 2)

2.3.21 Beschreibung des VITEK 2 Mikrobiologie Systems und der VITEK
2-YST-ldentifizierungskarte
Das VITEK 2 Mikrobiologie System der Firma bioMérieux stellt ein System flr die
schnelle Identifizierung und Empfindlichkeitstestung von Mikroorganismen dar.
Diesbezlgliche Arbeitsschritte sollen durch den Einsatz dieses Systems in
Laboratorien vereinfacht, verbessert und standardisiert werden.
Das zugehorige VITEK® 2-Gerat beinhaltet unter anderem ein semiautomatisiertes
Identifizierungssystem flr Pilze, welches im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit in
Anspruch genommen wurde. Die visuell mittels Farbindikatorprinzip nicht eindeutig
identifizierbaren Stamme wurden hiermit weitergehend untersucht. Neben diesem
semiautomatisierten Pilzidentifizierungssystem wurde auflerdem ein System zur
Resistenzbestimmung gegenuber Antimykotika entwickelt, welches, wie unter 2.4.2
beschrieben, eingesetzt und Uberprift wurde.
FUr den Einsatz des Mikrobiologie Systems werden verschiedene Komponenten
bendtigt: das VITEK® 2-Gerat, die Smart Carrier Station (SCS), Testkarten fur die
Identifizierung bzw. Resistenzbestimmung der untersuchten Erreger, der VITEK® 2
DENSICHEK, die VITEK® 2-Systemsoftware sowie eine Analysesoftware
(Expertsystem) zur Auswertung der Ergebnisse (AES) [9].

a) VITEK® 2-Gerat

Das VITEK® 2-Gerat stellt die Hardware zur Probenverarbeitung, dem
Kartentransport sowie Analyse und Messung der Testkarten dar. Die Testkarten
werden mit Hilfe eines Transportsystems zu unterschiedlichen Stationen in der
Verarbeitungs- und Analyseeinheit bewegt [9].

Nach der Beladung des VITEK® 2-Gerates mit einem Carrier (dem Trager fur
Testrohrchen und Testkarten) wird dieser mittels eines Kunststofftragers, einem
sogenannten Transportschlitten, von einer zur nachsten Verarbeitungseinheit durch
das Gerat beférdert. Diese Verarbeitungseinheiten werden im Folgenden
nacheinander genauer beschrieben:

1. Die erste Station stellt eine Barcodeleseeinheit dar - hier wird der auf die VITEK®
2-Testkarten gedruckte Barcode gelesen. Dieser Code enthalt Informationen

bezlglich Testkartentyp, Verfallsdatum, Chargennummer (welche Aufschluss Uber
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das Herstellungsdatum gibt) und Sequenznummer (welche zur eindeutigen
Identifizierung der Testkarte dient). Mit Hilfe eines Memory Chip-Lesers werden die
von der Smart Carrier Station in den Memory Chip des Carriers gespeicherten Daten
gelesen und mit denjenigen Informationen verglichen, die das VITEK® 2-Gerat selbst
Uber den eigenen Barcodeleser erhalten hat. Somit kann Uberprift werden, ob die
Positionen der Karten im Carrier beibehalten wurden. AuRerdem werden die Daten,
die an der Smart Carrier Station eingegeben wurden, an den geratezugehdrigen
Computer weitervermittelt.

2. In der Dispenser/Pipettiereinheit erfolgt die Vorbereitung der Proben. Es wird
sichergestellt, dass zusammengehdrige Identifizierungs- und Resistentenzkarten
spater mit derselben Keimsuspension befullt werden: Durch die Pipettiereinheit wird
eine eingestellte Menge der Keimsuspension vom Testrohrchen der
Identifizierungskarte, welches manuell befullt wurde, in das daneben platzierte
Roéhrchen der Resistenzkarte, welches ohne Suspension in den Carrier gestellt
wurde, beférdert. Das Dispensersystem beflillt das Testréhrchen der zugehdrigen
Resistenzkarte zusatzlich zuvor mit steriler Kochsalzldsung, so dass sich in diesem
Rohrchen eine Mischung ergibt.

3. Die endgultige Beimpfung der Testkarten erfolgt in der sogenannten Fulleinheit.
Durch das Erzeugen und anschlieliendes Lésen eines Vakuums in einer speziellen
Kammer des Gerates entsteht ein zunehmender Luftdruck. Dieser druckt die
Keimsuspension durch einen Transferschlauch aus den Testrohrchen in die
Testkarten.

4. Dieser Transferschlauch wird anschlielend in der Versiegelungseinheit durch
Hitze abgetrennt und verschlossen, so dass jede Testkarte abgedichtet ist.

5. Anschlieend folgt das Inkubieren und Lesen der Karten. Dafur werden die Karten
in ein Karussell beférdert und bei 35,5 ° C inkubiert, die Lesung der Karten erfolgt
dabei alle 15 Minuten in einer geeigneten Leseposition. Dies geschieht einerseits
durch eine Transmissionsoptik: Es erfolgt ein direkter Ruckschluss von der Menge
des durchscheinenden Lichtes durch eine Kavitat der Karte auf die Menge des
dortigen Keimwachstums. Je starker das Wachstum, desto weniger intensiv das
transmittierte Licht. Hierfir werden lichtemittierende Dioden verwendet, die Licht
einer geeigneten Wellenlange erzeugen. Aufgefangen wird das Licht von Silizium-

Photozellendetektoren. Andererseits ermdglicht eine Fluoreszenzoptik zusatzlich die
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Uberwachung der Enzymaktivitdt: diese kann direkt anhand der bekannten

biochemischen Nebenprodukte eines Mikroorganismus bestimmt werden [7].

b) Smart Carrier Station

Bei der Smart Carrier Station (SCS) handelt es sich um einen kleinen Computer, der
Informationen Uber die Proben und Testkarten erfasst und diese dann anschlief3end
an das VITEK® 2-Gerat Ubermittelt. Hierfur wird die Smart Carrier Station mit einem
Carrier bestuckt: Der Carrier stellt den Trager fur die Testkarten und die
dazugehdrigen Suspensionsrohrchen gefullt mit Keimsuspension dar und kann mit
maximal je 15 von diesen Materialien bestlickt werden. Die Informationeneingabe in
die Smart Carrier Station erfolgt sowohl Uber die SCS-Tastatur (Information Uber die
Probe) als auch Uber den SCS-Barcodescanner (Information Uber die Testkarte).
Diese eingegebenen Informationen kdnnen nun von der Smart Carrier Station an das
VITEK® 2-Gerat Uber einen Memory Chip Ubermittelt werden, welcher wiederum

Bestandteil des Carriers ist[7].

c) VITEK® 2-YST-Identifizierungskarte

Die VITEK® 2-Hefe-Identifizierungskarte (YST) wurde entwickelt zur automatischen
Identifizierung von klinisch relevanten Hefen und hefedhnlichen Pilzen. Neben
unterschiedlichen Spezies der Gattung Candida konnen somit auch Pilze wie z.B.
Kryptokokken, Trichosporo spp. und viele weitere identifiziert werden.

Etwa 18 Stunden nach Bestickung des VITEK® 2-Gerates sind die Endergebnisse
verfugbar, welche sich aus 46 biochemischen Tests ergeben. Bei diesen wird die
Verwertung von Kohlenstoff und Stickstoff bestimmt und desweiteren werden

enzymatische Aktivitaten gemessen [8].

d) VITEK® 2 DENSICHEK, VITEK® 2-Systemsoftware und Analysesoftware

Mit der Hilfe des VITEK® 2 DENSICHEKSs kann die Konzentration der hergestellten
Keimsuspension bestimmt werden, so dass dem VITEK® 2-Gerat eine
standardisierte Dichte der Suspension vorgelegt werden kann.

Die VITEK® 2-Systemsoftware ist zustandig fur die Auswertung der quantitativen
Messungen der Identifizierung und Resistenzbestimmung. Die Analysesoftware hilft
durch Vergleiche mit einer Datenbasis bei der Validierung und Auswertung der

Ergebnisse [9].
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23.2.2 Untersuchungsablauf

Die Speziesdifferenzierung durch das VITEK® 2-Gerat wurde bei denjenigen
Stammen vorgenommen, welche nicht mittels Farbindikatorprinzip eindeutig
identifiziert werden konnten. Aulderdem geschah dies bei einer Stichprobe von den auf
Grund ihrer Farbe vorerst als C. albicans identifizierten Isolaten, um wie weiter oben
erlautert den prozentualen Anteil von C. dubliniensis festlegen zu kdnnen.

Die Stamme wurden zunachst auf Sabouraud-Agar-Platten gebracht und bei 36 ° C
24 h lang inkubiert. Mit einem sterilen Tupfer wurden anschlieend morphologisch
ahnlich aussehende Kolonien in 3 ml steriler Kochsalzlésung (0,45 %) suspendiert
und mit Hilfe eines Vortex-Genie® 2 Schittelgerates homogenisiert. Dabei wurde auf
eine Dichte entsprechend derjenigen des Trubungsstandards (McFarland) 1,80 bis
2,20 geachtet und fur diese Einstellung ein VITEK® 2 DENSICHEK Dichtemessgerat
eingesetzt. Die angefertigten Suspensionsrohrchen sowie die VITEK® 2-Hefe-
Identifizierungskarten wurden in einen Trager (Carrier) gestellt, dieser wiederum in die
Smart Carrier Station. AnschlieRend, nach Dateneingabe, wurde der Carrier in das
VITEK® 2-Gerat gestellt, in dem dann die Karten und Suspensionen (wie unter 2.3.2
beschrieben) weiter verarbeitet und ausgewertet wurden. Fur jedes untersuchte
Candida Isolat wurde zur Kontrolle ein Viertel einer CHROM-Agar-Platte beimpft, um

die Reinheit der Stamme zu kontrollieren.

233 Identifizierung mittels Assimilationsreaktionen (API ID 32C)
Diejenigen Stamme, welche weder makroskopisch noch mit Hilfe des VITEK® 2-
Gerates eindeutig identifiziert werden konnten, wurden mittels APl ID 32C
(bioMerieux® SA, Marcy-I'Etoile, France) identifiziert. Hierbei handelt es sich um ein
standardisiertes, miniaturisiertes System zur Identifizierung von Hefen anhand von
32 Assimilationsreaktionen und einer Datenbasis. Daflr werden spezielle
Teststreifen verwendet, welche je 32 Vertiefungen besitzen, in denen sich
verschiedene Kohlenhydrate in dehydratisierter Form befinden.

Die zu testenden Isolate wurden erneut auf Sabouraud-Agar bei 36 ° C 24 h lang
bebritet. AnschlieRend wurden eine oder mehrere morphologisch gleiche Kolonien
mittels eines sterilen Tupfers vom Kulturmedium abgenommen. Mit diesem Material
sowie mit 2 ml destilliertem Wasser wurde eine Keimsuspension hergestellt. Die

Tribung der Suspension wurde mit einem Trubungsstandard (McFarland) verglichen,
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so dass eine Dichte von McFarland 2 erreicht wurde. 250 ul dieser Keimsuspension
wurden mit 7 ml APl C Medium (5 g Ammoniumsulfat, 0,31 g Kalium-
dihydrogenphosphat, 0,45 g Dikaliumhydrogenphosphat, 0,92 g Dinatriumphosphat,
0,1 g Natriumchlorid, 0,05 g Calciumchlorid, 0,2 g Magnesiumsulfat, 0,005 g L-
Histidin, 0,02 g L-Tryptophan, 0,02 g L-Methionin, 0,5 g Geliermittel, 1 ml
Vitaminldsung, 10 ml Spurenelemente, ad 1000 ml destilliertes Wasser, pH-Wert:
6,4-6,8 bei 20-25 ° C) vermischt.

Die Teststreifen wurden manuell mit einer elektronischen Pipette beimpft, in jede
Vertiefung wurden 135 pl pipettiert. AnschlieBend wurden die Streifen in einem
feuchtgehaltenem Behalter bei 30 ° C fur 48 h inkubiert.

Die Ablesung erfolgte visuell: alle Kammern wurden mit einer Wachstumskontrolle
verglichen. Jede Trubung, die sich starker darstellte als die Kontrolle, zeigte eine
Substratassimilation an und wurde als positiv gewertet. Es erfolgte eine Codierung
mittels  Profil-Index. Die  Codenummern konnten mit  Hilfe  einer
Identifizierungssoftware (apiweb™) weiter interpretiert und einer bestimmten Spezies

zugeordnet werden.

24 Resistenzbestimmung der Candida Spezies

510 von den insgesamt 1356 Isolaten wurden ausgewahlt und mittels der
standardisierten Mikrobouillondilution (CLSI Referenzmethode) und des VITEK 2
Systems resistenzgetestet. Im Hinblick auf die Auswahl dieser Isolate wurden jeder
dritte Stamm der Spezies C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis und C. tropicalis,

sowie alle Stamme der seltener vertretenen Spezies miteinbezogen.

2.4.1 Resistenzbestimmung mittels standardisierter Mikrobouillondilution
(CLSI Referenzmethode)

2411 Das Prinzip der Mikrobouillondilutionsmethode

Die in vitro Empfindlichkeitsprifung von Infektionserregern ist fir den gezielten
Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen sowie flr ein aussagekraftiges
Resistenzmonitoring mafigeblich. Die Ermittlung von Daten in Form von minimalen

Hemmkonzentrationen (MHK-Werten) mittels Mikrobouillondilution wird hierfur als
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verlassliche Methode und somit als Standardverfahren angesehen. Das Prinzip
dieser Methode wird im Folgenden erlautert:

Das zu untersuchende Pilz-Isolat wird in einer Bouillon suspendiert. Diese
Keimsuspension wird anschlieRend in eine mit verschiedenen Konzentrationen von
Antimykotika beschichtete Testplatte gegeben. Nach Bebritung Uber einen
festgegebenen Zeitraum kann das Wachstum der Pilze in den einzelnen
Vertiefungen abgelesen und daruber die minimale Hemmkonzentration (MHK) fur die
einzelnen Antimykotika bestimmt werden.

Die MHK beschreibt die niedrigste Wirkstoffkonzentration einer antimikrobiellen
Substanz, bei der die Vermehrung eines Mikroorganismus noch gehemmt wird.
Durch die Bestimmung der MHK lassen sich Aussagen uber die Wirksamkeit eines
Medikamentes sowie die Resistenz eines bestimmten Erregers machen.

Die Mikrobouillondilutionsmethode erlaubt somit quantitative Aussagen zu der
Empfindlichkeit von Pilz-Isolaten gegenlber bestimmten Antimykotika. Mit dem
Standard M27-A2 (2002) wurde durch das Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), vormals National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), eine
international anerkannte DurchfUhrungsvorschrift vorgegeben, mit deren Hilfe die

Mikrobouillondilutionsmethode flr Hefen angewendet und interpretiert werden kann.

241.2 Untersuchungsablauf
Durchgefuhrt wurde die Mikrobouillondilutionsmethode entsprechend dem NCCLS
(National Committee for Clinical and Laboratory Standards) Dokument M27-A2 [15].

a) Mikrotitrationsplatten

Die verwendeten vorbeschichteten Testplatten waren Mikrotitrationsplatten
(MIKRONAUT-AM) der Firma Merlin®. lhre Formation ermoglichte die
Empfindlichkeitsprifung gegenuber den folgenden 8 Antimykotika:

Amphotericin B (APH; getesteter Konzentrationsbereich: 0,031-32 mg/l),
5-Fluorocytosin (FCY; getesteter Konzentrationsbereich: 0,031-64 mg/l),

Fluconazol (FCA,; getesteter Konzentrationsbereich: 0,063-128 mg/l),

Voriconazol (VOR; getesteter Konzentrationsbereich: 0,004-8 mg/l),

Posaconazol (POS; getesteter Konzentrationsbereich: 0,004-8 mg/l),

Micafungin (MIF; getesteter Konzentrationsbereich: 0,004-8 mg/l),
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Anidulafungin (ANF; getesteter Konzentrationsbereich: 0,004-8 mg/l),
Caspofungin (CAS; getesteter Konzentrationsbereich: 0,004-8 mg/l).

b) Bouillon

Zubereitet wurde das verwendete Medium in der Nahrbodenabteilung des IMMIH.
Hierfir wurde 10,4 g pulverisiertes RPMI 1640 Medium (R-6504 der Firma Sigma-
Aldrich®) vollstandig in 900 ml destilliertem Wasser aufgeldst. Dann wurden 34,53 g
MOPS (3-Morpholinopropansulfonsaure (Firma Merck®) eingeruhrt und unter
Zugabe von 10 Mol NaOH wurde ein pH-Wert von 6,9- 7,0 eingestellt. Anschliel3end
wurden 18 g D(+) Glucose-Monohydrat (Firma Merck®) zugefiugt und aufgeldst.
Danach wurde das Medium durch Zugabe von destillietem Wasser auf ein

Endvolumen von 1000 ml aufgefullt und mittels Membranfiltration sterilisiert.

c) Aufbereitung der Stamme und Herstellung einer Verdiinnungsreihe

Die eingefrorenen Pilzkulturen wurden zunachst mittels Dreiésenausstrich auf
Chromagar aufgebracht und 24 h lang bei 35 ° C inkubiert. Somit konnte die Reinheit
der Stamme nochmals (berpriift werden. AnschlieBend erfolgte eine Uberimpfung
auf Sabouraudagar und eine weitere Bebrttung bei 35 ° C fir 24 h.

Fur das Zubereiten einer Keimsuspension wurden nachfolgend ca. 3-4 Kolonien in
4 ml NaCl 0,9% uberfuhrt und eine Trubung von 0,5 McFarland hergestellt, was ca.
einer Keimzahl von 1x10° bis 5x10° Zellen pro ml entspricht. Von dieser Suspension
wurden nun 200 ul in 4 ml RPMI Medium pipettiert und mittels eines Vortex-Genie® 2
Schuttelgerates homogenisiert — diese Mixtur entsprach einer Verdinnung von 1:20.
Um eine nochmalige Verduinnung von 1:50 zu erreichen, wurden aus dieser Mixtur
wiederum 400 pl in 22 ml RPMI Medium pipettiert und homogenisiert, so dass sich
eine 1000-fache Verdinnung und eine Endkonzentration von ca. 1-5x10°®* KBE

(koloniebildenden Einheiten)/ml ergab.

d) Aufbereitung und Ablesung der Mikrotitrationsplatten

Von dieser fertigen Suspension wurden jeweils 200 yl mit einer Mehrkanalpipette in
die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte Uberfuhrt. Anschlielend wurde die
Mikrotitrationsplatte mit einer Abklebefolie verschlossen und bei 36 ° C bebritet, je

nach Spezies 24-48 h lang.
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Die visuelle Ablesung der Testplatten, die mit der Hilfe eines Spiegels durchgeflhrt
wurde, erfolgte gemall dem NCCLS M27-A2 Dokument sowie der Tabelle 5 und
Appendix C des Dokumentes. Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde fur
Amphotericin B festgelegt als die niedrigste Konzentration der Substanz, bei der kein
sichtbares Wachstum mehr festzustellen war. Fir die Ubrigen getesteten Substanzen
galt die MHK als eine 50%ige Reduktion des Wachstums im Vergleich zu einer

Wachstumskontrolle, welche Antimykotika-frei war.

24.2 Resistenzbestimmung mittels semiautomatisiertem Verfahren
(VTEK 2)
2421 Beschreibung des VITEK 2 Mikrobiologie Systems und der

VITEK 2-Resistenzkarte fiir Hefen

Fur die Resistenzbestimmung wurde wie auch fur die Identifizierung der Pilze das in
Kapitel 2.3.2.1 genauer beschriebene VITEK 2 Mikrobiologie System inklusive
VITEK® 2-Gerat verwendet.

Die Testung des Resistenzverhaltens konzentriert sich auf die Bestimmung der MHK,
also die niedrigste Konzentration eines Antimykotikums, bei der das Wachstum
gehemmt wird. Den MHK-Ergebnissen kann dann anschlielend eine Interpretation
(sensibel, intermediar, resistent) zugeordnet werden, um so theoretisch eine
Hilfestellung flr eine Therapie zu geben. Fir diese Zuordnung der MHK-Werte erfolgt
eine Orientierung an standardisierten Grenzwerten (Breakpoints), die fir die
einzelnen Antimykotika unterschiedlich festgelegt sind.

Bei der VITEK® 2-Resistenzkarte fur Hefen (AST-YS01; Referenznummer: 22 108)
handelt es sich um eine verkirzte, miniaturisierte Version der geometrischen
Verdinnungsreihe fur die MHK-Bestimmung mit Hilfe der Mikrodilutionsmethode. Sie
enthalt 64 Napfchen: eine Wachstumskontrolle sowie genau bemessene Mengen
spezifischer Antimykotika und des Kulturmediums. Zu den vorgegebenen
Antimykotika gehéren Amphotericin B, Fluconazol, 5-Fluorocytosin und Voriconazol.
Das Wachstum in den einzelnen Napfchen der Karte wird bei Hefen bis zu 36 h lang
gemessen, anschlieBend werden die Testergebnisse in Form von MHK-Werten fur

jedes auf der Karte enthaltene Antimykotikum angegeben [8].
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2422 Untersuchungsablauf

Die Vorbereitung der Stamme und die Herstellung der Keimsuspension erfolgte wie
unter 2.3.2 beschrieben. Die Bestuckung des Tragers (Carriers) gestaltete sich
folgendermalien: An zwei aufeinanderfolgenden Positionen des Carriers wurde
zuerst je ein mit Keimsuspension befilltes Testrohrchen platziert, an der darauf
folgenden Position ein leeres Roéhrchen mit einer VITEK® 2-Resistenzkarte flr
Hefen. Falls noch eine Identifizierung ausstand, wurde an der ersten Position
zusatzlich eine VITEK® 2-YST-Identifizierungskarte positioniert. Der Carrier wurde in
die Smart Carrier Station gestellt und anschlieRend, nach Dateneingabe, dann in das
VITEK® 2-Gerat, in dem wiederum die Karten und Suspensionen, wie unter 2.3.2
beschrieben, weiter verarbeitet und ausgewertet wurden. Die Lagerung der VITEK®
2-Resistenzkarte fir Hefen erfolgte wie auch fir die Identifizierungskarten in
Schutzfolien bei 4 ° C.

FUr die Evaluierung der Empfindlichkeitsprifung mittels des VITEK 2 Systems
werden kategorielle sowie essentielle Ubereinstimmungen mit der CLSI
Referenzmethode ermittelt. Die kategorielle Ubereinstimmung beschreibt den
prozentualen Anteil aller Isolate, welcher mittels beider Methoden getestet denselben
Kategorien  (sensibel, intermediar, resistent) angehdrt. Die essentielle
Ubereinstimmung definiert den prozentualen Anteil der Isolate, der, mittels beider
Methoden getestet, innerhalb von zwei MHK-Wert Abstufungen liegt. Desweiteren
erfolgte eine Definition von Fehlern, wobei grof3e Fehler (major error) von kleinen
Fehlern (minor error) unterschieden wurden. Eine Abweichung von zwei MHK-Stufen
wurde als kleiner Fehler und eine Abweichung von drei oder mehr MHK-Stufen als
grolRer Fehler gewertet. Eine weitere Form der Fehlerdefinition, welche auch in der
gangigen Literatur vermehrt angewandt wird, orientiert sich an der Ubereinstimmung
der Kategorien sensibel, intermediar und resistent. Um vorliegenden Daten besser
mit der Literatur vergleichen zu konnen, wurde auch diese Fehlereinteilung
angewandt. Falls Candida Isolate durch das VITEK 2 System als sensibel und
gleichzeitig durch die CLSI Referenzmethode als resistent getestet wurden, galt das
als sehr grolRer Fehler (very major error). Der umgekehrte Fall wurde als groler
Fehler (major error) bezeichnet. Alle Ubrigen Zustéande, also falls eine der beiden

Methoden das Ergebnis sensibel oder resistent herausgab, wahrend die andere
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Methode das Ergebnis intermediar anzeigte, wurden als kleine Fehler (minor error)

gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1  Speziesverteilung

Die fur die vorliegende Arbeit zugrunde liegende Stammsammlung umfasst 1411
Candida |Isolate. Von diesen wuchsen 55 Stamme bei der Subkultivierung nicht auf
Agar an und konnten daher fur weitere Testungen nicht verwendet werden. Die
ubrigen 1356 Stamme wurden zunachst mittels Chromagar identifiziert - bei den
hierdurch nicht eindeutig auf Speziesebene identifizierbaren Stdmmen wurde das
semiautomatisierte Identifizierungssystem (VITEK 2) eingesetzt. Falls auch hierbei
keine eindeutige Identifizierung erreicht werden konnte, wurde als weitere
Identifizierungsmethode die Assimilationsmethode (API ID 32 C) eingesetzt.

In 651 Fallen (48,0%) wurde C. albicans identifiziert: Von den insgesamt 656 auf
Grund ihrer Farbe vorerst als C. albicans identifizierten Isolaten wurden 120
Stichproben nochmals mit Hilfe des VITEK 2 Systems identifiziert, um den
prozentualen Anteil von C. dubliniensis an allen in Form gruner Kolonien
gewachsenen Stamme ermitteln zu kdnnen. Hierbei fand sich ein C. dubliniensis
Isolat, hochgerechnet entspricht das 5 Isolaten dieser Spezies. Die Spezies C.
parapsilosis wurde 254mal (18,7%) nachgewiesen. In 222 Fallen (16,4%) wurde die
Spezies C. glabrata, in 152 Fallen (11,2%) C. tropicalis isoliert. Die Spezies C.
lusitaniae wurde 29mal (2,1%), die Spezies C. krusei 21mal (1,5%) nachgewiesen.
Alle Ubrigen Spezies machten jeweils einen Anteil von weniger als 1% aus und sind

ebenfalls in Form von Anzahl und Prozent in Tabelle 3.1 aufgefuhrt.

Tabelle 3.1: Speziesverteilung

Spezies Anzahl Prozent
C. albicans ' 651 48,0%
C. parapsilosis 254 18,7%
C. glabrata 222 16,4%
C. tropicalis 152 11,2%
C. lusitaniae 29 2,1%
C. krusei 21 1,5%
Debaryomyces etchellsii / carsonii 9 0,7%
C. famata 4 0,3%
C. sake 2 0,1%
Cryptococcus neoformans 2 0,1%

28



Spezies Anzahl Prozent
C. dubliniensis ' 5 0,4%
C. guilliermondii 1 0,1%
C. norvegensis 1 0,1%
C. rugosa 1 0,1%
Malassezia furfur 1 0,1%
Trichosporon asahii 1 0,1%
Gesamt 1356 100,0%

1= geschatzter Anteil von C. dubliniensis und C. albicans wie im Text erlautert
2= |dentifizierung auf Speziesebene mittels Assimilationsreaktionen (API ID 32C) nicht eindeutiger moglich

Abbildung 3.1: Speziesverteilung
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3.2 Ubersicht iiber die resistenzgetesteten Candida Isolate

Von den 1356 identifizierten Stammen wurden 510 Isolate ausgewahlt und auf ihre
Resistenz gegenlber mehreren Antimykotika getestet. Hierfur wurde jeder dritte
Stamm der haufig vertretenen Spezies (C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis) ausgewahlt. Die weniger haufig vertretenen Spezies wurden komplett
getestet, das heildt alle von diesen Spezies vorhandene Isolate. Bei der Spezies C.
dubliniensis, bei der der Gesamtanteil nur geschatzt wurde, wurde das einzige

eindeutig mittels VITEK 2 System identifizierte Isolat getestet.
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Tabelle 3.2: Ubersicht der resistenzgetesteten Stamme

Spezies Anzahl Prozent
C. albicans 225 44,1%
C. parapsilosis 88 17,3%
C. glabrata 73 14,3%
C. tropicalis 51 10,0%
C. lusitaniae 29 5,7%
C. krusei 21 4,1%
Debaryomyces etchellsii / carsonii 9 1,8%
C. famata 4 0,8%
C. sake 2 0,4%
Cryptococcus neoformans 2 0,4%
C. dubliniensis 1 0,2%
C. guilliermondii 1 0,2%
C. norvegensis 1 0,2%
C. rugosa 1 0,2%
Malassezia furfur 1 0,2%
Trichosporon asahii 1 0,2%
Gesamt 510 100,0%

2= |ldentifizierung auf Speziesebene mittels Assimilationsreaktionen (APl ID 32C) nicht eindeutiger mdglich

3.3 Resistenztestung gegeniber den 4 Antimykotika Amphotericin B,
Fluconazol, Voriconazol und 5-Fluorocytosin
Die Resistenztestung wurde einerseits mittels Mikrobouillondilution im
standardisierten Verfahren (CLSI Referenzmethode) und andererseits mittels
eines semiautomatsierten Verfahrens (VITEK 2) vorgenommen. Die Mikro-
bouillondilutionsmethode wurde durchgefihrt entsprechend dem NCCLS (National
Committee for Clinical and Laboratory Standards) Dokument M27—-A2. Hierbei wurde
fur jedes Antimykotikum die minimale Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Die
MHK-Werte konnten anschlieliend den Kategorien sensibel, intermediar und
resistent zugeordnet werden. Fur diese kategorielle Zuordnung der MHK-Werte
erfolgte eine Orientierung an vom CLSI vorgegebenen Grenzwerten. Bei der
Empfindlichkeitsprifung mittels des VITEK 2 Systems wurde nach den Anweisungen
des Herstellers vorgegangen. Die verwendeten Mikrotitrationsplatten sowie die
Testkarten des VITEK 2 Systems ermdglichten die Resistenztestung gegenlber den
4 Antimykotika Amphotericin B, Fluconazol, Voriconazol und 5-Fluorocytosin.

Insgesamt wurden 510 Stamme mittels beider Verfahren getestet.
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3.3.1 Empfindlichkeit gegeniiber Amphotericin B (siehe Tabelle 3.3.1)

Die Spanne der MHK-Werte flr Amphotericin B lag flr beide Methoden zusammen
betrachtet zwischen 0,125 und 2 (ug/ml).

Die mit Hilfe der Mikrobouillondilutionsmethode abgelesen MHK-Werte befanden sich
alle in einem Bereich von <=1 (ug/ml): alle 510 (100,0%) mit dieser Methode
getesteten Stamme waren somit als sensibel gegenliber Amphotericin B einzustufen.
Von den 510 mit Hilfe des VITEK 2 Systems getesteten Isolaten wurden 506 (99,2%)
als sensibel getestet. 4 Stamme (0,8%) wurden vom VITEK Gerat als nicht sensibel

bewertet. In diesen 4 Fallen handelte es sich um die Spezies C. krusei.

Tabelle 3.3.1: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller Candida lIsolate
(n=510) gegenuber Amphotericin B

AMPHOTERICIN B

Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent

0,125 S 4 0,8

<=0,25 S 147 28,8
0,25 S 65 12,7

0,5 S 318 62,4 330 64,7

1 S 123 24,1 29 5,7

2 I 4 0,8

Gesamt 510 100,0 510 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.3.2 Empfindlichkeit gegeniiber 5-Fluorocytosin (siehe Tabelle 3.3.2)

Die Spanne der MHK-Werte fur 5-Fluorocytosin lag fur beide Methoden zusammen
betrachtet zwischen <=0,031 und >=128 (ug/ml).

Die MHK-Werte fur 477 (93,5%) der 510 mittels Mikrobouillondilutionsmethode
getesteten Isolate befanden sich in einem Bereich von <=4 (ug/ml). Somit galten
diese Isolate als sensibel gegenuber 5-Fluorocytosin. 21 Isolate (4,1%) wiesen MHK-
Werte von 8 und 16 (ug/ml) auf und wurden als intermediar eingestuft. 12 Isolate
(2,4%) wiesen MHK-Werte von >=32 (ug/ml) auf und wurden als resistent eingestuft.
Bei den resistenten Stammen handelte es sich um 8 C. albicans, 2 C. lusitaniae und

2 C. krusei Stamme.
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Von den mit Hilfe des VITEK 2 Systems getesteten Isolaten wurden 480 (94,1%) der
Stamme als sensibel getestet. 21 Stamme (4,1%) wurden als intermediar, 9 Stamme
(1,8%) als resistent gegenuber 5-Fluorocytosin eingestuft. Bei den resistenten

Stammen handelte es sich um die Spezies C. albicans.

Tabelle 3.3.2: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller Candida Isolate
(n=510) gegenuber 5-Fluorocytosin
5-FLUOROCYTOSIN
Mikrobouillondilution VITEK 2

MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,031 S 43 8,4
0,063 S 119 23,3
0,125 S 167 32,7
0,25 S 69 13,5
0,5 S 42 8,2

<=1 S 473 92,6
1 S 23 4,5

2 S 6 1,2 6 1,2

4 S 8 1,6 1 0,2

8 | 3 0,6 8 1,6

16 | 18 3,5 13 2,5

32 R 0,4 5 1,0
64 R 1 0,2

>=64 R 4 0,8
>=128 R 9 1,8

Gesamt 510 100,0 510 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.3.3 Empfindlichkeit gegeniiber Fluconazol (siehe Tabelle 3.3.3)

Die Spanne der MHK-Werte fur Fluconazol lag fur beide Methoden zusammen
betrachtet zwischen <=0,063 und >=256 (ug/ml).

Die MHK-Werte fur 467 (91,5%) der 510 mittels Mikrobouillondilutionsmethode
getesteten Isolate befanden sich in einem Bereich von <=8 (ug/ml). Somit galten
diese Isolate als sensibel gegenuber Fluconazol. 31 Isolate (6,1%) wiesen MHK-
Werte zwischen >=16 und <=32 (ug/ml) auf und wurden als Dosis-abhangig sensibel

eingestuft. 12 Isolate (2,4%) wiesen MHK-Werte von >=64(ug/ml) auf und wurden als
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resistent eingestuft. Als resistent gegenlber Fluconazol erwiesen sich 9 Isolate der
Spezies C. glabrata und 3 C. krusei Isolate.

Von den mit Hilfe des VITEK 2 Systems getesteten Isolaten wurden 472 (92,5%) der
Stamme als sensibel getestet. 27 Stamme (5,3%) wurden als Dosis-abhangig
sensibel, 11 Stamme (2,2%) als resistent gegenuber Fluconazol eingestuft. Als
resistent gegenulber Fluconazol erwiesen sich 8 C. glabrata Stamme und jeweils ein

C. krusei, ein C. lusitaniae und ein C. guilliermondii Stamm.

Tabelle 3.3.3: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller Candida lIsolate

(n=510) gegenuber Fluconazol

FLUCONAZOL
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent

<=0,063 S 2 0,4
0,125 S 38 7,5
0,25 S 156 30,6
0,5 S 144 28,2

<=1 S 382 74,9
1 S 50 9,8

2 S 17 3,3 24 4,7

4 S 25 4,9 24 4,7

8 S 35 6,9 42 8,2

16 I 16 3,1 22 4,3

32 | 15 2,9 5 1,0
64 R 8 1,6

>=64 R 11 2,2
128 R 3 0,6
>=256 R 1 0,2

Gesamt 510 100,0 510 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.3.4 Empfindlichkeit gegeniiber Voriconazol (siehe Tabelle 3.3.4)

Die Spanne der MHK-Werte flr Voriconazol lag fur beide Methoden zusammen
betrachtet zwischen <=0,004 und >=8 (ug/ml).

Die MHK-Werte fur 499 (97,8%) der 510 mittels Mikrobouillondilutionsmethode
getesteten Isolate befanden sich in einem Bereich von <=1 (ug/ml). Somit galten

diese Isolate als sensibel gegenuber Voriconazol. 4 Isolate (0,8%) wiesen MHK-
33



Werte zwischen 1 und 4 (ug/ml) auf und wurden als Dosis-abhangig sensibel
eingestuft. 7 Isolate (1,4%) wiesen MHK-Werte von >=4 (ug/ml) auf und wurden als
resistent eingestuft. Alle als resistent gegenuber Voriconazol eingestuften Isolate
gehorten der Spezies C. glabrata an.

Von den mit Hilfe des VITEK 2 Systems getesteten Isolaten wurden 502 (98,4%) der
Stamme als sensibel getestet. 3 Stdmme (0,6%) wurden als intermediar, 3 Stamme
(0,6%) als resistent gegenuber Voriconazol eingestuft. Bei den 3 resistenten
Stammen handelte es sich um Isolate der Spezies C. glabrata.

Bei 2 Stammen (0,4%) wurde vom VITEK 2 System trotz mehrmaliger Versuche kein
MHK-Wert herausgegeben. Bei diesen 2 Stammen handelte es sich um

Cryptococcus neoformans |Isolate.

Tabelle 3.3.4: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller Candida lIsolate

(n=510) gegenulber Voriconazol

VORICONAZOL
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent

<=0,004 S 6 1,2
0,008 S 16 3,1
0,016 S 180 35,3
0,031 S 144 28,2
0,063 S 49 9,6

0,125 S 17 3,3 488 95,7

0,25 S 40 7,8 7 1,4
0,5 S 44 8,6

1 S 3 0,6 7 1,4

2 | 4 0,8 3 0,6

4 R 5 1,0 2 0,4
8 R 2 0,4

>=8 R 1 0,2

Kein Ergebnis 2 0,4

Gesamt 510 100,0 510 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel
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3.4 Ergebnisse der Resistenztestung verschiedener Candida Spezies

3.4.1 Empfindlichkeit von C. albicans (siehe Tabelle 3.4.1)

Alle 225 getesteten Stdamme der Spezies C. albicans erwiesen sich als sensibel
gegenuber Amphotericin  B. Dieses Ergebnis zeigte sich bei beiden
Resistenzbestimmungsmethoden.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber 5-Fluorocytosin erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 215 (95,6%) der Stamme als sensibel, 2 (0,9%) der
Stamme als intermediar und 8 (3,5%) der Stdmme als resistent. Getestet durch das
VITEK 2 Verfahren wurden 216 (96,0%) der Stamme als sensibel und 9 (4,0%) als
resistent gegenuber 5-Fluorocytosin befundet.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Fluconazol erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode alle 255 Stamme (100,0%) als sensibel. Getestet
durch das VITEK 2 Verfahren wurden 224 (99,6%) der Stdmme als sensibel und 1
Stamm (0,4%) als Dosis-abhangig sensibel gegenuber Fluconazol befundet.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Voriconazol erwiesen sich anhand

beider Bestimmungsmethoden alle 225 Stamme (100,0%) als sensibel.

Tabelle 3.4.1: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. albicans Isolate
(n=225)
C. albicans
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,125 S 1 04
<=0,25 S 43 19,1
0,25 S 26 11,6
0,5 S 196 87,1 173 76,9
1 S 2 0,9 9 4,0
Gesamt 225 100,0 225 100,0
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C. albicans

5-Fluorocytosin

Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,031 S 1 0,4
0,063 S 22 9,8
0,125 S 98 43,6
0,25 S 24 10,7
0,5 S 40 17,8
<=1 S 213 94,7
1 S 23 10,2
2 S 4 1,8 3 1,3
4 S 3 1,3
8 I 2 0,9
32 R 5 2,2
64 R 1 0,4
>=64 R 4 1,8
>=128 R 7 3,1
Gesamt 225 100,0 225 100,0
Fluconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,063 S 2 0,9
0,125 S 36 16,0
0,25 S 126 56,0
0,5 S 58 25,8
<=1 S 212 94,2
1 S 2 0,9
2 S 1 0,4 5 2,2
4 S 5 2,2
8 S 2 0,9
16 | 1 0,4
Gesamt 225 100,0 225 100,0
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,004 S 6 2,7
0,008 S 8 3,6
0,016 S 139 61,8
0,031 S 71 31,6
0,063 S 1 0,4
<=0,12 S 224 99,6
1 S 1 0,4
Gesamt 225 100,0 225 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel
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3.4.2 Empfindlichkeit von C. glabrata (siehe Tabelle 3.4.2).

73 Stamme der Spezies C. glabrata wurden den Resistenztestungen mittels beider
Methoden unterzogen.

Alle getesteten Stamme (100,0%) der Spezies C. glabrata erwiesen sich als sensibel
gegenuber Amphotericin B. Dieses Ergebnis ergab sich durch beide Resistenz-
bestimmungsmethoden.

Bei den Empfindlichkeitspriafungen gegenuber 5-Fluorocytosin erwiesen sich sowohl
mittels Mikrobouillondilutionsmethode als auch mittels des VITEK 2 Verfahren alle
Stamme (100,0%) als sensibel.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Fluconazol erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 52 Stamme (71,2%) als sensibel, 12 (16,5%) der
Stamme als Dosis-abhangig sensibel und 9 (12,3%) der Stamme als resistent.
Getestet durch das VITEK 2 Verfahren wurden 51 (69,9%) der Stamme als sensibel,
14 (19,1%) der Stamme als Dosis-abhangig sensibel und 8 Stamme (11,0%) als
resistent gegentber Fluconazol befundet.

Bei der Empfindlichkeitsprifung gegenuber Voriconazol erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 63 Stamme (86,4%) als sensibel, 3 (4,1%) der
Stamme als intermediar und 7 (9,5%) der Stdmme als resistent. Getestet durch das
VITEK 2 Verfahren wurden 68 (93,2%) der Stdmme als sensibel, 2 (2,7%) der
Stamme als intermediar und 3 Stamme (4,1%) als resistent gegenuber Voriconazol
befundet.
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Tabelle 3.4.2:

Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. glabrata |Isolate

(n=73)
C. glabrata
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,25 S 6 8,2
0,25 S 3 41
0,5 S 37 50,7 53 72,6
1 S 33 45,2 14 19,2
Gesamt 73 100,0 73 100,0
5-Fluorocytosin
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,031 S 11 15,1
0,063 S 53 72,6
0,125 S 9 12,3
<=1 S 73 100,0
Gesamt 73 100,0 73 100,0
Fluconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=1 S 1 1,4
1 S 1 1,4
2 S 2 2,7 3 4,1
4 S 16 21,9 15 20,5
8 S 33 45,2 32 43,8
16 I 11 15,1 11 15,1
32 I 1,4 3 4,1
64 R 6,8
>=64 R 8 11,0
128 R 4,1
>=256 R 1,4
Gesamt 73 100,0 73 100,0
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C. glabrata
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,031 S 1 1,4
0,063 S 1 1,4
<=0,12 S 56 76,7
0,125 S 3 4,1
0,25 S 28 38,4 6 8,2
0,5 S 28 38,4
1 S 2 2,7 6 8,2
2 | 3 4,1 2 2,7
4 R 5 6,8 2 2,7
8 R 2 2,7
>=8 R 1 1,4
Gesamt 73 100,0 73 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.4.3 Empfindlichkeit von C. krusei (siehe Tabelle 3.4.3)

Alle 21 getesteten Stdamme der Spezies C. krusei erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode getestet als sensibel gegenuber Amphotericin B.
Durch das VITEK 2 Verfahren getestet zeigten sich 17 Stamme (81,0%) sensibel und
4 Stamme (19,0%) wurden intermediar bewertet.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber 5-Fluorocytosin erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 1 Stamm (4,8%) als sensibel, 18 (85,7%) der Stamme
als intermediar und 2 (9,5%) der Stdamme als resistent. Getestet durch das VITEK 2
Verfahren erwiesen sich 2 (9,6%) der Stamme als sensibel und 19 (90,4) der
Stamme als intermediar.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Fluconazol erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 1 Stamm (4,8%) als sensibel, 17 (80,9%) der Stdamme
als Dosis-abhangig sensibel und 3 (14,3%) der Stamme als resistent. Getestet durch
das VITEK 2 Verfahren erwiesen sich 9 (42,8%) der Stamme als sensibel, 11
(52,4%) als Dosis-abhangig sensibel und 1 Stamm (4,8%) als resistent gegenuber
Fluconazol.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Voriconazol erwiesen sich anhand

beider Bestimmungsmethoden alle 21 Stamme (100,0%) als sensibel.
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Tabelle 3.4.3: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. krusei Isolate

(n=21)
C. krusei
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,125 S 1 4,8
<=0,25 S 1 4,8
0,5 S 3 14,3 12 57,1
1 S 17 81 4 19,0
2 I 4 19,0
Gesamt 21 100,0 21 100,0
5-Fluorocytosin
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=1 S 1 4,8
4 S 1 4,8 1 4,8
8 I 8 38,1
16 I 18 85,7 11 52,4
32 R 2 9,5
Gesamt 21 100,0 21 100,0
Fluconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
2 S 1 4,8
4 S 2 9,5
8 S 1 4,8 6 28,6
16 | 5 23,8 9 42,9
32 I 12 57,1 2 9,5
64 R 3 14,3
>=64 R 1 4,8
Gesamt 21 100,0 21 100,0
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,12 S 21 100,0
0,25 S 6 28,6
0,5 S 14 66,7
1 S 1 4,8
Gesamt 21 100,0 21 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel
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3.4.4 Empfindlichkeit von C. lusitaniae (siehe Tabelle 3.4.4)

Alle 29 getesteten Stamme (100,0%) der Spezies C. lusitaniae erwiesen sich als
sensibel gegenuber Amphotericin B. Dieses Ergebnis zeigte sich bei beiden
Resistenzbestimmungsmethoden.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber 5-Fluorocytosin erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode 27 (93,1%) der Stamme als sensibel und 2 (6,9%) der
Stamme als resistent. Getestet durch das VITEK 2 Verfahren erwiesen sich 27
(93,1%) der Stamme als sensibel und 2 (6,9%) der Stamme als intermediar.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Fluconazol erwiesen sich mittels
Mikrobouillondilutionsmethode alle 29 getesteten Stamme (100,0%) als sensibel.
Getestet durch das VITEK 2 Verfahren erwiesen sich 28 (96,6%) der Stamme als
sensibel, 1 Stamm (3,4%) als resistent gegenuber Fluconazol.

Bei den Empfindlichkeitsprifungen gegenuber Voriconazol erwiesen sich anhand

beider Resistenzbestimmungsmethoden alle 21 Stamme (100,0%) als sensibel.

Tabelle 3.4.4: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. lusitaniae Isolate
(n=29)
C. lusitaniae
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,125 S 2 6,9
<=0,25 S 13 44,8
0,25 S 22 75,9
0,5 S 5 17,2 16 55,2
Gesamt 29 100,0 29 100,0
5-Fluorocytosin
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,031 S 24 82,8
0,063 S 3 10,3
<=1 S 27 93,1
16 I 2 6,9
>=128 R 2 6,9
Gesamt R 29 100,0 29 100,0
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C. lusitaniae

Fluconazol

Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,25 S 4 13,8
0,5 S 8 27,6
<=1 S 28 96,6
1 S 11 37,9
2 S 5 17,2
8 S 1 3,4
>=64 R 1 3,4
Gesamt 29 100,0 29 100,0
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,008 S 7 24,1
0,016 S 14 48,3
0,031 S 7 24,1
<=0,12 S 29 100,0
0,125 S 1 3,4
Gesamt 29 100,0 29 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.4.5 Empfindlichkeit von C. parapsilosis (siehe Tabelle 3.4.5)
Alle 88 getesteten Stamme (100,0%) der Spezies C. parapsilosis erwiesen sich
anhand beider Resistenzbestimmungsmethoden als sensibel gegenuber den 4

Antimykotika Amphotericin B, 5-Fluorocytosin, Fluconazol und Voriconazol.

Tabelle 3.4.5: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. parapsilosis
Isolate (n=88)
C. parapsilosis
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,25 S 42 47,7
0,25 S 1 1,1
0,5 S 27 30,7 46 52,3
1 S 60 68,2
Gesamt 88 100,0 88 100,0
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C. parapsilosis

5-Fluorocytosin

Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,063 S 5 5,7
0,125 S 38 43,2
0,25 S 42 47,7
<=1 S 88 100,0
2 S 1 1,1
4 S 2,3
Gesamt 88 100,0 88 100,0
Fluconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,25 S 12 13,6
0,5 S 39 44,3
<=1 S 77 87,5
1 S 27 30,7
2 S 9,1 10 11,4
4 S 2 2,3 1 1,1
Gesamt 88 100,0 88 100,0
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,016 S 19 21,6
0,031 S 30 34,1
0,063 S 28 31,8
<=0,12 S 88 100,0
0,125 S 8 9,1
0,25 S 3 3,4
Gesamt 88 100,0 88 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel

3.4.6 Empfindlichkeit von C. tropicalis (siehe Tabelle 3.4.6)
Alle 51 getesteten Stamme (100,0%) der Spezies C. tropicalis erwiesen sich anhand
beider Resistenzbestimmungsmethoden als sensibel gegenuber den 4 Antimykotika

Amphotericin B, 5-Fluorocytosin, Fluconazol und Voriconazol.
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Tabelle 3.4.6: Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung aller C. tropicalis Isolate
(n=51)
C. tropicalis
Amphotericin B
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,25 S 30 58,8
0,25 S 9 17,6
0,5 S 35 68,6 21 41,2
1 S 7 13,7
Gesamt 51 100,0 51 100,0
5-Fluorocytosin
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
<=0,031 S 6 11,8
0,063 S 28 54,9
0,125 S 16 31,4
0,25 S 1 2
<=1 S 51 100,0
Gesamt 51 100,0 51 100,0
Fluconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,25 S 12 23,5
0,5 S 34 66,7
<=1 S 51 100,0
1 S 7,8
4 S 1 2,0
Gesamt 51 100,0 51 100,0
Voriconazol
Mikrobouillondilution VITEK 2
MHK (mg/l) RIS Anzahl Prozent Anzahl Prozent
0,016 S 2 3,9
0,031 S 31 60,8
0,063 S 16 31,4
<=0,12 S 51 100,0
0,125 S 2,0
0,25 S 2,0
Gesamt 51 100,0 51 100,0

RIS: Kategorielle Bewertung als resistent, intermediar oder sensibel
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3.4.7 Resistenztestung der librigen Candida Spezies

Alle 9 getesteten Stamme der Spezies Debaryomyces erwiesen sich mit MHK
Werten von <=1 (ug/ml) als sensibel gegenuiber Amphotericin B, mit MHK Werten
von <=8 (ug/ml) als sensibel gegenuber Fluconazol, mit MHK Werten von <=1
(Mg/ml) als sensibel gegenluber 5-Fluorocytosin und mit MHK Werten von <=0,5
(Mg/ml) als sensibel gegenlber Voriconazol. Dieses Ergebnis zeigte sich bei beiden
Resistenzbestimmungsmethoden.

Alle 4 getesteten Stamme der Spezies C. famata erwiesen sich mit MHK Werten von
<=0,5 (ug/ml) als sensibel gegenuber Amphotericin B, mit MHK Werten von <=8
(Mg/ml) als sensibel gegenlber Fluconazol, mit MHK Werten von <=1 (ug/ml) als
sensibel gegenuber 5-Fluorocytosin und mit MHK Werten von <=0,125 (ug/ml) als
sensibel gegenuber Voriconazol. Dieses Ergebnis zeigte sich bei beiden
Resistenzbestimmungsmethoden.

Beide getesteten Stamme der Spezies C. sake erwiesen sich mit MHK Werten von
<=1 (ug/ml) als sensibel gegeniber Amphotericin B, mit MHK Werten von <=1
(Mg/ml) als sensibel gegenuber Fluconazol, mit MHK Werten von <=1 (ug/ml) als
sensibel gegenuber 5-Fluorocytosin und mit MHK Werten von <=0,12 (upg/ml) als
sensibel gegenuber Voriconazol. Dieses Ergebnis zeigte sich bei beiden
Resistenzbestimmungsmethoden.

Beide getesteten Stamme der Spezies Cryptococcus neoformans erwiesen sich mit
MHK Werten von <=0,5 (ug/ml) als sensibel gegeniber Amphotericin B, mit MHK
Werten von <=4 (ug/ml) als sensibel gegentber Fluconazol, mit MHK Werten von
<=4 (ug/ml) als sensibel gegenuber 5-Fluorocytosin Dieses Ergebnis zeigte sich bei
beiden Resistenzbestimmungsmethoden. Getestet mittels Mikrobouillondilution
zeigten sich die Stamme mit MHK-Werten von <=0,25 (ug/ml) als sensibel
gegenuber Voriconazol. Getestet gegenuber Voriconazol mittels VITEK 2 ergab sich
trotz mehrmaliger Versuche kein Ergebnis.

Die getesteten Stamme der Spezies C. dubliniensis, C. rugosa und Malassezia furfur
erwiesen sich mit entsprechenden MHK-Werten als sensibel gegenuber allen 4
Antimykotika. = Dieses  Ergebnis zeigte sich bei beiden Resistenz-
bestimmungsmethoden. Auch fir C. norvegensis ergaben sich Ubereinstimmende
Ergebnisse. Fur den Stamm Trichosporon asahii ergaben sich ebenfalls

Ubereinstimmende Ergebnisse, abgesehen von der Testung gegenuber 5-
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Fluorocytosin, welche mittels Referenzmethode als intermediar und mittels VITEK 2
als sensibel gewertet wurde.

Der eine C. guilliermondii Stamm erwies sich mittels beider Methoden getestet als
sensibel gegenuber Amphotericin B und 5-Fluorocytosin, sowie intermediar
gegenuber Voriconazol. Mittels Referenzmethode getestet galt er mit dem MHK-Wert
von 32 (ug/ml) als Dosis-abhangig sensibel, mittels VITEK 2 getestet mit dem MHK-
Wert von >=64 (ug/ml) als resistent gegenuber Fluconazol.

3.5 Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der Resistenzbestimmung
mittels Mikrobouillondilution im standardisierten Verfahren und dem
semiautomatisierten Verfahren fiir verschiedene Antimykotika

Um beide Resistenzbestimmungsmethoden miteinander vergleichen zu konnen,
wurden die ermittelten MHK-Werte fur jeden Stamm und jedes Antimykotikum
gegenubergestellt. Falls es Abweichungen der MHK-Werte, die durch die
unterschiedlichen Methoden ermittelt wurden, gab, wurde dieses in MHK-Stufen
ausgedruckt. Zeigte sich bei dem Vergleich von den MHK-Werten eine Abweichung
von zwei Stufen, wurde dieses als kleiner Fehler gewertet. Bei der Abweichung von
drei oder mehr Stufen wurde dieses als grolder Fehler gewertet.

Insgesamt gab es 14 Stamme, bei denen Fehler bei mehr als einem Antimykotikum

gefunden wurden: hierzu gehorten 6 C. glabrata Isolate, 5 C. krusei Isolate, 2 C.

parapsilosis Isolate und 1 C. albicans Isolat.

Insgesamt betrachtet ergaben sich fur die 4 Antimykotika Amphotericin B, 5-

Fluorocytosin, Fluconazol und Voriconazol 103 kleine und 24 grol3e Fehler. Bei den

grol3en Fehlern handelte es sich hauptsachlich um die Spezies C. albicans (bei 15

der insgesamt 24 grofRen Fehler) und die Antimykotika Fluconazol (13 der 24 grof3en

Fehler) und 5-Fluorocytosin (7 der 24 grof3en Fehler) (siehe Tabelle 3.5.1).

Im Hinblick auf die 24 groRen Fehler wurden die Isolate in 10 Fallen durch das

VITEK 2 System als sensibler und in 14 Fallen durch die Mikro-

bouillondilutionsmethode als sensibler getestet. Somit erwies sich die Richtung der

grolRen Fehler als nicht durchgehend konstant. Allerdings zeigte sich bei all
denjenigen grof3en Fehlern, die bei den Testungen von C. albicans gegenuber

Fluconazol auftraten, dass die Isolate in diesem Fall immer durch die

Mikrobouillondilutionsmethode als sensibler getestet wurden. Diese Konstellation
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erscheint weniger gefahrlich, da sich hierbei nicht die Gefahr ergibt, Patienten mit
dem falschen, jedoch durch das VITEK 2 Gerat als empfindlich getesteten
Antimykotikum zu behandeln. Bei der Konstellation C. albicans gegenuber 5-
Fluorocytosin gingen die Fehler in beide Richtungen, das heil3t, in einigen Fallen
wurden die Isolate durch das VITEK 2 System als sensibler getestet, wodurch sich
die Gefahr ergibt, Patienten mit einem durch das VITEK 2 Gerat falschlich als

empfindlich getesteten Antimykotikum zu behandeln.

Zusatzlich erfolgte eine weitere Form der Fehlerdefinition, welche auch vermehrt in
der géngigen Literatur angewandt wird. Diese orientiert sich an der Ubereinstimmung
der Kategorien sensibel, intermediar und resistent. Die Zuordnung der MHK-Werte zu
diesen Kategorien erfolgte anhand standardisierter Grenzwerte, welche vom CLSI
vorgegebenen sind.

Falls Candida Isolate durch das VITEK 2 System als sensibel und gleichzeitig durch
die CLSI Referenzmethode als resistent getestet wurden, gilt das als sehr grol3er
Fehler (very major error). Der umgekehrte Fall wurde als groRer Fehler (major error)
bezeichnet. Alle Ubrigen Konstellationen, bei denen eine der beiden Methoden das
Ergebnis sensibel oder resistent herausgab, wahrend die andere Methode das
Ergebnis intermediar oder Dosis-abhangig sensibel anzeigte, wurden als kleine
Fehler (minor error) gewertet.

Es fanden sich 6 sehr groRe Fehler: In 6 Fallen wurden die VITEK 2 Ergebnisse
falschlicherweise als sensibel interpretiert, wahrend die Referenzmethode dieselben
Stamme als resistent erschienen liel3. Dieser Zustand ist im Hinblick auf die klinische
Praxis insofern am gefahrlichsten, als dass die Gefahr besteht, Patienten mit dem
falschen, jedoch durch das VITEK 2 Gerat als sensibel getesteten Antimykotikum zu
behandeln. Hierbei handelte es sich 3mal um die Spezies C. glabrata gegeniber
Voriconazol, 2mal um die Spezies C. albicans gegenuber 5-Fluorocytosin und 1mal
um die Spezies C. krusei gegenuber Fluconazol. Desweiteren fanden sich 3 grol3e
Fehler, welche bei den Testungen gegenuber 5-Fluorocytosin und Fluconazol
auftraten. Insgesamt wurden 49 kleine Fehler ermittelt, die hauptsachlich, dass heif3t
in 32 Fallen, bei den Testungen gegenuber Fluconazol gefunden wurden (siehe
Tabelle 3.5.2).
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Tabelle 3.5.1: Grolde und kleine Fehler insgesamt (basierend auf der Anzahl
der abweichenden MHK-Stufen)

‘ Gesamt

Anzahl grof3e Fehler kleine Fehler Gesamt

Stamme Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Amphotericin B 510 0 0,0 29 5,7 29 5,7
5-Fluorocytosin 510 7 1,4 11 2,2 18 3,5
Fluconazol 510 13 2,5 21 4,1 34 6,7
Voriconazol 510 4 0,8 42 8,3 46 9,0
Gesamt 2040 24 1,2 103 5,0 127 6,2
Tabelle 3.5.2: Sehr grole, grofde und kleine Fehler insgesamt (very maijor,

major, minor errors)

Gesamt
Anzahl SEIEES groBe Fehler kleine Fehler Gesamt
Fehler

Stamme Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Amphotericin B 510 0 0,0 0 0,0 4 0,8 4 0,8
5-Fluorocytosin 510 2 0,4 2 0,4 8 1,6 12 2,4
Fluconazol 510 1 0,2 1 0,2 32 6,3 34 6,7
Voriconazol 510 3 0,6 0 0,0 5 1,0 8 1,6
Gesamt 2040 6 0,3 3 0,1 49 2,4 58 2,8

3.5.1 Amphotericin B

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine essentielle Ubereinstimmung von
100% fiir Amphotericin B. Die essentielle Ubereinstimmung driickt den prozentualen
Anteil von Isolaten aus, der, mittels beider Methoden getestet, innerhalb von zwei
MHK-Wert Abstufungen liegt. Die MHK-Werte der Isolate dirfen dabei nicht mehr als
zwei Abstufungen voneinander abweichen.

In der gangigen Literatur wird aus mehreren Grunden auf die Bestimmung der
kategoriellen Ubereinstimmung fir Amphotericin B verzichtet. Die kategorielle
Ubereinstimmung beschreibt den prozentualen Anteil aller Isolate, welcher mittels
beider Methoden getestet denselben festgesetzten Kategorien (sensibel, intermediar,
resistent) angehort. Aus eben diesen Grinden, welche in der Diskussion naher
erlautert werden, wurde sich auch in der hier vorliegenden Arbeit auf die Bestimmung

der essentiellen Ubereinstimmung beschrankt.
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Insgesamt fanden sich keine grof3en, jedoch 29 kleine Fehler fir Amphotericin B. Der

Hauptanteil, das heilt 21 der kleinen Fehler, trat bei der Spezies C. parapsilosis

(23,9%) auf. 5 kleine Fehler zeigten sich bei der Spezies C. tropicalis (9,8%), jeweils

einen Fehler gab es bei den Spezies C. glabrata (1,4%), C. krusei (4,8%) und bei

den seltener vertretenen Candida Spezies (4,3%), in diesem Fall bei einem

Debaryomyces Isolat (siehe Tabelle 3.5.1.1).

Im Hinblick auf die zweite Moglichkeit der Fehlerdefinition gab es weder sehr grol3e

noch grole Fehler. Insgesamt fanden sich 4 kleine Fehler, die alle bei der Spezies C.
krusei (19,0%) auftraten (siehe Tabelle 3.5.1.2).

Tabelle 3.5.1.1: Grolde und kleine Fehler bei Amphotericin B (basierend auf der
Anzahl der abweichenden MHK-Stufen)
‘ Amphotericin B
Spezies Anzahl groBe Fehler kleine Fehler Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
C. albicans 225 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. glabrata 73 0 0,0 1 1,4 1 1,4
C. parapsilosis 88 0 0,0 21 23,9 21 23,9
C. lusitaniae 29 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. krusei 21 0 0,0 1 4,8 1 4,8
C. tropicalis 51 0 0,0 5 9,8 5 9,8
Candida spp. 23 0 0,0 1 4,3 1 4,3
Gesamt 510 0 0,0 29 5,7 29 5,7
Tabelle 3.5.1.2: Sehr grol3e, groRe und kleine Fehler bei Amphotericin B (very
major, major, minor errors)
‘ Amphotericin B
Spezies Anzahl sel;;EIr:rBe groBBe Fehler | kleine Fehler Gesamt
Anzahl % | Anzahl | % | Anzahl % Anzahl %

C. albicans 225 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. glabrata 73 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. parapsilosis 88 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. lusitaniae 29 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. krusei 21 0 0,0 0 0,0 4 19,0 4 19,0
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Gesamt 510 0 0,0 0 0,0 4 0,8 4 0,8
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3.5.2 5-Fluorocytosin
Die essentielle Ubereinstimmung fiir 5-Fluorocytosin betrug 98,6% (503/510). Die
kategorielle Ubereinstimmung fiir 5-Fluorocytosin betrug 97,6% (498/510).

Insgesamt fanden sich 7 groRe und 11 kleine Fehler fur 5-Fluorocytosin. Der
Hauptanteil, das heit 5 der gro3en Fehler, trat bei der Spezies C. albicans (2,2%)
auf. Zwei grofRe Fehler traten bei der Spezies C. lusitaniae (6,9%) auf. Die kleinen
Fehler fanden sich 5mal bei C. albicans (2,2%), 2mal bei C. parapsilosis (2,3%),
3mal bei C. krusei (14,3%) und 1mal (4,3%) bei den seltener vertretenen Candida

Spezies, in diesem Fall bei einem Trichosporon asahii Isolat (siehe Tabelle 3.5.2.1).

Im Hinblick auf die zweite Mdglichkeit der Fehlerdefinition gab es sowohl 2 sehr
grole, als auch 2 grolde Fehler bei der Spezies C albicans (0,9%). Insgesamt fanden
sich 8 kleine Fehler. Diese traten 2mal bei der Spezies C albicans (0,9%), 2mal bei
der Spezies C. lusitaniae (6,9%), 3mal bei der Spezies C. krusei (14,3%) und 1mal
bei den seltener vertretenen Candida Spezies (4,3%) auf. Bei letzterem handelte es

sich wieder um das Trichosporon asabhii Isolat (siehe Tabelle 3.5.2.2).

Tabelle 3.5.2.1: Grolde und kleine Fehler bei 5-Fluorocytosin (basierend auf der
Anzahl der abweichenden MHK-Stufen)

5-Fluorocytosin

Spezies Anzahl groBe Fehler kleine Fehler Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
C. albicans 225 5 2,2 5 2,2 10 4,4
C. glabrata 73 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. parapsilosis 88 0 0,0 2 2,3 2 2,3
C. lusitaniae 29 2 6,9 0 0,0 2 6,9
C. krusei 21 0 0,0 3 14,3 3 14,3
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 1 4,3 1 4,3
Gesamt 510 7 1,4 11 2,2 18 3,5
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Tabelle 3.5.2.2: Sehr grolde, grol’e und kleine Fehler bei 5-Fluorocytosin (very

major, major, minor errors)

5-Fluorocytosin

Spezies Anzahl LUTEICES groBe Fehler kleine Fehler Gesamt
Fehler
Anzahl % | Anzahl | % | Anzahl % Anzahl %

C. albicans 225 2 0,9 2 0,9 2 0,9 6 2,7
C. glabrata 73 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. parapsilosis 88 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. lusitaniae 29 0 0,0 0 0,0 2 6,9 2 6,9
C. krusei 21 0 0,0 0 0,0 3 14,3 3 14,3
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 0 0,0 1 4,3 1 4,3
Gesamt 510 2 0,4 2 0,4 8 1,6 12 2,4

3.5.3 Fluconazol
Die essentielle Ubereinstimmung fir Fluconazol betrug 97,4% (497/510). Die
kategorielle Ubereinstimmung fiir Fluconazol betrug 93,3% (476/510).

Insgesamt fanden sich 13 groRe und 21 kleine Fehler fur Fluconazol. Der
Hauptanteil, das heift 10 der gro3en Fehler, trat bei der Spezies C. albicans (4,4%)
auf. Zwei grolRe Fehler traten bei der Spezies C. krusei (9,5%), 1 groRer Fehler trat
bei der Spezies C. lusitaniae (3,4%) auf. Die kleinen Fehler fanden sich bei 9mal bei
C. glabrata (12,3%), 5mal bei C. krusei (23,8%), 4mal bei C. parapsilosis (4,5%),
2mal bei C. albicans (0,9%) und 1mal bei C. tropicalis (2,0%) (siehe Tabelle 3.5.3.1).

Im Hinblick auf die zweite Mdglichkeit der Fehlerdefinition gab es einen sehr grol3en
Fehler bei der Spezies C. krusei (4,8%) und einen grof3en Fehler bei der Spezies C.
lusitaniae (3,4%). Insgesamt fanden sich 32 kleine Fehler. Diese fanden sich
hauptsachlich, das heil’t in 22 Fallen, bei der Spezies C. glabrata (30,1%). Weitere
kleine Fehler fanden sich 8mal bei der Spezies C. krusei (38,1%), 1mal bei der
Spezies C. albicans (0,4%) und 1mal bei den seltener vertretenen Candida Spezies
(4,3%). Bei letzterem handelte es sich um ein C. guilliermondii 1solat (siehe Tabelle
3.5.3.2).
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Tabelle 3.5.3.1:

Grol3e und kleine Fehler bei Fluconazol (basierend auf der
Anzahl der abweichenden MHK-Stufen)

‘ Fluconazol
Spezies Anzahl groRe Fehler kleine Fehler Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
C. albicans 225 10 4,4 2 0,9 12 5,3
C. glabrata 73 0 0,0 9 12,3 9 12,3
C. parapsilosis 88 0 0,0 4 4,5 4 4,5
C. lusitaniae 29 1 3,4 0 0,0 1 3,4
C. krusei 21 2 9,5 5 23,8 7 33,3
C. tropicalis 51 0 0,0 1 2,0 1 2,0
Candida spp. 23 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Gesamt 510 13 2,5 21 4,1 34 6,7
Tabelle 3.5.3.2: Sehr grolRe, grofRe und kleine Fehler bei Fluconazol (very major,
major, minor errors)
‘ Fluconazol
Spezies Anzahl seL\;ﬁlreorBe groB3e Fehler kleine Fehler Gesamt
Anzahl % | Anzahl | % | Anzahl % Anzahl %
C. albicans 225 0 0,0 0 0,0 1 0,4 1 0,4
C. glabrata 73 0 0,0 0 0,0 22 30,1 22 30,1
C. parapsilosis 88 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. lusitaniae 29 0 0,0 1 3,4 0 0,0 1 3,4
C. krusei 21 1 4,8 0 0,0 8 38,1 9 42,9
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 0 0,0 1 4,3 1 4,3
Gesamt 510 1 0,2 1 0,2 32 6,3 34 6,7

3.5.4 Voriconazol
Die essentielle Ubereinstimmung fiir Voriconazol betrug 99,2% (506/510). Die

kategorielle Ubereinstimmung fiir Voriconazol betrug 98,4% (502/510).

Insgesamt fanden sich 4 grol3e und 42 kleine Fehler flr Voriconazol. Der Hauptanteil,
das heil3t 27 der kleinen Fehler, trat bei der Spezies C. glabrata auf (37,0%). Zwei
grofRe Fehler zeigten sich bei der Spezies C. glabrata (2,7%), je 1 grol3er Fehler trat
bei der Spezies C. albicans (0,4%) und C. krusei (4,8%) auf. Die Ubrigen kleinen
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Fehler fanden sich 14mal bei C. krusei (66,7%) und 1mal bei den seltener

vertretenen Spezies (4,3%). Bei letzterem handelte es sich um ein Debaryomyces
Isolat (siehe Tabelle 3.5.4.1).

Im Hinblick auf die zweite Mdglichkeit der Fehlerdefinition gab es drei sehr grolle

Fehler bei der Spezies C. glabrata (4,1%). Insgesamt fanden sich 5 kleine Fehler,
ebenfalls bei der Spezies C. glabrata (6,8%) (siehe Tabelle 3.5.4.2).

Tabelle 3.5.4.1: Grol3e und kleine Fehler bei Voriconazol (basierend auf der
Anzahl der abweichenden MHK-Stufen)
‘ Voriconazol
Spezies Anzahl groRe Fehler kleine Fehler Gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
C. albicans 225 1 0,4 0 0,0 1 0,4
C. glabrata 73 2 2,7 27 37,0 29 39,7
C. parapsilosis 88 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. lusitaniae 29 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. krusei 21 1 4,8 14 66,7 15 71,4
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 1 4,3 1 4,3
Gesamt 510 4 0,8 42 8,2 46 9,0
Tabelle 3.5.4.2: Sehr grolde, grofde und kleine Fehler bei Voriconazol (very maijor,
major, minor errors)
‘ Voriconazol
Spezies Anzahl SIS groBe Fehler | kleine Fehler Gesamt
Fehler
Anzahl % Anzahl % Anzahl % | Anzahl %
C. albicans 225 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. glabrata 73 3 41 0 0,0 5 6,8 8 11,0
C. parapsilosis 88 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. lusitaniae 29 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. krusei 21 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C. tropicalis 51 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Candida spp. 23 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Gesamt 510 3 0,6 0 0,0 5 1,0 8 1,6
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4. Diskussion

1356 Candida Isolate, die im Rahmen des SCOPE Projektes in dem Zeitraum von
1997 bis 2006 aus unterschiedlichen Regionen der USA zusammengetragen
wurden, wurden im IMMIH weitergehend identifiziert. Es handelte sich ausschlief3lich
um Blutkulturisolate, deren zugehorige Candida Spezies durch Chromagar (mittels
Farbindikatorprinzip), durch das VITEK 2 Identifizierungssystem und in seltenen
Fallen durch die Assimilationsmethode ermittelt wurden. Bei allen drei Methoden
handelt es sich um etablierte Verfahren, die haufig zur Identifizierung von Hefepilzen

eingesetzt werden [3, 27].

Der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Anteil von C. albicans Isolaten betrug 48,0%.
Der Anteil von C. albicans, der innerhalb multizentrischer Studien in den USA in dem
Zeitraum von 1995 bis 2000 ermittelt wurde, betrug 45% bis 53% [60], was im
Einklang mit dem von uns ermittelten Anteil steht. Eine weitere Arbeit, die innerhalb
der USA durchgefuhrt wurde, berichtet von einem C. albicans Anteil von 45% bei
Candida Blutstrominfektionen, was ebenfalls mit unseren Ergebnissen tbereinstimmt
[33]. Im Rahmen der SENTRY Studie wurden 1.184 Candida Blutstromisolate
weitergehend untersucht. Diese wurden in 71 medizinische Zentren, die sich in den
USA, Kanada, Lateinamerika und Europa befanden, in dem Zeitraum von 1997 bis
1999 gesammelt. Hierbei machte die Spezies C. albicans einen Anteil von 55% in
den USA, 60% in Kanada, 45% in Lateinamerika und 58% in Europa aus. Die
Griunde fur die globalen Haufigkeitsschwankungen von C. albicans bleiben laut den
Autoren spekulativ [66]. In einer Studie, die am Universitatsklinikum Koln von Seifert
et al. durchgefihrt wurde, wurden 296 Candida Blutstromisolate weitergehend
untersucht. Hierbei machte C. albicans einen Anteil von 56,1% aus [83]. Obwohl C.
albicans weltweit betrachtet die dominierende Spezies bei Blutstrominfektionen
darstellt, variiert die Erscheinungsfrequenz stark. Die Autoren Pfaller et al., die
epidemiologische Aspekte der invasiven Candidiasis thematisieren, beschreiben
unter anderem diese Haufigkeitsschwankungen. Pfaller et al. berichten von einem
besonders niedrigen C. albicans Anteil von 37% in Lateinamerika (in den Jahren
1995 bis 1996) und einem besonders hohen Anteil von 70% in Norwegen (in den
Jahren 1991 bis 2003) [60].
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FuUr die Spezies C. parapsilosis ergab sich in der hier vorliegenden Arbeit ein Anteil
von 18,7%. In anderen, multizentrischen Studien innerhalb den USA variierte der
prozentuale Anteil dieser Spezies, ermittelt in dem Zeitraum von 1992 bis 2004,
zwischen 13% und 21% [60], was im Einklang mit unseren Ergebnissen steht. In
einer weiteren Studie von Hajjeh et al., welche zwischen 1998 und 2000 in den USA
durchgefuhrt wurde, machte C. parapsilosis einen Anteil von 13% aus [33]. Laut der
SENTRY Studie gilt C. parapsilosis in Europa, Lateinamerika und Kanada, ermittelt in
dem Zeitraum von 1997 bis 1999, mit Anteilen von 19%, 25% bzw. 16% als
haufigster non-C. albicans Erreger von Blutstrominfektionen [66]. In der Studie, die
am Universitatsklinikum Koln durchgefihrt wurde, machte C. parapsilosis einen
Anteil von nur 7,8% aus [83].

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie machte die Spezies C. glabrata einen Anteil
von 16,4% aus. C. glabrata gilt mit einem etwas hoheren Anteil von 20% bis 24%
hinter C. albicans als zweithaufigster Verursacher von Candida Blutstrominfektionen
in den Vereinigten Staaten [60]. Hajjeh et al. gaben in ihrer Studie einen C. glabrata
Anteil von 24% in den USA an [33]. Diese Spezies ist in den meisten anderen
Landern weit weniger haufig. Bemerkenswert ist zum Beispiel ein sehr geringes
Vorkommen von C. glabrata in Lateinamerika mit nur 4% bis 7%. Die Grinde fur
diese starken Haufigkeitsschwankungen von C. glabrata als Verursacher von
Blutstrominfektionen sind nicht eindeutig klar, allerdings wird unter anderem die
Exposition gegenuber Azolen, das Alter der Patienten und die vorliegende
Grunderkrankung diskutiert [60]. Diese Faktoren kdnnten auch die Abweichung in der
hier vorliegenden Arbeit erklaren. Laut der SENTRY Studie machte C. glabrata in
dem Zeitraum von 1997-2000 einen prozentualen Anteil von 21% in den USA, 12%
in Kanada, 6% in Lateinamerika und 10% in Europa aus [66]. In der Kdlner Studie
wurde ein Anteil von 15,5% bei dieser Spezies ermittelt [83].

Die Spezies C. fropicalis und C. krusei fanden sich in unserer Studie in einer
Haufigkeit von 11,2% bzw. 1,5% der Isolate. Dies steht im Einklang mit anderen, in
den USA ermittelten Daten, in denen eine Haufigkeit von 7% bis 12% bzw. 2% bis
4% angegeben wird [60]. Laut der SENTRY Studie stellte C. fropicalis einen
prozentualen Anteil von 9% in den USA, 6% in Kanada, 16% in Lateinamerika und
7% in Europa dar, wahrend C. krusei mit einem Anteil von 2% in den USA, 2% in

Kanada, 1% in Lateinamerika und 1% in Europa nachgewiesen wurde [66]. Der in
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Kdln ermittelte prozentuale Anteil von C. tropicalis betrug 8,4%, wahrend die Spezies
C. krusei mit einem Anteil von 3,7% nachgewiesen wurde [83].

Der von uns ermittelte Anteil der Spezies C. lusitaniae erschien mit 2,1% nur
geringflgig hoher als in multizentrischen Studien in den Vereinigten Staaten, in

denen ein durchschnittlicher Anteil von 1% angegeben wird [33, 60].

510 Candida-Stamme wurden sowohl mittels Mikrobouillondilution
(Referenzmethode) als auch mittels dem zu evaluierenden VITEK 2 System
resistenzgetestet. Die Mikrobouillondilutionsmethode, deren Vorgehensweise das
NCCLS M27-A2 Dokument beschreibt [15], gilt als akzeptierter Standard zur
Resistenztestung von Candida Spezies und wird deshalb auch in vielen anderen
Studien zur Resistenzbestimmung eingesetzt [17, 25, 26, 45, 48]. Die nachfolgende
Diskussion des Resistenzverhaltens gegenuber den vier fokussierten Antimykotika
bezieht sich somit auf die Ergebnisse, die durch diese Referenzmethode, also durch
Mikrobouillondilution, ermittelt wurden.

Alle 510 mittels Mikrobouillondilution getesteten Isolate unterschiedlicher Candida
Spezies erwiesen sich in unserer Studie als sensibel gegentuber Amphotericin B, was
fur die gute Wirksamkeit und das breite Wirkspektrum dieses Antimykotikums spricht.
In einer weiteren Studie, die in den USA von Park et al. durchgefihrt wurde, war
ebenfalls kein getestetes Candida Isolat resistent gegenuber Amphotericin B [56].
Auch in einer Studie von Cuenca-Estrella et al. erwies sich dieses Antimykotikum in
vitro als aktiv gegentber allen 351 in diesem Rahmen getesteten Candida Isolaten
[19]. In der KdIner Studie von Seifert et al. zeigte sich dasselbe Ergebnis, alle 296
getesteten Candida Isolate waren sensibel gegenuber Amphotericin B [83].
Allerdings gilt die Detektion von Resistenzen mittels CLSI M27-A2
Mikrobouillondilution gegenuber Amphotericin B als problematisch: Obwohl sich
diese Methode als reproduzierbar erwiesen hat, kann durch sie nur ein eingeengter
Bereich von MHK-Werten fur dieses Antimykotikum ermittelt werden. Aus diesem
Grund ist eine verlassliche Diskriminierung zwischen sensiblen und resistenten
Candida Isolaten sowie auch die Festlegung von interpretativen MHK-Grenzwerten
nicht moglich [56, 78]. Obwohl aus diesem Grund interpretative Grenzwerte in der
Literatur nicht fest etabliert sind, gelten Candida lIsolate mit MHK-Werten von
>1ug/ml als maoglicherweise resistent oder aber auch als Dosis-abhangig sensibel.

Bei Dosis-abhangig sensibel getesteten Isolaten sollte dem Patienten eine hdhere
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Dosis des Antimykotikums verabreicht werden, um einen Therapieerfolg zu erreichen
[56, 60, 77]. Im Allgemeinen zeigten sich Agar-basierte Methoden wie der E-Test am
verlasslichsten und sensitivsten bei der Aufdeckung von Resistenzen von Candida
Spezies gegenuber Amphotericin B. Von einigen Autoren wird der E-Test im
Vergleich mit der NCCLS Referenzmethode diesbezlglich sogar als Uberlegen
dargestellt. Desweiteren gewahrleistet der E-Test einen breiteren Bereich von
ermittelbaren MHK-Werten [14, 56, 93].

Die Resistenzmechanismen gegenuber Amphotericin B sind bisher nicht eindeutig
geklart. Allerdings wird ein verminderter Ergosterol-Gehalt der Pilzmembran, ohne
dabei die Lebensfahigkeit der Zelle zu beeinflussen, mit resistenten lIsolaten
assoziiert [57]. Desweiteren existiert die Annahme, dass Resistenzen durch eine
verstarkte Katalase-Aktivitat vermittelt werden, wodurch eine verminderte
Empfindlichkeit der Pilzzelle gegenuber oxidativer Schadigung erreicht wird [85].
Trotz des breiten Wirkspektrums von Amphotericin B wird heute laut Studienlage
eher die Gabe von moderneren Antimykotika empfohlen, da diese weniger toxisch
sind [60].

Bei den im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Resistenztestungen gegenlber
Fluconazol zeigten sich 467 (91,5%) der Isolate als sensibel, 31 (6,1%) als Dosis-
abhangig sensibel und 12 (2,4%) als resistent. Bei den resistenten Stammen
handelte es sich 9mal um die Spezies C. glabrata (12,3% der insgesamt 73
getesteten C. glabrata Isolate) und 3mal um die Spezies C. krusei (14% der
insgesamt 21 getesteten C. krusei lIsolate). Alle C. albicans Stamme waren
Fluconazol-empfindlich.

Bei den Resistenztestungen gegenuber Voriconazol zeigten sich 499 (97,8%) der
Isolate als sensibel, 4 (0,8%) als Dosis-abhangig sensibel und 7 (1,4%) als resistent.
Bei den 7 resistenten Isolaten handelte es sich um C. glabrata Stamme (9,6% der
insgesamt 73 getesteten C. glabrata Isolate).

Im Allgemeinen ist der prozentuale Anteil Azol-resistenter Stamme, die bei invasiver
Candidiasis isoliert werden, gering. In einer internationalen Studie von Pfaller et al.,
welche eine sehr groRe Anzahl (13.338) von Candida Blutstromisolaten einschloss,
zeigten sich fur die einzelnen Spezies resistente Anteile gegenuber Fluconazol von
<=3%. Der Anteil Fluconazol-resistenter C. albicans Isolate betrug dabei 0,06% (8

Isolate). Abweichend waren die beiden Spezies C. glabrata und C. krusei, bei denen
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ein resistenter Anteil von bis zu 9% und 40% beobachtet werden konnte [61]. Viele
andere Studien belegen diese Ergebnisse mit dhnlichen, in vitro ermittelten Daten
[13, 18, 19, 20, 33, 80, 87].

Die fruhere Studie des Universitatsklinikums Koln untersuchte weitergehend das
Antimykotikum Isavuconazol, welches die aktive Komponente des neueren Azol-
Antimykotikums BAL8557 darstellt. Hierfir wurde die in vitro Wirksamkeit von
Isavuconazol mit der in vitro Wirksamkeit von funf weiteren Antimykotika bei 296
Candida Blutstromisolaten verglichen. Bei diesen funf weiteren Antimykotika handelte
es sich um Amphotericin B, Flucytosin, Fluconazol, Itraconazol und Voriconazol.
Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass Isavuconazol sehr effektiv
gegen Candida Blutstromisolate, eingeschlossen auch Fluconazol-resistente Isolate,
wirkt. Bei den Testungen, die innerhalb dieser Studie durchgeflhrt wurden, erwiesen
sich insgesamt 2% der Isolate (C. glabrata und C. krusei) als resistent gegenuber
Fluconazol. 27% (3/11) der getesteten C. krusei Isolate und 4% (2/46) der getesteten
C. glabrata Isolate waren hierbei resistent. Fluconazol-resistente C. albicans Stamme
konnten nicht nachgewiesen werden. Gegenuber Voriconazol zeigten sich 2% der
Isolate als resistent, hierbei handelte es sich um C. glabrata Isolate [83].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Resistenzen gegenlber
Fluconazol und Voriconazol sind mit denjenigen der Literatur vereinbar. Eine
Ausnahme stellt der mittels Mikrobouillondilution (und auch mittels des VITEK 2
Verfahrens) getestete Anteil Fluconazol-resistenter C. krusei Isolate dar, der bei uns
mit 14 % deutlich niedriger erschien. Diese Tatsache konnte allerdings damit
begrindet werden, dass in der hier vorliegenden Arbeit eine kleinere Anzahl von C.
krusei Isolaten fur die Resistenztestung zur Veflugung stand - auflerdem waren 17
(81%) der von uns getesteten C. krusei Isolate Dosis-abhangig sensibel, was eine
verminderte Empfindlichkeit deutlich macht.

Von den 9 C. glabrata lIsolaten, welche sich als resistent gegentber Fluconazol
erwiesen, waren 7 ebenfalls resistent und 2 Dosis-abhangig sensibel gegenuber
Voriconazol. Die vorliegenen Ergebnisse scheinen in Ubereinstimmung mit der
Literatur dafir zu sprechen, dass viele Candida-Stamme, die eine Resistenz
gegenuber Fluconazol entwickelt haben, gleichzeitig auch signifikant weniger
sensibel gegenuber Voriconazol sind [51, 68]. Bei der Spezies C. glabrata sind
Kreuzresistenzen zwischen Fluconazol und Voriconazol (und auch den anderen

Triazolderivaten) bekannt und werden assoziiert mit einer verstarkten Expression der
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Gene CgCDR1 und CgCDR2, welche die CDR Efflux-Pumpen codieren [10, 61, 65,
67, 81]. In Candida Spezies werden unterschiedliche Resistenzmechanismen
gegenuber Azolen beschrieben. Ein Mechanismus besteht, wie soeben erwahnt, in
der Aktivierung von Efflux-Systemen (oder auch in der Verminderung der
Antimykotika-Penetration), so dass eine zu geringe Menge des Azols in die Zelle
gelangt. Weitere Madglichkeiten sind die Modifikation von Zielstrukturen, eine
Uberexpression des Targetenzyms Cytochrom P 450 sowie die Entwicklung von
Umgehungsmechanismen, welche auf Mutationen des ERG 3 Gens beruhen [42,
57].

Die drei ubrigen Fluconazol-resistenten Isolate der hier vorliegenden Arbeit, bei
denen es sich um C. krusei Stamme handelte, blieben sensibel gegenuber
Voriconazol. Auch dieser Befund ist mit der gangigen Literatur vereinbar: Spezies,
die wie C. krusei fur primare Resistenzen gegenuber Fluconazol bekannt sind,
scheinen empfindlich gegentber Voriconazol zu bleiben [61, 65, 68]. Im Gegensatz
zu der Spezies C. glabrata sind bei C. krusei Kreuzresistenzen zwischen Fluconazol
und Voriconazol unublich [67], weil Voriconazol bei C. krusei viel effektiver als
Fluconazol an Cytochrom P 450 bindet [28, 86].

Zusammenfassend auch im Hinblick auf die Klinik gilt, dass Voriconazol Uber ein
breiteres Wirkspektrum gegenuber Candida Spezies als Fluconazol verflugt [60], wie

auch unsere Ergebnisse deutlich machen.

Von den Isolaten, die gegenuber 5-Fluorocytosin getestet wurden, waren 477
(93,5%) sensibel, 21 (4,1%) intermediar und 12 (2,4%) resistent. Bei den resistenten
Stammen handelte es sich 8mal um C. albicans (3,6% der insgesamt 225 getesteten
C. albicans lIsolate), 2mal um C. lusitaniae (6,9% der insgesamt 29 getesteten C.
lusitaniae lIsolate), und 2mal um C. krusei (9,5% der insgesamt 21 getesteten C.
krusei Isolate).

Die Pravalenz primarer Resistenzen von Candida Spezies gegenuber 5-
Fluorocytosin ist laut Studienlage mit Anteilen von <2% gering, allerdings wird
aufgrund des vermehrten Vorkommens sekundarer Resistenzen in der Klinik generell
die Kombination mit Amphotericin B oder Fluconazol empfohlen [40].

In einer gro® angelegten, internationalen Studie von Pfaller et al., die 8.803 Candida
Isolate beinhaltete, wurden ebenfalls in vitro Resistenzen von Candida Isolaten

gegenuber 5-Fluorocytosin mittels Mikrobouillondilution bestimmt. Die von den
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Autoren verodffentlichte Resistenzepidemiologie ist vergleichbar mit unseren
Ergebnissen fur die meisten Spezies, so auch fur C. albicans und C. lusitaniae. Eine
Ausnahme stellt die Spezies C. tropicalis dar, fur die bei Pfaller et al. eine geringflgig
verminderte Sensibilitat ermittelt wurde: 92% der C. tropicalis Isolate wurden als
sensibel beschrieben, wahrend sich bei uns 100% (alle 51 Stamme) sensibel zeigten.
In der frGheren Kolner Studie betrug der Anteil Flucytosin-sensibler C. tropicalis
Isolate nur 64% (16/25), die restlichen Isolate dieser Spezies wurden als resistent
eingestuft [82]. Eine weitere Ausnahme stellte die Spezies C. krusei dar, fur die bei
Pfaller et al. ein resistenter Anteil von 28% beobachtet wurde, wahrend dieser bei
uns nur 9,5% betrug [72]. In der friheren Kdlner Studie wurden alle 11 getesteten C.
krusei Isolate als intermediar eingestuft [82]. Diese Verzerrungen kdnnen vermutlich
mit der Tatsache begrindet werden, dass in der hier vorliegenden Arbeit und auch in
der friheren Kolner Studie eine kleinere Anzahl von C. krusei und C. tropicalis
Isolaten fur die Resistenztestung zur Vefligung stand.

Insgesamt erwiesen sich In der friheren Kdélner Studie 92% der 296 getesteten
Candida Isolate als sensibel, 4% als intermediar und 4% als resistent gegenuber 5-
Fluorocytosin. Zu den resistenten Isolaten gehorten die Spezies C. albicans, C.
glabrata und C. ftropicalis. Zusammenfassend ,nicht sensibel”, also entweder
intermediar oder resistent, waren dabei 0,6% der C. albicans Isolate, 2,2% der C.
glabrata Isolate, 100% der C. krusei Isolate und 36% der C. tropicalis Isolate.
Sekundare Resistenzen gegenuber 5-Fluorocytosin resultieren aus einer Reihe von
Mutationen in verschiedenen Enzymen, welche fir die Aufnahme des
Antimykotikums oder fur intrazellulare Metabolismen verantwortlich sind.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung des Genes FCY2 in C.
lusitaniae zu einer Kreuzresistenz zwischen 5-Fluorocytosin und Fluconazol fuhrt
[12]. Diesbezugliche Kreuzresistenzen konnten in der hier vorliegenden Arbeit nicht
nachgewiesen werden, allerdings gab es auch nur zwei 5-Fluorocytosin-resistente

und keine Fluconazol-resistenten C. lusitaniae |Isolate.

In der vorliegenden Studie wurde das VITEK 2 System zur Resistenztestung von
Candida Spezies angewandt. Die dadurch ermittelten MHK-Werte wurden, zur
Evaluierung dieses neueren Verfahrens, den MHK-Werten der CLSI
Referenzmethode (Mikrobouillondilution im standardisierten Verfahren)

gegenubergestellt.
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Um die Ubereinstimmung der durch die beiden Methoden ermittelten MHK-Werte zu
veranschaulichen, wurden die vom CLSI vorgegebenen Grenzwerte verwendet, um
eine interpretative Zuordnung aller Werte zu den Kategorien resistent, sensibel und
intermediar (beziehungsweise Dosis-abhangig sensibel) vornehmen zu konnen.
Dadurch konnten kategorielle Ubereinstimmungen in Form von Prozentzahlen
ausgedruckt werden. Hierfur wurde fir jedes Antimykotikum (aul3er fir Amphotericin
B, wie nachfolgend erlautert) der prozentuale Anteil aller Isolate berechnet, der
mittels beider Methoden getestet denselben Kategorien angehorte.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine sehr gute Korrelation zwischen den beiden
Methoden aufgezeigt werden: Die kategorielle Ubereinstimmung der beiden
Resistenzbestimmungsmethoden lag fur 5-Fluorocytosin bei 97,6%, das heil3t in 498
von 510 Fallen stimmten die Kategorien (resistent, sensibel, intermediar bzw. Dosis-
abhangig sensibel) Uberein. Bei Voriconazol gab es eine Kkategorielle
Ubereinstimmung von 98,4% (in 502 von 510 Fallen) und bei Fluconazol von 93,3%
(in 476 von 510 Fallen). Die Ergebnisse stehen im Einklang mit denjenigen, die in
zwei multizentrischen Studien von Pfaller et al. ermittelt wurden [62, 63]. In diesen
Studien zeigte sich eine kategorielle Ubereinstimmung von 98,1% und 98,6% fiir die
Antimykotika 5-Fluorocytosin und Voriconazol, sowie von 97,2% fur Fluconazol.
Weitere Untersuchungen von Zambardi et al. sowie Posteraro et al. [73] zeigten mit
Werten von Uber 90% ebenfalls eine gute Korrelation.

Aufgrund der Tatsache, dass in mehreren Studien eine schlechte Korrelation von in
vitro und in vivo Wirksamkeit von Amphotericin B aufgezeigt wurde [49, 56] und auch
seitens des CLSI| keine interpretativen Grenzwerte fir dieses Antimykotikum
vorgegeben sind, um Isolate eindeutigen Kategorien (resistent, intermediar, sensibel)
zuordnen zu konnen, verzichteten Pfaller et al. in diesem Fall auf die Bestimmung
der kategoriellen Ubereinstimmung. Fiir dieses Antimykotikum wurde sich
ausschlieRlich auf die essentielle Ubereinstimmung berufen. Die essentielle
Ubereinstimmung driickt den prozentualen Anteil von Isolaten aus, der, mittels beider
Methoden getestet, innerhalb von zwei MHK-Wert Abstufungen liegt. Bei Pfaller et al.
machte das einen Anteil von 97% aus. In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich
eine essentielle Ubereinstimmung von 100% (510/510) fir Amphotericin B. Diese
Tatsache belegt auch fur dieses Antimykotikum eine zufriedenstellende Korrelation

der beiden Resistenzbestimmungsmethoden.
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Die essentielle Ubereinstimmung fiir 5-Fluorocytosin betrug 98,6% (503/510), fir
Voriconazol 99,2% (506/510) und fir Fluconazol 97,4 (497/510). Auch diese
Ergebnisse stimmen mit der gangigen Literatur Uberein und belegen eine gute
Korrelation der beiden Resistenzbestimmungsmethoden.

Um die MHK-Werte weitergehend im Detail vergleichen zu kénnen, wurde in der hier
vorliegenden Studie eine Definition von sogenannten Fehlern vorgenommen. Diese
erfolgte im Hinblick auf die Ubereinstimmung von MHK-Stufen. Falls sich bei dem
Vergleich der MHK-Werte eine Abweichung von zwei Stufen zeigte, wurde das als
kleiner Fehler (minor error) gewertet. Bei der Abweichung von drei oder mehr Stufen,
wurde das als groRer Fehler (major error) gewertet.

Bei den Studien von Pfaller et al. und Posteraro et al. [62, 63, 73] wurde eine andere
Definition von Fehlern verwendet: Falls Candida Isolate durch das VITEK 2 System
als sensibel und gleichzeitig durch die CLSI Referenzmethode als resistent getestet
wurden, galt das als sehr grol3er Fehler (very major error). Der umgekehrte Fall
wurde als grofRer Fehler (major error) bezeichnet. Alle Ubrigen Ergebnis-
Diskrepanzen, also falls eine der beiden Methoden das Ergebnis sensibel oder
resistent herausgab, wahrend die andere Methode das Ergebnis intermediar oder
Dosis-abhangig sensibel anzeigte, wurden als kleine Fehler (minor error) gewertet.
Nach der soeben beschriebenen Fehlereinteilung kann folglich eine Differenz der
MHK-Werte von zwei oder sogar mehr Stufen nach der Definition von Pfaller et al.
oder Posteraro et al. gegebenenfalls immer noch als kein (oder kleiner) Fehler
definiert werden (je nach dem, in welchem Bereich der CLSI Grenzwerte diese
Stufen liegen), wahrend ein solcher Zustand nach unserer Definition schon als
kleiner (oder grolRer) Fehler gelten wurde. Aus diesem Grund ist die von uns
vorgenommene Definition praziser und macht schon auf geringere Diskrepanzen
aufmerksam.

Insgesamt fanden sich in der hier vorliegenden Arbeit nach der von uns festgelegten
Fehlerdefiniton 103 kleine und 24 groRe Fehler. Die groflen Fehler traten
hauptsachlich bei der Spezies C. albicans (bei 15 der insgesamt 24 grof3en Fehler)
und bei den Antimykotika Fluconazol (13 der 24 groRRen Fehler) sowie bei 5-
Fluorocytosin (7 der 24 grof3en Fehler) auf.

Im Hinblick auf die 24 groRen Fehler wurden die Isolate in 10 Fallen durch das
VITEK 2 System als sensibler und in 14 Fallen durch die Mikrobouillon-

dilutionsmethode als sensibler getestet. Somit erwies sich die Richtung der grof3en
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Fehler als nicht durchgehend konstant. Allerdings zeigte sich bei all denjenigen
grolken Fehlern, die bei den Testungen von C. albicans gegenuber Fluconazol
auftraten, dass die Isolate in diesem Fall immer durch die
Mikrobouillondilutionsmethode als sensibler getestet wurden. Diese Konstellation
erscheint weniger gefahrlich, da sich hierbei nicht die Gefahr ergibt, Patienten
moglicherweise mit dem falschen, jedoch durch das VITEK 2 Gerat als empfindlich
getesteten Antimykotikum zu behandeln. Bei der Konstellation C. albicans gegenuber
5-Fluorocytosin gingen die Fehler in beide Richtungen - dass heil3t in einigen Fallen
wurden die Isolate durch das VITEK 2 System als sensibler getestet, wodurch sich
die Gefahr ergibt, Patienten mdglicherweise mit dem falschen, jedoch durch das
VITEK 2 Gerat als empfindlich getesteten Antimykotikum zu behandeln.

Insgesamt Iasst sich daraus schlieRen, dass das VITEK 2 System im Vergleich mit
der CLSI Referenzmethode zwar insgesamt betrachtet ein verlassliches Verfahren
darstellt, um Resistenzen von aus Blutstrominfektionen gewonnenen Candida
Isolaten zu bestimmen, allerdings sollten die Ergebnisse fir C. albicans vor allem bei
dem Antimykotikum 5-Fluorocytosin mit Vorsicht interpretiert werden, da sich hier
potentielle Fehler finden konnten, welche mit therapeutischen und somit auch
prognostischen Konsequenzen behaftet sein kdnnten.

Um die von uns erhobenen Daten besser mit der gangigen Literatur vergleichen zu
konnen, wurde zusatzlich die Fehlereinteilung der anderen Autoren in die drei
Kategorien sehr grol3e Fehler, gro3e Fehler und kleine Fehler vorgenommen. Hierbei
fanden sich 6 sehr grol’e Fehler: 6 Isolate wurden falschlicherweise durch das
VITEK 2 System als sensibel interpretiert, wahrend die Referenzmethode dieselben
Stamme als resistent erschienen lied. Dieser Zustand ist in Bezug auf die klinische
Praxis insofern am gefahrlichsten, als dass die Gefahr besteht, Patienten mit dem
falschen, jedoch durch das VITEK 2 Gerat als empfindlich getesteten Antimykotikum
zu behandeln. In unserem Fall handelte es sich hierbei 3mal (4,1%) um die Spezies
C. glabrata gegenuber Voriconazol, 2mal (0,9%) um die Spezies C. albicans
gegenuber 5-Fluorocytosin und 1mal (4,8%) um die Spezies C. krusei gegenuber
Fluconazol. Auch bei Pfaller et al. fanden sich sehr grof3e Fehler: 3mal (1,5%) bei C.
albicans Stammen gegenuber 5-Fluorocytosin und 1mal (1,2%) bei C. glabrata
gegenuber Voriconazol. Demnach sollten (neben der soeben erwahnten Vorsicht bei
C. albicans gegenuber 5-Fluorocytosin) Ergebnisse fur C. glabrata gegenuber

Voriconazol mit Vorsicht interpretiert werden, da sich auch hier potentielle Fehler
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finden konnten. Bei Posteraro et al. wurden dagegen keine sehr grofden Fehler
beobachtet [73].

Auffallig und daher erwahnenswert ist das Vorkommen einer grof3eren Anzahl von
kleinen Fehlern bei der Spezies C. glabrata gegenuber Fluconazol. In dieser
Kombination fanden sich bei uns 22 kleine Fehler (30,1%): In 9 Fallen wurden die
Isolate durch das VITEK 2 System als sensibel getestet, wahrend sich durch die
Mikrobouillondilutionsmethode das Ergebnis Dosis-abhangig sensibel ergab. In 10
Fallen war es genau anders herum (also in 10 Fallen wurden die Isolate durch das
VITEK 2 System als Dosis-abhangig sensibel getestet, wahrend sich durch die
Mikrobouillondilutionsmethode das Ergebnis sensibel ergab). Ein Isolat wurde durch
das VITEK 2 System als resistent getestet, wahrend sich durch die Mikro-
bouillondilutionsmethode das Ergebnis Dosis-abhangig sensibel ergab. In 2 Fallen
war es genau anders herum. Somit gingen die Abweichungen der 22 kleinen Fehler
in beide Richtungen. Bei Pfaller et al. zeigte sich dieselbe Tendenz. Die Autoren
erklarten dieses Phanomen allerdings damit, dass die meisten MHK-Werte fur
Fluconazol, mittels beider Methoden getestet, nahe um den Grenzwert verteilt liegen,
der die Kategorien sensibel von Dosis-abhangig sensibel abgrenzt. Demnach
erscheint es als nicht verwunderlich, dass sich, nach ihrer Fehlerdefinition, schneller
und vermehrt kleine Fehler ergeben. Aussagekraftiger ist wohl in diesem
Zusammenhang, dass die bei uns mittels Mikrobouillondilution als Fluconazol-
resistent getesteten C. glabrata Isolate auch durch das VITEK 2 System als resistent
(auler 2mal als Dosis-abhangig sensibel) bewertet wurden. Diese Tatsache spricht
fur die Verlasslichkeit des VITEK 2 Systems in Bezug auf die Aufdeckung von
Resistenzen (oder zumindest einer verminderten Empfindlichkeit) bei C. glabrata
gegenuber Fluconazol. Diese Schlussfolgerung wurde auch durch die Ergebnisse
der anderen Studien bestatigt.

Nur einer der von uns untersuchten Candida-Stamme wuchs innerhalb des VITEK 2
Systems trotz mehrmaliger Versuche nicht richtig an und konnte deswegen nicht
durch dieses System getestet werden. Es handelte sich hierbei um einen C. glabrata
Stamm, der mittels Mikrobouillondilutionsmethode getestet gegenitber Fluconazol
Dosis-abhangig sensibel erschien. Auch in der Studie von Posteraro et al. gab es
zwei Isolate, die sich im VITEK 2 System nicht untersuchen lielen. Bei diesen
handelte es sich um Azol-resistente C. glabrata Stamme. Fur diese zwei

beschriebenen C. glabrata Isolate wurde eine ,petite“-Mutation nachgewiesen und in
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diesem Zusammenhang erlautert, dass Isolate mit ,petite“-Mutation einer starken
Wachstumsretardierung in  bestimmten Medien unterliegen. Die Wachs-
tumsretardierung soll auf einem Atmungsdefekt der Hefezelle beruhen [11]. Diese
Maglichkeit kdnnte auch fur unser Isolat in Betracht gezogen werden.

Die vom VITEK 2 System ermittelten MHK-Werte standen nach 15h oder weniger zur
Verfligung, was auch im Einklang mit den Angaben der anderen Autoren steht. Somit
ist dieses Verfahren schneller als die Referenzmethode. Es ermdoglicht eine
Standardisierung und Automatisierung vieler fur die Empfindlichkeitsprafung
wichtiger Schritte und eliminiert dadurch Fehler, die im Zusammenhang mit
manueller oder visueller Methodik entstehen kdonnen. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zeigt die Verlasslichkeit des VITEK 2 Systems an, aullerdem wird durch
den Einsatz dieses Systems Arbeitszeit und damit auch Personalaufwand verringert.
Durch den automatisierten Gebrauch der Spektrophotometrie wird der ,trailing effect"
minimiert [63] und auch Azol-Resistenzen von Candida Spezies werden zuverlassig
aufgedeckt [73]. Allerdings sollte auch erwahnt werden, dass eine weniger genaue
MHK-Wert-Ermittlung durch dieses weitgehend automatisierte System im Vergleich
zu der CLSI Referenzmethode erfolgt und dass in manchen Fallen, wie weiter oben
genauer erlautert, eine geringe Gefahr der Ermittlung falscher Ergebnisse besteht. Im
Allgemeinen stellt die Resistenztestung mittels des VITEK 2 Systems eine
Maoglichkeit zur Optimierung fur die Therapie invasiver Candida Infektionen dar. In
der Zukunft sollte das System allerdings auch die Empfindlichkeitsprifung gegenuber
moderneren Antimykotika wie Posaconazol, Caspofungin oder Anidulafungin

ermoglichen, um den klinischen Nutzen auszuweiten.
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5. Zusammenfassung

Generalisierte Mykosen bedingt durch Hefepilze der Gattung Candida werden
zunehmend haufig beobachtet und gehen mit einer hohen Letalitat einher. Der
wichtigste Grund fir die deutliche Zunahme invasiver Candidiasis ist die wachsende
Anzahl von immunkomprimierten Patienten. Bedeutsam fur das Auftreten
opportunistischer Pilzinfektionen ist in diesem Zusammenhang die zunehmende
Nutzung zytotoxischer Chemotherapien und Breitbandantibiotika, sowie die nach
Transplantationen notwendige Gabe von Immunsuppressiva. Weltweit betrachtet
sind C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis und C. krusei in Uber 90%
die krankheitsverursachenden Spezies. Aufgrund des vermehrten Vorkommens
invasiver Pilzinfektionen werden sowohl klassische als auch neuere Antimykotika
zunehmend haufiger eingesetzt. Diese Tatsache verdeutlicht nicht nur die Wichtigkeit
der Kenntnis Uber die Resistenzlage von Candida Spezies, sondern auch die
Notwendigkeit der standardisierten und reproduzierbaren antimykotischen
Empfindlichkeitsprifung. Die Ziele der hier vorliegenden Arbeit bestanden in der
Erhebung neuer Daten zur Speziesverteilung und Resistenzepidemiologie von
Candida Blutstromisolaten sowie in der Evaluierung eines semiautomatisierten
Verfahrens (VITEK 2) zur Resistenztestung. Im Institut fur Medizinische Mikro-
biologie, Immunologie und Hygiene der Universitat zu Koln erfolgte zunachst die
Speziesidentifizierung von 1356 Candida Blutstromisolaten. Diese wurden im
Rahmen des SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological
Importance) Projektes im Zeitraum von 1997 bis 2006 aus unterschiedlichen
geographischen Regionen der USA prospektiv gesammelt. Die meisten Stamme
lieRen sich mittels Chromagar durch ein Farbindikatorprinzip auf Speziesebene
identifizieren. Fur die hierdurch nicht eindeutig identifizierbaren Stdamme wurden das
semiautomatisierte Identifizierungssystem (VITEK 2) und die Assimilationsmethode
(API'ID 32 C) eingesetzt. Die Spezies C. albicans machte einen Anteil von 48% aus,
wahrend C. parapsilosis in 19%, C. glabrata in 16%, C. tropicalis in 11% und C.
krusei in 2% der Falle identifiziet werden konnten. Der prozentuale Anteil
unterschiedlicher Spezies unterliegt sowohl zeitlichen als auch geographischen
Schwankungen, dennoch verbleibt C. albicans bei Blutstrominfektionen weltweit

betrachtet die dominierende Spezies. Die vorliegenden Ergebnisse stehen

66



weitgehend im Einklang mit denjenigen von anderen multizentrischen Studien aus
den USA. Eine Abweichung stellte der prozentuale Anteil von C. glabrata dar,
welcher in unserem Kollektiv etwas geringer als sonst Ublich erschien. Allerdings sind
fur diese Spezies starke Haufigkeitsschwankungen bekannt, die unter anderem mit
der Exposition gegenuber Azolen, dem Alter der Patienten und der vorliegenden
Grunderkrankung begrindet werden. Fir die Erhebung der Resistenzepidemiologie
wurden 510 Candida Isolate ausgewahlt und gegenuber den vier Antimykotika
Amphotericin B, Fluconazol, Voriconazol sowie 5-Fluorocytosin getestet. Bei der
Auswahl dieser 510 Stdmme wurden jeder dritte Stamm der Spezies C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis und C. tropicalis sowie alle Stamme der ubrigen, seltener
vorkommenden Spezies miteinbezogen. Fur die Empfindlichkeitsprufung von
Candida Isolaten gibt es verschiedene kommerziell erhaltliche Testmethoden, bei
denen es sich um Agar- oder Bouillon-basierte Methoden handelt. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Mikrobouillondilutionsmethode, die vom damaligen
NCCLS (National Committee for Clinical and Laboratory Standards) entwickelt
wurde, verwendet. Dieses Verfahren gilt als akzeptierter Standard und diente somit
auch als Referenzmethode fur die Evaluierung der Resistenztestung, die mittels des
alternativen, semiautomatisierten VITEK 2 Systems durchgefihrt wurde. Bei der
Empfindlichkeitsprifung mittels Mikrobouillondilution wurde visuell die minimale
Hemmkonzentration (MHK) fur jedes Antimykotikum bestimmt. Die MHK beschreibt
die niedrigste Konzentration eines Antimykotikums, bei der das Pilzwachstum in vitro
noch gehemmt wird. Die MHK-Werte wurden anschlieRend den Kategorien sensibel,
intermediar und resistent zugeordnet. Fir diese Zuordnung der MHK-Werte erfolgte
eine Orientierung an standardisierten Grenzwerten. Bei der Empfindlichkeitsprifung
gegenuber Amphotericin B erwiesen sich 100% der Isolate als sensibel, was fur das
breite Wirkspektrum dieses Antimykotikums spricht. Allerdings gilt laut gangiger
Literatur die Aufdeckung von Resistenzen gegenuber Amphotericin B mittels der
Mikrobouillondilution als problematisch, da es fur dieses Antimykotikum keine klare
Definition von interpretativen MHK-Grenzwerten gibt. Diese Tatsache wird mit dem
sehr engen Bereich der MHK-Werte begrindet, die der Erfahrung nach far
Amphotericin B ermittelt werden kdnnen. Als geeignetere Verfahren gelten in diesem
Fall Agar-basierte Methoden wie der E-Test. Bei der Empfindlichkeitsprufung
gegenuber den zwei fokussierten Triazolderivaten erwiesen sich 2% der Isolate als

resistent gegenlber Fluconazol und 1% als resistent gegenuber Voriconazol. Bei den
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resistenten Stammen handelte es sich ausschlielllich um die beiden Spezies C.
glabrata und C. krusei. Die im Rahmen der vorliegenden Studie ermittelten
Resistenzen gegenuber den Triazolderivaten sind mit denjenigen der Literatur
vereinbar. Eine Ausnahme stellte der Anteil Fluconazol-resistenter C. krusei Isolate
dar, der in der hier vorliegenden Arbeit niedriger erschien. Allerdings stand fur die
vorgenommene Resistenztestung nur eine geringe Anzahl von Isolaten dieser
Spezies zur Verfugung, womit diese Abweichung erklart werden konnte. Zudem
erwies sich der Hauptanteil der C. krusei Isolate als Dosis-abhangig sensibel, was
zumindest auf eine verminderte Empfindlichkeit hindeutete. Als Resistenz-
mechanismen gegenuber Azolen werden die Modifikation von Zielstrukturen, einer
Uberexpression des Targetenzyms Cytochrom P 450 sowie die Aktivierung von
Efflux-Systemen diskutiert. Als weiterer Mechanismus gilt die Entwicklung von
Umgehungsmechanismen, welche auf Mutationen des ERG 3 Gens beruhen. Die
meisten C. glabrata l|solate, welche sich als resistent gegenuber Fluconazol
erwiesen, waren ebenfalls resistent gegenlber Voriconazol. Bei dieser Spezies sind
Kreuzresistenzen zwischen diesen beiden Antimykotika bekannt und werden mit
einer verstarkten Expression von Genen assoziiert, welche fur bestimmte Efflux-
Pumpen der Pilzzelle kodieren. Bei der Empfindlichkeitsprifung gegentber 5-
Fluorocytosin erwiesen sich 2% der Isolate als resistent, hierbei handelte es sich um
die Spezies C. albicans, C. krusei und C. lusitaniae. Die vorliegenden Ergebnisse
stimmen grofdtenteils mit denjenigen der Literatur Uberein, bis auf den prozentualen
Anteil resistenter C. krusei Isolate, der in Kdln getestet geringer erschien. Vermutlich
kann diese Abweichung auch an dieser Stelle damit begriindet werden, dass fir die
vorgenommene Resistenztestung nur eine geringe Anzahl von Isolaten dieser
Spezies zur Verfugung stand. Resistenzen gegenuber 5-Fluorocytosin resultieren
aus unterschiedlichen Mutationen in verschiedenen Enzymen, welche flr die
Aufnahme des Antimykotikums in die Zelle oder fur intrazellulare Metabolismen
verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte zudem die Evaluierung der Resistenztestung
mittels des moderneren VITEK 2 Systems, welches die spektrophotometrische
Bestimmung des Pilzwachstums und somit eine weitgehend automatisierte und
objektive Empfindlichkeitstestung von Candida Spezies ermoglicht. Hierfur wurden
kategorielle sowie essentielle Ubereinstimmungen mit der Referenzmethode

ermittelt. Die kategorielle Ubereinstimmung beschreibt den prozentualen Anteil aller
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Isolate, welcher mittels beider Methoden getestet denselben Kategorien (sensibel,
intermediar, resistent) angehért. Die essentielle Ubereinstimmung driickt den
prozentualen Anteil von Isolate aus, der, mittels beider Methoden getestet, innerhalb
von zwei MHK-Wert Abstufungen liegt. Fir die drei Antimykotika Fluconazol,
Voriconazol und 5-Fluorocytosin ergaben sich zufriedenstellende Korrelationen von
Uber 90%. Aufgrund der Tatsache, dass seitens des CLSI keine interpretativen
Grenzwerte fur Amphotericin B vorgegeben sind, um den Isolaten die soeben
erwahnten Kategorien zuordnen zu kénnen, wurde fur dieses Antimykotikum nur die
essentielle  Ubereinstimmung bestimmt. Auch hierbei ergab sich eine
zufriedenstellende Korrelation von Uber 90%. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit denjenigen vergleichbarer Studien. Um die MHK-Werte weitergehend im Detail
vergleichen zu kdnnen, wurde eine Fehlerdefinition vorgenommen, wobei grof3e von
kleinen Fehlern unterschieden wurden. Eine Abweichung von zwei MHK-Stufen
wurde als kleiner Fehler und eine Abweichung von drei oder mehr MHK-Stufen als
grolier Fehler gewertet. Hierbei zeigten sich 24 gro3e Fehler, vor allem bei der
Spezies C. albicans und den beiden Antimykotika Fluconazol und 5-Fluorocytosin.

Im Hinblick auf die 24 groRen Fehler wurden die Isolate in 10 Fallen durch das
VITEK 2 System als sensibler und in 14 Fallen durch die Mikrobouillon-
dilutionsmethode als sensibler getestet. Somit erwies sich die Richtung der grof3en
Fehler als nicht durchgehend konstant. Allerdings zeigte sich bei all denjenigen
groRen Fehlern, die bei den Testungen von C. albicans gegenuber Fluconazol
auftraten, dass die Isolate in diesem Fall immer durch die
Mikrobouillondilutionsmethode als sensibler getestet wurden. Diese Konstellation
erscheint weniger gefahrlich, da sich hierbei nicht die Gefahr ergibt, Patienten mit
dem falschen, jedoch durch das VITEK 2 Gerat als empfindlich getesteten
Antimykotikum zu behandeln. Bei der Konstellation C. albicans gegenuber 5-
Fluorocytosin gingen die Fehler in beide Richtungen - dass heil3t in einigen Fallen
wurden die Isolate durch das VITEK 2 System als zu sensibel getestet, wodurch sich
die Gefahr ergibt, Patienten mit dem falschen, durch das VITEK 2 Gerat falschlich als
empfindlich getesteten Antimykotikum zu behandeln.

Insgesamt |asst sich daraus schliel3en, dass das VITEK 2 System im Vergleich mit
der CLSI Referenzmethode zwar insgesamt betrachtet ein verlassliches Verfahren
darstellt, um Resistenzen von aus Blutstrominfektionen gewonnenen Candida

Isolaten zu bestimmen, allerdings sollten die Ergebnisse fur C. albicans vor allem bei

69



dem Antimykotikum 5-Fluorocytosin mit Vorsicht interpretiert werden, da sich hier
potentielle Fehler finden koénnten, welche mit therapeutischen und somit auch
prognostischen Konsequenzen behaftet sein konnten.

Eine weitere Form der Fehlerdefinition, welche auch in der gangigen Literatur
angewandt wird, orientiert sich an der Ubereinstimmung der Kategorien sensibel,
intermediar und resistent. Um die vorliegenden Daten besser mit der Literatur
vergleichen zu konnen, wurde auch diese Fehlereinteilung angewandt. Demnach
sollten (neben der soeben erwahnten Vorsicht bei C. albicans gegenuber 5-
Fluorocytosin) auch Ergebnisse fur C. glabrata gegenltber Voriconazol mit Vorsicht
interpretiert werden. Die aus dieser weiteren Form der Fehlerdefinition resultierenden
Ergebnisse stehen im Einklang mit denjenigen vergleichbarer Studien.
Zusammenfassend zeigte sich das VITEK 2 System auch hinsichtlich dieser
Fehlereinteilung als ein zuverlassiges Verfahren zur Resistenzbestimmung von
Candida Blutstromisolaten. Durch die Standardisierung vieler fur die
Empfindlichkeitsprifung wichtiger Schritte kdénnen subjektive Fehler eliminiert
werden, zudem ist das Verfahren weit weniger arbeitsintensiv. Die Testergebnisse
stehen schneller zur Verfigung, jedoch wird eine weniger genaue MHK-Wert Angabe
gewahrleistet. Aufgrund der nicht vollkommenen Ubereinstimmung mit der
Referenzmethode besteht die geringe Gefahr potentieller Fehler, welche, wie weiter
oben erlautert, therapeutische Konsequenzen haben konnen. Bisher ist die
Empfindlichkeitsprufung mittels des VITEK 2 Systems nur gegenuber den vier in
dieser Arbeit untersuchten Antimykotika erhaltlich. Im Hinblick auf den klinischen
Nutzen sollte das System zuklnftig ebenfalls die Resistenztestung gegenlber
moderneren Antimykotika ermoglichen. Insgesamt betrachtet ermdglicht das VITEK 2
System eine rasche und zuverlassige Resistenztestung von Candida Isolaten,

welche die Therapie invasiver Candida Infektionen verbessern konnte.
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