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ZUSAMMENFASSUNG

Einflussnahme methodologischer Faktoren auf das Ergebnis der Empfindlichkeits--
testung von Hefen aus dem Mundraum gegeniiber Amphotericin B und Fluconazol.

Stefanie Schmitz-Huebner

Das Antimykotikum Amphotericin B (APH) in seiner lokal topischen Form ist das am
haufigsten eingesetzte Antimykotikum zur Behandlung oraler Mykosen. Eine Alternative dazu
stellt das Azolantimykotikum Fluconazol (FCA) dar. Der Mikrodilutionstest (MDT) nach
DIN 58940-84 und der einfacher durchzufihrende ,E-Test" stellen in der Routine viel verwen-
dete Testmethoden zur Empfindlichkeitsbestimmung von Hefen dar, wobei sie teils unter-
schiedliche Ergebnisse aufweisen.

An 144 klinischen Hefe-Isolaten wurde daher die Einflussnahme beider Testverfahren auf die
Empfindlichkeitsverteilung der Hefen auf bzw. in Yeast Susceptibility Testmedium (YST)
untersucht. Die hier aufgefiihrten Ergebnisse entstammen der Analyse der minimalen Hemm-
Konzentrations(MHK)-Werte nach 48 Stunden.

Gegenlber Amphotericin B zeigten sich deutlich grofRere Differenzen zwischen den MHK-
Ergebnissen der beiden Testmethoden als gegeniber Fluconazol: So war gegenuber APH
knapp ein Drittel (32,6%) der MHK-Werte im E-Test signifikant niedriger als im MDT,
gegeniiber FCA machte dieser Anteil nur 11,1% aus. Eine Ubereinstimmung der MHK-
Ergebnisse beider Testsysteme fand sich im Bereich von + 2 Konzentrationsstufen bei APH
mit 66,7% (n=96) und bei FLC mit 88,2% (n=127).

In einem zweiten Schritt ermoglichte die Paralleltestung mit dem gleichen Inokulum an einem
Teilkollektiv von 58 Hefe-Isolaten die Einflussnahme des Nahrmediums, (RPMI1640 vs. YST),
des Puffersystems (Phosphatpuffer nach Sgrensen vs. MOPS) sowie die Zugabe von
Methylenblau (0,5mg/l) modellhaft zu analysieren. Die jeweiligen Testmedienpaare basierten
auf RPMI1640 und waren mit Ausnahme der zu untersuchenden Faktoren identisch. Alle
Medien waren auf 2%-Glucose-Endkonzentration eingestellt.

Gemeinsam war beiden Antimykotika die Reihenfolge des Ausmales der Beeinflussung:
Nahrmedium > Puffer > Methylenblau-Zugabe. Die untersuchten Faktoren flihrten fir
Amphotericin B und Fluconazol teilweise zu kontraren Einfliissen: So senkte z.B. der Einsatz
von Phosphatpuffer den resistenten Anteil gegenliiber Amphotericin B, erhdhte aber den
resistenten Anteil gegenlber Fluconazol.

Den groften Einfluss auf die Empfindlichkeitsverteilung der beiden Antimykotika hatte jedoch
die Methode der Empfindlichkeitstestung.

Ein Vergleich von Ergebnissen der antimykotischen Empfindlichkeitsbestimmung gegentber
Amphotericin B oder Fluconazol sollte daher nur dann erfolgen, wenn die Methode und das
Testmedium gleich sind.
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1. Einleitung

1.1 Erkrankungen durch Hefen in der Mundhohle

Orale Candidosen, im anglo-amerikanischen Sprachraum auch als orale
Candidiasis bezeichnet, sind die haufigsten Mykosen im Mundraum. Der
Nachweis von Hefen der Gattung Candida bedeutet jedoch nicht gleichzeitig
das Vorliegen einer Mykose, da Candida-Hefen als opportunistische
Krankheitserreger fir die Auspragung einer Mykose pradisponierender

Faktoren bedurfen.

Auch in der Mundhohle gesunder Probanden sind héufig Hefen der Gattung
Candida als transiente Flora vorhanden: So lag in einer Metaanalyse die
Nachweishaufigkeit von Candida-Hefen im Mundraum gesunder Personen
zwischen 2% und 71,3%, wobei der gewichtete Mittelwert 25,5 % betrug (ODDS
1988).

Pradisponierende Faktoren, die die Entstehung einer oropharyngealen
Candidose begunstigen, konnen erkrankungs- und / oder therapiebedingt sein.
Bei den erkrankungsbedingten Formen kann zwischen lokalen (z.B. Irritationen
durch Zahn-Prothesen, Xerostomie) und systemischen Erkrankungen (z.B.
Diabetes mellitus, HIV, Eisen-Mangel) unterschieden werden.

Eine therapiebedingte Pradisposition fur eine orale Candidose kann unter
anderem durch Einnahme von Zytostatika, Corticosteroiden oder Breitspektrum-
Antibiotika vorliegen (Tab. A 01).

Nicht selten fuhrt, neben der Grunderkrankung selbst, auch die gegen die
Grunderkrankung gerichtete Therapie zu einer mehrfachen Pradisposition (z.B.
Leukdmie, Knochenmarks-Transplantation mit ihren Therapien und der

anschlieBenden Immunsuppression).



Tab. A 01: Pradisponierende Faktoren fir die Entstehung einer oralen Candidose
(Auswabhl). Ubersicht nach AKPAN et al. 2002, HORGAN et al. 2003,

RENNIE et al. 1984, AXELL et al. 1997

Pradispositionen fir Mykosen des Mundraumes

erkrankungsbedingt - therapiebedingt anderer Art
lokal systemisch
= |rritationen durch = Eisen-Mangel Strahlentherapie » Rauchen
Zahnprothesen = Diabetes mellitus (z.B.: Xerostomie) | = schlechte
= Xerostomie bei = Cushing-Syndrom trizyklische Mundhygiene
Sjogren-Syndrom = Immunsuppression Antidepressiva
= orale Malignome (z.B. durch HIV) = Immunsuppressiva
= Leukoplakie = Leukamie = Zytostatika
= Lichen planus = Vitamin B-Mangel = Breitspektrum-
= Lupus = Thymus-Aplasie Antibiotika
erythematodes = Candida- = Corticosteroide
Endokrinopathie-
Syndrom
= Tumor-
Erkrankungen
= Knochenmarks-
/Organ-
Transplantationen

In einer aktuellen Studie wurden bei 14,3% der gesunden Kontrollpersonen
Hefen der Gattung Candida aus Mundspulwasser nachgewiesen. Mit 33,3%
war der Hefe-Nachweis bei Patienten mit einem Diabetes mellitus signifikant
hoher als bei den Kontrollpersonen. Wahrend bei Patienten mit einem Diabetes
mellitus Typ 1 in 51,2% ein Candida-Nachweis vorlag, war dies bei Patienten
mit einem Diabetes mellitus Typ 2 nur in 25% der Fall (AL-ATTAS et al. 2010).
Dies zeigt, dass es bei einer pradisponierenden Grunderkrankung auch
Unterschiede in der Auspragung des Pradispositionsgrades geben kann.

Die Candida-Kolonisation der Mucosa stellt einen Risikofaktor zur Entstehung
einer invasiven Candidose dar (RUPING et al. 2008). Patienten mit hamato-
onkologischen Erkrankungen entwickeln unter immunsuppressiver Therapie in
15%-60% eine orale Candidose (NINANE 1994).




Bei herabgesetzter Immunabwehr (z.B. bei aplasiogener Therapie im Rahmen
einer Leukamietherapie) konnen die Hefen vom Mundraum aus uber den
Gastrointestinaltrakt in die Blutbahn gelangen und im Rahmen einer Septikamie
zu schwerwiegenden systemischen Infektionen fihren (KRAUSE et al. 1969,
VOLKHEIMER 1972, FEGELER 1982, NUCCI et al. 2001, AKPAN et al. 2002).
Die Sterblichkeitsrate von invasiven Candidosen liegt seit 1997 im Durchschnitt
bei 0,4 Todesféllen pro 100.000 Personen im Jahr (Pfaller et al. 2007).
Betrachtet man hingegen die Letalitat bei einer Candidamie, die zwischen 30%
und 50% liegt, so werden die reale Bedeutung dieser sekundaren Komplikation
und die Bedeutung der Hefen im Mundraum pradisponierter Patienten sichtbar
(FRASER et al. 1992, WENZEL 1995, BLOT et al. 2002, PAPPAS et al. 2003,
SAFDAR et al. 2004., LEROY et al. 2009).

1.2 Krankheitshilder der oralen Candidose

Orale Candida-Infektionen kénnen Ursache verschiedener Krankheitsbilder sein
(Tab. A 02).

Tab. A 02: Klassifikation der oralen Candidiasis nach klinischen Krankheitsbildern in
Anlehnung an AXELL et al. (1997) und FARAH et al (2010)

Akute Formen Chronische Formen

= pseudomembranfs
= erythemat6s (z.B.
Prothesenstomatitis)

= pseudomembranfs _
= hyperplastisch

= erythemat6s )
- nodular
- plague-férmig
= Cheilitis angularis

» Glossitis rhombica mediana




Bei der pseudomembrantsen Candidose treten auf der Mundschleimhaut

weil3lich cremige Belage auf. Bei Entfernung der Schicht erscheint die darunter
liegende Mucosa rot und erythematés und fangt leicht an zu bluten. Die
weilllichen Beldge bestehen aus nekrotischem Gewebe, abgeschilferten
Epithelzellen, Fibrin und Pilzen in ihren verschiedenen Wachstumsformen. Die
pseudomembrandse Candidiasis ist die haufigste Erscheinungsform bei
immunsupprimierten Patienten, sie verlauft meistens symptomlos. (REICHERT
2003, MCCULLOUGH et al. 2005, SCULLY et al. 1994, FARAH et al. 2010)

Die erythematdse Form der Candidose ist gekennzeichnet durch rote erythema-

tose Bereiche auf der Gaumenschleimhaut oder atrophische apapillare
Regionen am Zungenricken. An der Wangenmucosa ist sie seltener lokalisiert.
Die erythemattse Candidose tritt hdufig bei Prothesentrdgern auf. Sie kann
sowohl asymptomatisch als auch symptomatisch (z.B. brennender Schmerz)
verlaufen. (REICHERT 2003, SCULLY et al. 1994, MCCULLOUGH et al. 2005,
WEBB et al. 1998)

Die chronisch hyperplastische Candidose ist gekennzeichnet durch scharf

begrenzte, leicht erhabene und nicht abwischbare Beldge vorwiegend im
Bereich der Wangenschleimhaut in Form einer Leukoplakie. Bei starkem
Tabakkonsum, der insbesondere eine Pradisposition fiur diese Form der
Candidiasis darstellt, konnen die ansonsten weil3lich-transluzenten Belédge eine
braunliche Farbe annehmen. Die hyperplastische Candidose kann in zwei
verschiedenen Erscheinungsformen auftreten: als ein isolierter grofl3flachiger
Plague (Plague-Form) oder als viele kleine weilRliche Knotchen auf
erythematdésem Grund (noduldre Form) (HORGAN et al. 2003, SCULLY et al.
1994, WEBB et al. 1998, FARAH et al. 2010).

Die Cheilitis angularis ist eine chronisch entziindliche Lasion der Mundwinkel,

die haufig von Candida albicans verursacht oder unterhalten wird. In der Regel
ist sie assoziiert mit einer intraoralen Candida-Infektion. Sie verlauft meist

symptomatisch und bilateral. Besonders haufig tritt sie bei Patienten auf, die



Prothesen mit einer zu geringen vertikalen Hohe tragen (HORGAN et al. 2003,
MCCULLOUGH et al. 2005, FARAH et al. 2010).

Die Glossitis rhombica mediana ist eine in der Regel symmetrisch auftretende

Lasion des Zungenriuckens, die unmittelbar vor den Papillae vallatae gelegen
ist. Die Region ist gekennzeichnet durch eine Atrophie der fungiformen und
filliformen Papillen (HORGAN et al. 2003, MCCULLOUGH et al. 2005, FARAH
et al. 2010).

Oft sind die Hefen nicht die primare Ursache der entsprechenden
Erkrankungsbilder, nicht selten aber verhindern sie bei richtigem Therapie-
ansatz die Abheilung. So sind bei allen oralen Candidosen differential-
diagnostische Uberlegungen, sowie die Frage nach pradisponierenden
Faktoren, lokal und / oder systemisch, notwendig. Eine Behebung oder
zumindest eine eindeutige Verminderung der pradisponierenden Faktoren
gehort zu jeder antimykotischen Therapie und ist eine der Voraussetzungen fir

einen nachhaltigen Therapieerfolg.

1.3 Antimykotika-Therapie bei oropharyngealer Candidose

Die derzeit in Deutschland fir die systemische Therapie zugelassenen
Antimykotika lassen sich nach ihrer chemischen Struktur vier Wirkstoffgruppen
zuordnen: den Polyen-Antimykotika, den Nukleinsdureanaloga, den Azolen und
den Echinocandinen. Die Angriffspunkte und Wirkungsmechanismen variieren

fur die einzelnen Wirkstoffgruppen und ihre Antimykotika (Abb. A 01).

Polyene bilden Komplexe mit dem Ergosterin der Pilzzellmembran. Dadurch
entstehen Poren in der Zellwand, wodurch eine Permeabilitaitsanderung und
schlief3lich die Zerstorung der Pilzzellmembran hervorgerufen werden (HOF et
al. 2005).



Das Nucleinsaureanalogon 5-Flucytosin wird in der Pilzzelle in 5-Fluoruracil

umgewandelt und agiert dann als Antimetabolit des Cytosins. Dies fihrt zu
einer Stoérung der DNA- und Proteinsynthese (HAHN et al. 2004).

Azole bewirken eine Hemmung der 14 a-Dimethylase, einem Zytochrom-P450-
Isoenzym, welches die Synthese von Ergosterin katalysiert. Dadurch wird
zunachst das Wachstum der Zelle unterbunden. Durch Ansammlung toxischer
Vorstufen des Ergosterins erfolgt eine irreversible Schadigung der Pilzzelle, bis
diese schlie3lich abstirbt (HOF et al. 2005).

Echinocandine sind Lipopeptide. Sie inhibieren die Synthese von 3-1-3-Glucan,

welches ein essentieller Bestandteil der Pilzzellwand ist. Daruber hinaus
werden auch andere Bausteine der Zellwand beeinflusst, so wird der Gehalt an
Chitin erhéht und der Einbau von Ergosterin verringert, sodass die
Membranstruktur der Pilzzelle maRRgeblich verandert wird (HOF 2003).

RNA / DNA Inhibition

Nukleinsdureanaloga:
5-Flucytosin

Ergosterol - Biosynthese

Azole — Triazole:
Fluconazol, Itraconazol,
Voriconazol, Posaconazol

M92+

K Ca?*
3 (1,3)-D-Glucan-Synthese/ K caz ke
Echinocandine: Integritat der Zellmembran

Caspofungin, Anidulafungin . o
Micafungin Polyen - Antlmykot_lka. -
Amphotericin B, Nystatin*, Natamycin*

* Nur Lokaltherapie

Modifiziert nach Fegeler (2008) Hand out zur Vorlesung f: Medizinische Mikrobiologie fur Zahnmediziner

Abb. A 01: Angriffspunkte der Antimykotika der systemischen Therapie nach
Wirkstoffgruppen geordnet.

Die am haufigsten zur Therapie oropharyngealer Candidosen eingesetzten
Antimykotika sind Amphotericin B in seinen lokalen Applikationsformen und

Fluconazol.



Amphotericin B wird durch seine hydrophoben Eigenschaften schlecht, bzw. gar

nicht resorbiert, wodurch die Wirkung bei oraler Gabe auf den Verdauungstrakt
beschrankt bleibt (AKPAN et al. 2002). Die Darreichungsform der Wabhl stellen
dabei Lutschtabletten, Salben oder Suspensionen dar, wobei insbesondere auf
eine lange orale Verweildauer zu achten ist. Zur Behandlung einer
unkomplizierten oralen Candidose wird z.B. empfohlen, 4 x taglich 2 Wochen
lang mit 1ml Suspension (100mg/ml) nach dem Essen eine Mundsptlung
vorzunehmen (ELLEPOLA et al 2000).

Nebenwirkungen, wie sie bei der intravendésen Gabe von Amphotericin B als
kolloidale Suspension mit Desoxycholat auftreten, gibt es bei der lokalen

Therapie nicht.

Die intraventse Applikationsform von Amphotericin B-Desoxycholat ist heute
auf Grund der haufigen und teilweise schweren Nebenwirkungen, insbesondere
im Bereich der Nieren (HOF et al. 2005, HOF 2003), in der Therapie invasiver
Mykosen durch liposomale Applikationsformen abgelést worden. Die drei
liposomalen  Amphotericin B-Praparationen  haben  deutlich  geringere
Nebenwirkungen, unterscheiden sich jedoch in ihrer Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik (GROLL et al. 2004).

Resistenzen gegenuber Amphotericin B sind selten. Patienten, die zuvor mit
Polyenen, Azol-Antimykotika oder Zytostatika behandelt wurden, scheinen
jedoch ein erhéhtes Risiko zu haben, dass sich bei der (erneuten) Therapie mit
Amphotericin B eine Resistenz gegen das Antimykotikum entwickelt (WHITE et
al. 1998).

Neben der Behandlung von primarer oropharyngealer Candidose wird
Amphotericin B lokal auch bei der oralen Manifestationen systemischer
Candidosen in Kombination mit einer systemischen Therapie verabreicht
(ELLEPOLA et al. 2000).



Fluconazol ist das bisher einzige hydrophile Azol und kann sowohl oral als auch
parenteral gegeben werden. Die Ausscheidung erfolgt hauptsachlich tber die
Niere. Wie alle Triazole ist es in der Regel recht gut vertraglich. Grundsatzlich
kann es jedoch zu Wechselwirkungen mit Medikamenten kommen, die wie es
selbst in der Leber Uber das Zytochrom-P450-System abgebaut werden (z.B.
Antiepileptika) (HOF et al. 2005).

Es wird zur Therapie oberflachlicher und systemischer Candida-Infektionen
eingesetzt und wegen seiner guten Vertraglichkeit und Wirksamkeit auch zur
Prophylaxe bei immunsupprimierten Patienten, wobei allerdings auf sein
Wirkspektrum (insbesondere kein Einschluss von Schimmelpilzen) und auf
eine sekundare Resistenzentwicklung geachtet werden muss (HAHN et al.
2004).

Wahrend Fluconazol gegentiber den meisten C. albicans-Stammen wirksam ist,
weisen manche anderen Candida-Arten eine verminderte Empfindlichkeit auf.
C. krusei besitzt sogar eine intrinsische Resistenz gegentber dem
Antimykotikum (SARAMANAYAKE et al. 1994).

Fluconazol wird als Saft, in Tabletten-Form oder intravents verabreicht. Die
Therapie gegen oropharyngeale Candidiasis sieht eine Tagesdosis von 200mg
am 1. Tag und jeweils 100mg an den Folgetagen vor. Die Behandlungsdauer
betragt in der Regel 14 bis 21 Tage (ZONIOS et al. 2008).

Das Medikament der Wahl ist Fluconazol bei der Behandlung von
oropharyngealen Candidosen von HIV-Patienten (ELLEPOLA et al. 2000). Eine
Konsequenz der verbreiteten antimykotischen Therapie in dieser
Patientengruppe ist die Zunahme von Isolaten mit verminderter Empfindlichkeit.
Insbesondere bei Patienten mit fortgeschrittener HIV-Infektion (CD4 und
Lymphozyten-Zahlen <50/mm?3), die u.a. mit einer lang andauernden
Fluconazol-Therapie behandelt werden, kommen vermehrt resistente Isolate
vor (HORGAN et al 2003).



Insgesamt zeichnet sich jedoch kein einheitliches Bild beziglich des Anteils an
Hefe-lsolaten mit einer verminderten Empfindlichkeit gegentber Fluconazol ab.

So wiesen orale Hefe-Isolate von Diabetes mellitus — Patienten vermehrt eine
Resistenz gegeniber Fluconazol auf: In einer Studie mit 150 an Diabetes
mellitus (DM) erkrankten und 50 gesunden Kontrollpersonen zeigten 28,6% der
Isolate von DM-Patienten (Typ I: 26,3%, Typ II: 31,3%) in vitro eine Resistenz
gegenuber Fluconazol. Die Isolate der gesunden Testpersonen verhielten sich
zu 100% sensibel gegenuber dem Antimykotikum. Die Empfindlichkeitstestung
fand jeweils mittels einer Zucker-Schnelltest-Platte (,Candifast kit*) statt, die
Kavitaten mit verschiedenen Antimykotika enthielt. Als Nahrmedium wurde
Sabouraud’'s Dextrose-Agar verwendet. In der Testung gegenuber

Amphotericin B verhielten sich sowohl die Isolate von Patienten mit Diabetes

mellitus als auch die der gesunden Versuchspersonen gleichermalien sensibel
(AL-ATTAS et al. 2010).

In einer anderen Studie, in der die Empfindlichkeit von oralen Candida-Isolaten
mittels des Fungitests (im N&hrmedium RPMIlie40) untersucht wurden, lagen
hingegen zwischen den Isolaten von Patienten mit Diabetes mellitus und denen
der gesunden Kontrollpersonen hinsichtlich des Resistenzverhaltens gegentber
Fluconazol und Amphotericin B keine signifikanten Unterschiede vor
(MANFREDI et al. 2006).

Da jedoch fur Fluconazol auch eine Abhangigkeit der In vitro - Empfindlichkeit
von Hefen der Gattung Candida von den Untersuchungsbedingungen be-
schrieben wurde (SCHMALRECK et al. 1995), ergibt sich hier und immer
wieder die Frage nach dem Einfluss der Testmethode bei der Bewertung von
unterschiedlichen Testergebnissen.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, an klinischen Hefe-Isolaten aus dem
Mundraum die Empfindlichkeitsverteilung gegentuber Amphotericin B und
Fluconazol zu ermitteln, sowie modellhaft deren Verdnderung in Abhangigkeit

von der Testmethode und dem Testmedium zu untersuchen.



2. Material und Methoden

2.1 Klinische Isolate

2.1.1 Testphase |

Untersucht wurden 145 klinische Isolate der mykologischen Routinediagnostik
des Instituts fur medizinische Mikrobiologie der Westfalischen Wilhelms-
Universitdt Munster. Entsprechend der Zielsetzung setzte sich das Stamm-
Kollektiv grof3tenteils aus Isolaten des Mund-Rachen(MR)-Bereich (n = 121)
zusammen, die orientierend durch Isolate von anderen Kdrperregionen erganzt
wurden (Tab. M 01).

Tab. M 01: Gattungs- und Artverteilung der klinischen Hefe-Isolate der Testphase |

— numerische Haufigkeit und Prozentverteilung

At Abkiirzung Gesamt MR-Bereich Andere
n % n % n %
Candida (C.) albicans Calb 91 62,8 89 73,0 2 8,7
C. dubliniensis Cdub 4 2,8 3 2,5 1 4,3
C. glabrata Cgla 11 7,6 9 7.4 2 8,7
C. kefyr Ckef 3 2,1 2 1,6 1 4,3
C. krusei Ckru 4 2,8 3 2,5 1 4,3
C. lusitaniae Clus 4 2,8 2 1,6 2 8,7
C. norvegensis Cnor 5 3,5 2 1,6 3 13
C. parapsilosis Cpar 5 3,5 5 4,1
C. pelliculosa Cpel 3 2,1 1 0,8 2 8,7
C. tropicalis Ctro 4 2,8 4 3,3
Geotrichum (G.) capitatum Gceap 3 2,1 1 0,8 2 8,7
Rhodotorula (R.) mucilaginosa Rmuc 2 14 1 0,8 1 4,3
Saccharomyces (S.) cerevisae Scer 3 2,1 3 8,7
Trichosporum (T.) mucoides Tmuc 3 2,1 3 8,7
Total 145 | 100 | 122 | 100 | 23 | 100

MR-Bereich = Mund-/Rachen-Bereich
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Die Gattungs- und Artdifferenzierung erfolgte mittels Mikromorphologie und
Biochemie der Hefen (KUTZMAN et al. 1998; BARNETT et al. 1983; LODDER
1971) sowie teilweise durch den API ID32C der Firma BioMérieux.

Beide Sub-Kollektive (MR-Bereich und ,Andere*) beinhalteten jeweils Material
aus verschiedenen Korperregionen (Tabellen-Anhang: Tab. M 02). Fur
weitergehende Untersuchungen in dieser Arbeit wurden Uberwiegend lIsolate

aus dem Mund- und Rachenbereich verwendet.

2.1.2 Testphase Il
Das Test-Kollektiv wurde zusammengesetzt aus 59 klinischen Isolaten, die in

der Testphase | ein verlassliches Wachstum gezeigt hatten (Tab. M 03).

Tab. M 03: Gattungs- und Artverteilung der klinischen Hefe-Isolate der Testphase Il

— numerische Haufigkeit und Prozentverteilung

Art Abkurzung n %
Candida (C.) albicans Calb 44 74,5
C. dubliniensis Cdub 2 3,4
C. kefyr Ckef 1 1,7
C. krusei Ckru 1 1,7
C. norvegensis Cnor 2 3,4
C. parapsilosis Cpar 1 1,7
C. pelliculosa Cpel 2 3,4
C. tropicalis Ctro 4 6,8
Trichosporum mucoides Tmuc 2 3.4
Total (N) 59 100
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Der Uberwiegende Teil des Kollektivs stammte auch in der Testphase Il aus
dem Mund-/Rachen-Bereich. Darliber hinaus wurden funf Isolate (zwei Trich.
mucoides, zwei C. pelliculosa und ein C. kefyr) aus dem bronchiopulmonalen

Bereich isoliert.

2.2 Qualitats-Kontrollstamme

Zur Qualitatssicherung der Untersuchung wurden bei jedem Testansatz beider
Testphasen neben den klinischen Isolaten je zwei Qualitats-Kontrollstamme (=
QC-Stdmme) mitgefuhrt (Tab. M 04).

Tab. M 04: Qualitative Artverteilung der verwendeten QC-Stamme und Anzahl der

Testdurchlaufe

Anzahl der Testdurchlaufe
Hefe-Art ATCC - Stamme DSM - Stamme
Testphase | Testphase Il
C. albicans ATCC 90028 (DSM 11225) 3 /
C. albicans ATCC 24433 (DSM 11948) 3 2
C. tropicalis ATCC 90874 (DSM 11951) 3 3
C. tropicalis ATCC 750 (DSM 11953) 3 3
C. glabrata ATCC 90030 (DSM 11226) 3 2
C. glabrata / DSM 11950 3 2
C. parapsilosis ATCC 22019 (DSM 5784) 3 2
C. parapsilosis / DSM 11955 3 /
C. krusei ATCC 6258 (DSM 11956) 3 2
C. guillermondii ATCC 90877 / 3 /

ATCC = American Type Culture Collection

DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
() = Der ATCC-Stamm entspricht dem DSM-Stamm

QC-Stamme = Qualitats-Kontrollstamme




2.3

Nahrmedien im Uberblick

Als Medien wurden fiur die Empfindlichkeitstestung das Yeast-Susceptibility-
Test Medium (YST) gemaR DIN 58 940-84 sowie Antibiotika Medium 3 in der

ersten Testphase verwendet. Fir die Qualitdtskontrolle und in der zweiten

Testphase wurde ergdnzend RPMI1640 (RPMI-E) in Anlehnung an das CLSI-
Protokoll M27-A2 eingesetzt. Alle drei Medien sowie die RPMI-Varianten der

zweiten Untersuchungsphase (RPMI-MB, RPMI-S) wurden auf eine einheitliche

Glucose-Endkonzentration von 2% Glucose vor Versuchsansatz eingestellt

Tab. M 05). Die Herstellung der Medien erfolgte gemal3 Herstellerangaben.

Tab. M 05: Nahrmedien fir die Empfindlichkeitstestung und der Vorkultur im

Uberblick
] Puffersystem,
Abkurzung Medien Hersteller Nr. Methylenblau
pH-Wert
Yeast- Phosphat-Puffer
YST Susceptibility Sefin TN1283 nach Sgrensen; 0,5mgll
Testmedium pH 7.0
#T121-
RPMI-E RPMI1640 Biochrom o1 MOPS; pH 7.0 +
_ #T121-
RPMI-MB RPMI1640 Biochrom o1 MOPS; pH 7.0 0,5mgl/l
Phosphat-Puffer
. #T121-
RPMI-S RPMI1640 Biochrom o1 nach Sgrensen; 0,5mgll
pH 7.0
o Kaliumphosphat-
Antibiotika )
AM3 . Difco 224320 Puffer; +
Medium 3
pH 7,0
Vorkultur
Kimmig- Pilz-Agar
o Merck 1.05414 pH 6,5 +
Agar nach Kimmig
MAST ID -
Chrom-
Chrom-Agar® Mast CA 223 pH 6,3 +
Agar )
Candida
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Fur den E-Test wurden entsprechende Agarplatten durch den Zusatz von 1%
Sobigel-Agar (Fa. MAST) hergestellt, so dass die Nahrmedien im E-Test und in

der Mikrodilutions-Testung sich entsprachen.

Die Vorkultur wurde auf Kimmig-Agar durchgefiihrt und eine visuelle
Uberprifung auf das Vorliegen einer Reinkultur mittels Chrom-Agar erganzend
durchgefuhrt. Die Unterschiede der Medien sind der Tabelle M 04 zu ent-

nehmen

2.4  Vorbereitende MaRnahmen

Fur einen Versuchsansatz wurden die jeweiligen Kontrollstdamme und klinischen
Isolate, die bei -70C gelagert worden waren, ausgefroren und auf Kimmig-Agar
angezuchtet. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden erfolgte eine Subkultur
auf Chrom-Agar mittels eines 3-Osen-Ausstriches zur visuellen Uberpriifung der
Hefestamme. Bei Vorliegen einer entsprechenden Reinkultur wurde eine
Subkultur auf Kimmig-Agar angelegt, die nach einer Inkubationszeit von 48
Stunden als Ausgangsplatte fur die Untersuchungen genutzt wurde.

Die Inkubation der Isolate erfolgte fur alle Kulturen und Versuchsansatze bei
36C £1<C.

25 Erstellen des Inokulums

Als Ausgang fur das Inokulum wurden 5-7 Kolonien des entsprechend
angezuchteten Hefe-Isolats in 2ml 0,9%ige Kochsalzldsung suspendiert und mit
einem Vortex-Gerat durchmischt (Basissuspension). Durch tropfenweise
Zugabe der Basissuspension in 4ml 0,9%ige NaCl-Lésung und anschlie3endes

Durchmischen (Vortex-Gerat) wurde ein gemeinsames Ausgangs-lnokulum ftr

die vergleichenden Untersuchungen vorbereitet. Dabei wurde ein Tribungs-
standardwert von McFaland 0,5 photometrisch eingestellt.
Von dieser Ausgangssuspension wurden 200ul in 4ml 0,9%iger NaCl-Losung

weiterverdinnt.
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Wahrend diese erste Verdunnung (von 1:20) das Inokulum fur die E-Test-
Ansatze darstellte, erfolgte fur das Inokulum des Mikrodilutionstests eine
weitere Verdinnung von 200ul der ersten Verdinnung in 11 ml des
verwendeten Testmediums (z. B. YST).

Die Bestimmung der Keimzahl des Inokulms wurde mit 10ul des Inokulums der
Mikrodilution (# 2) nach der Methode der Colony Forming Units durchgefthrt
(Tab. M 06).

Tab. M 06: Verdinnungsschema fur die im Rahmen der verschiedenen Unter-

suchungen verwendeten Inokula.

Inokulum Verdinnungsschema Inokulum
, , o , . Bereich
Basissuspension 5 Kolonien in 2 ml 0,9%iger NaCl-Ldsung (cfu)
4 ml 0,9%iger NaCl-L6sung + x Tropfen (B
Ausgangs-Inokulum . o Sung pfen (8) 10°
bis McFarland 0,5 erreicht
E-Test -Inokulum 0,2 ml (#0) + 4ml 0,9%iger NaCl-Lésung 10°
Mikrodilution-Inokulum 0,2 ml (#1) + 11 ml Medium 10°
. 10 ul (# 2) im 8 Osen-Ausstrich auf Chrom-
cfu - Bestimmung Agar

cfu = colony forming units

2.6 E-Test
2.6.1 Anlage

Mittels eines mit dem Inokulum #1 getrankten Wattestabchens wurde die
Verdinnung im 8-Osen-Ausstrich auf den jeweiligen Nahrboden aufgetragen. In
der Regel wurden zwei E-Test Streifen (AB BIODISK; Solana, Schweden)
gegensinnig zueinander auf eine Medium-Platte platziert. Die Inkubation
erfolgte im Brutschrank bei 36°C £1. Die Inkubationszeit betrug 24 bzw. 48
Stunden.
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2.6.2 Antimykotika

In der Testphase | wurden die klinischen Isolate jeweils gegenuber

Amphotericin B und Fluconazol getestet.

In der Testphase Il fand der E-Test der klinischen lIsolate ausschliel3lich

gegenuber Amphotericin B statt.

Die Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme wurde in beiden Testphasen
gegenuber den Antimykotika Amphotericin B (APH), Flucytosin (FCY),
Fluconazol (FCA), Itraconazol (ITR), Voriconazol (VOR), Posaconazol (POS),
Caspofungin (CAS) und Anidulafungin (ANF) untersucht.

2.6.3 Nahrmedien in den verschiedenen Testphasen

In der Testphase | wurden zur Untersuchung der klinischen Isolate gegenuber
Amphotericin B die Medien Yeast-Susceptibility-Test-Agar (YST) und
Antibiotika-Medium3 (AM3) verwendet. Die Testung der Isolate gegeniber

Fluconazol fand ausschlielRlich auf YST statt.

Die Kontrollstamme der Testphase | wurden parallel auf den Nahrmedien YST

und RPMI-E getestet. Die Testung von Amphotericin B erfolgte auch hier

zusatzlich auf Antibiotika-Medium3.

In der Testphase Il wurden alle Stamme (klinische Isolate und Kontrollstamme)
parallel auf den Medien YST, RPMI-E, RPMI-MB, und RPMI-S untersucht.

Die Konzentrationsstufen der Antimykotika des E-Tests entstanden jeweils
durch 2 ineinander geschobene geometrische Verdinnungen um den Faktor 2
(Abb. M 01).

16



Abb. M 01: Konzentrationsstufen (mg/l) der E-Teststreifen

a) fur die Antimykotika Amphotericin B, Flucytosin,
Voriconazol, Posaconazol, Itraconazol,

Caspofungin und Anidulafungin

b) fur das Antimykotikum Fluconazol
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2.6.4 Ablesung der E-Teste

Als minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde diejenige Konzentrationsstufe
des E-Test-Streifens notiert, die den Auf3enrand des Hemmhofs dort schnitt, wo
eine eindeutige Wachstumshemmung erkennbar war. Bei nicht scharfen
Hemmzonen oder anderen Wachstumsphanomenen wurde gemald den

Herstellervorgaben die Beurteilung vorgenommen.

Parallel erfolgte die visuelle Bestimmung der Wachstumsdichte (eingeteilt in
Stufen von O bis 4 ansteigend) im peripheren Bereich der inkubierten Platte.
Betrug das Wachstum nach 24 Stunden weniger als eine Dichte von 2, erfolgte

nach 72 Stunden eine dritte Ablesung des betreffenden Stammes.

2.7 Mikrodilutionstest

2.7.1 Anlage und Antimykotika

Der Mikrodilutionstest erfolgte sowohl bei den klinischen Isolaten als auch bei
den QC-Stammen mittels der sterilen Ready-to-use Mikrodilutionsplatte zur
Empfindlichkeitstestung ,Micronaut-AM KH* (E1-816-200, Merlin, Bornheim-
Hersel), auf der die Antimykotika Ketoconazol (KET), Itraconazol (ITR),
Fluconazol (FCA), Voriconazol (VOR), Flucytosin (FCY) und Amphotericin B

(APH) vertreten waren.

Auf jeder Platte wurden je 2 Isolate parallel getestet. Fur jede Testung war eine
Kontrollkavitat fur die Wachstumskontrolle (= Growth-Control = GC) und mit den
Antimykotika beimpfte Testkavitdten verschiedener Konzentrationsstufen
vorgesehen (Abb. M 02). Mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette wurden in jede
Kavitat einer Plattenhalfte je 200ul des mit dem jeweiligen Testmedium

eingestellten Inokulums (Verdinnung #2; Tab. M 06) gegeben.
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Die zweite Halfte der Platte wurde entsprechend mit dem Inokulum eines
anderen Isolats beimpft. Die Inkubationszeit betrug auch hier 24 bzw. 48
Stunden bei 36T 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,125 | 2 025 |4 8 128 0,5 8 4 64 0,5 8
B KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,063 |1 0,125 | 2 4 64 025 |4 2 32 025 |4
C KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,031 | 05 0,063 |1 2 32 0,125 | 2 1 16 0,125 | 2
D GC | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
025 | 0031 |05 1 16 0,063 |1 05 8 0,063 |1
E KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,125 | 2 025 |4 8 128 05 8 4 64 05 8
F KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,063 |1 0,125 | 2 4 64 025 |4 2 32 025 |4
G KET | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
0,031 | 05 0,063 |1 2 32 0,125 | 2 1 16 0,125 | 2
H GC | KET |ITR |ITR |FCA | FCA | VOR | VOR | FCY | FCY | APH | APH
025 | 0031 |05 1 16 0,063 |1 05 8 0,063 |1

Unter der Abkiirzung des Antimykotikums (siehe Text oben) wird jeweils dessen Konzentration (mg/l) in der jeweiligen
Kavitat angegeben. GC = Growth control

Abb. M 02: Schematische Darstellung der Mikrodilutionsplatte ,Micronaut-AM KH*
E1-816-200 zur Empfindlichkeitsbestimmung gegeniber Antimykotika fur
2 Isolate. Antimykotika- und Konzentrationsbelegung (Merlin, Bornheim-

Hersel).

2.7.2 Nahrmedien im Mikrodilutionstest

In der Testphase | wurde als Medium im Mikrodilutionstest bei allen Stammen
(klinischen Isolaten und Kontrollstdammen) gem&R DIN 58940-84 Yeast-
Susceptibility-Test-Agar (YST) verwendet.

In der Testphase 1l fanden die Untersuchungen neben YST in RPMI-E,
RPMI-MB und RPMI-S statt.
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2.7.3 Ablesung der Mikrodilutionstests

Die Ablesung erfolgte visuell im Vergleich zur Wachstumskontrolle. Als MHK
wurde diejenige Konzentration eines Antimykotikums festgesetzt, bei der keine
wachstumsbedingte Triibung mehr zu erkennen war, bzw. es zu einem deutlich
sichtbaren Tribungseinbruch gekommen war. Letztere Festsetzung der MHK
galt insbesondere fur die Azolantimykotika.

Bestanden z.B. auf Grund des Vorliegens eines Trailingph&dnomens Probleme
bei der MHK-Festlegung, so wurde die MHK mittels der 80%-Inhibitions-
methode festgelegt.

Fur die Erstellung des 80%-Inhibitionswertes wurden aus der resuspendierten
Wachstumskontrolle 40ul mit einer Pipette entnommen, in eine freie Kavitat
einer Mikrotiterplatte zu 160ul des entsprechenden Testmediums gegeben und
durchmischt. Danach wurden die Kavitaten des Antimykotikums, dessen MHK
bestimmt werden sollten, resuspendiert und die Tribung mit der
80%-Inhibitionskontrolle verglichen. Die erste Konzentration, die eine deutlich
sichtbar geringere Tribung als die 80% Inhibitionskontrolle zeigte, wurde als
MHK festgelegt.

Eine visuelle Beurteilung der Wachstumsdichte (Einteilung in Stufen von 0 bis 4
ansteigend) erfolgte durch Beurteilung der Kontrollkavitdt. Betrug das
Wachstum nach 24 Stunden weniger als eine Dichte von 2, so erfolgte, wie
auch beim E-Test, nach 72 Stunden eine dritte Ablesung des betreffenden

Stammes.

2.7.4 Kontrolle des Inokulums

Die Bestimmung der Keimzahl aus dem Inokulum diente einerseits der Kontrolle
der realen Einsaatmenge und andererseits der Prufung auf Vorliegen einer

Reinkultur. Hierfir wurden 10 yl des #2-lnokulums (welches fir die Mikro-
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dilutionstestung hergestellt wurde) mittels 8 Osen-Ausstrich auf Chrom-Agar
ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden bei 36TC £1 wurden
die gewachsenen Kolonien auf Einheitlichkeit Uberprift und gezahlt. Das
Ergebnis multipliziert mit 100 entsprach der Keimzahl (= colony forming units =

cfu) pro ml.

2.8 Auswertung

2.8.1 Allgpemeine Anmerkungen

Zur leichteren Veranschaulichung wurden in einigen Tabellen und Abbildungen
dieser Arbeit auch dann Prozentangaben angeboten, obwohl das Gesamt-N (N)
der jeweiligen Untersuchung kleiner als 100 war.

Fur einen Vergleich der beiden Testmethoden (Mikrodilution und E-Test)
musste eine Anpassung der E-Test MHK-Werte an das Muster der Verdin-
nungsreihe des Mikrodilutionstestes durchgefiihrt werden. Da es sich beim
E-Test um zwei ineinander verschobene Verdlinnungsreihen handelt, wurden
die numerischen Haufigkeiten der MHK-Werte der Zwischenkonzentration des
E-Testes jeweils denen der nachst hoheren Konzentration im E-Test

zugeschlagen.

Verglichen wurden dabei ausschlie3lich die unter Verwendung von Yeast-
Susceptibility-Testagar (YST) ermittelten MHK-Werte.

2.8.2 Deskriptive Auswertungen

Fur die Beschreibung der einzelnen MHK-Verteilungen eines Antimykotikums
und zum orientierenden Vergleich dieser Verteilungen wurden bei der

deskriptiven Auswertung die folgenden Referenzwerte verwendet:
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- MHK50: niedrigste Konzentrations-Stufe, bei der mindestens 50% der
MHK-Werte erreicht sind.

- MHKo90: niedrigste Konzentrations-Stufe, bei der mindestens 90% der
MHK-Werte erreicht sind.

- WT-UL: ,Wild Typ Upper Limit, welches 2 geometrische Stufen tGber dem
MHK50-Wert liegt.

- Mode: Konzentrations-Stufe, auf der die meisten minimalen Hemmkon-

zentrationen angesiedelt sind, Synonym: Modalwert.

2.8.3 Vergleichende Auswertungen auf der Basis der S-1-R-Klassifikation

Da die verschiedenen Antimykotika bzw. Antimykotikagruppen sich in ihren
pharmakochemischen Eigenschaften und Wirkmechanismen unterscheiden,
wurden vergleichende Auswertungen auf der Basis der S-I-R - Klassifikation
durchgeftihrt. Hierfur wurden die ermittelten MHK-Werte anhand von
Antimykotika-spezifischen Breakpoints in die Empfindlichkeitsklassen
~>ensibel” ( S), ,Intermediar” (1) und ,Resistent” ( R ) tberfuhrt.

Die hier zu Grunde gelegten Breakpoints (Tab. M 07) fur die verschiedenen
Antimykotika basieren auf unterschiedlichen Publikationen und sind
international anerkannt: Flucytosin, Fluconazol, und Itraconazol (CLSI M27-A2
Protokoll), Voriconazol (PFALLER et al. 2008) und Caspofungin, sowie
Anidulafungin (PFALLER et al. 2008).
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Tab. M 07: S-I-R-Empfindlichkeitsklassen und ihre Breakpoints. (Stand: 2009)

Empfindlichkeitsklasse Sensibel Intermediar Resistent

Antimykotikum mg /| mg /| mg /|
FCY <4,0 >4-<32 > 32
AmB” <0,25 >0,25-<1 21

FCA <8,0 >8-<64 > 64
VOR <1,0 >1-<4 >4
ITR <0,125 >0,125-<1 21
CAS £05-=2 + >2
ANF £05-=2 + >2

FCY = Flucytosin AmB = Amphotericin B KET = Ketoconazol
FCA = Fluconazol = VOR = Voriconazol ITR = Itraconazol

CAS = Caspofungin ANF = Anidulafungin
"= z.Z. in Diskussion, Werte sind unverbindliche ,Arbeits"-Breakpoints, s. Text

Fur Amphotericin B wurden bis heute keine allgemein anerkannten Breakpoints
festgelegt. Die hier verwandten Breakpoints fir Amphotericin B stellen
unverbindliche empirische ,Arbeits“-Breakpoints dar. Unter den verédnderten
pharmakochemischen Eigenschaften der liposomalen Amphotericin B-

Préaparationen sind sie zurzeit erneut in Diskussion.
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3. Ergebnisse der eigenen Untersuchungen

3.1 Einfluss der Testmethode (Mikrodilutions- und E-Test) auf die

Empfindlichkeitsverteilung

3.1.1 Einfluss der Testmethoden bei klinischen Isolaten

3.1.1.1 Einfluss der Testmethoden bei klinischen Isolaten auf das Empfind-

lichkeitsverhalten gegeniuber Amphotericin B

Untersucht wurde das Empfindlichkeitsverhalten des Gesamtkollektivs der

klinischen Isolate (n=145). Als Medium wurde YST verwendet.

Bei der Betrachtung nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich,
dass die zum Vergleich herangezogenen Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode
und WT-UL) beim E-Test niedriger lagen, als in der Mikrodilutionstestung (MDT)
(Tab. E Ola; E 01b (Tabellen-Anhang)). Im E-Test reagierten die untersuchten
Isolate also deutlich empfindlicher gegentuber Amphotericin B als im
Mikrodilutionstest (Abb. E 01).

Bei der Auswertung der einzelnen Subkollektive C. albicans, non — C. albicans
und non - Candida ergab sich fir die C. albicans —Isolate, dass alle
Referenzwerte im E-Test drei Konzentrationsstufen unter den entsprechenden

Werten in der Mikrodilutionstestung lagen.

Auch nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden waren die Empfindlichkeiten
der Isolate gegenuber Amphotericin B im E-Test Gberwiegend niedriger als in
der Mikrodilutionstestung (Abb. E 02): Mit Ausnahme vom MHK90-Wert der
non-C. albicans-Isolate, der bei beiden Testmethoden gleich war (bei 2mg/L),
lagen alle Referenzwerte (MHKs50, MHK90, Mode und WT-UL) beim E-Test
niedriger, als in der Mikrodilutionstestung (Tab. E 02a; Tabellen-Anhang:
E 02Db).
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@ Mikrodilution 0,0 0,0 0,0 0,0 4,4 50,4 38,5 6,7

Abb. E 01: Prozentuale Verteilung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) der
Hefen des Gesamtkollektivs gegenliber  Amphotericin B im
Mikrodilutions- und E-Test nach 24 Stunden Inkubationszeit

Tab. E Ola: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)

gegenuber Amphotericin B in den verschiedenen Subkollektiven und
Testmethoden nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden.

. MHK50 | MHK90 | Mode WT-UL
Kollektiv Test n ma/) | (ma/) | mah) Range (mg/l) (mg/l)
: E-Test| 91 | 0,064 | 0,125 |0,064| 0,032-05 | 0.25
C.albicans =095 T o5 1 05 025-1 2
non- E-Test| 40 0.25 1 0.25 0.032-2 1
C. albicans | MDT | 37 | 1 2 1 0,25 - 2 4
"~ . |E-Test| 9 | 0125] 05 | 05 | 0016-05 05
non-Candida =0 5= —g =55 2 05 0.25- 2 2
Total E-Test| 140 | 0.125 | 0.25 10.125] 0.016-2 0.5
MDT | 135 | 0.5 1 0,5 0,25 - 2 2
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Abb. E 02: Prozentuale Verteilung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) der
Hefen des Gesamtkollektivs gegeniiber  Amphotericin B im
Mikrodilutions- und E-Test nach 48 Stunden

Tab. E 02a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegeniber Amphotericin B in den verschiedenen Subkollektiven und
Testmethoden nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden.

. MHK50 | MHKo0 | Mode WT-UL
Kollektiv Test n ma/) | (mgll) | (mafl) Range (mg/l) (mg/l)
: E-Test | 91 | 025 | 025 | 0,25 | 0,032->32 1
C.albicans =197 1 1 1 05-2 4
non- E-Test | 43 | 05 2 05 0.032-8 2
C. albicans MDT 43 1 2 1 0,25-4 4
| E-Test| 11 | 05 1 05 0,016 - 2 2
non-Candida =R =15 1 2 1 05-4 4
Total E-Test | 145 | 025 | 05 | 0,25 | 0.016->32 1
MDT | 144 | 1 2 1 0.25- 4 4
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Bei Betrachtung der einzelnen Subkollektive C. albicans, non — C. albicans und
non — Candida wurde deutlich, dass die gro3ten Differenzen, wie schon nach
24 Stunden, bei den C. albicans — Isolaten resultierten: Bei diesem Subkollektiv
lagen im E-Test alle Referenzwerte zwei Konzentrationsstufen unter den
entsprechenden Werten in der Mikrodilutionstestung. Des Weiteren zeigte sich,
dass die ermittelten Werte in der Mikrodilutionstestung sowohl nach 24 als auch
nach 48 Stunden in einer kleineren Spannbreite an Konzentrationsstufen
(Range) lagen, als im E-Test. Die Ergebnisse der Mikrodilutionstestung wiesen

also eine gréRere Homogenitat auf als die des E-Tests (Tab. E Ola; E 02a).

Analyse auf der Basis der Einzelwerte

Durch die Differenz zwischen den Ergebnissen von Mikrodilutions- und E-Test
wurde die Frage aufgeworfen, ob die in den verschiedenen Testmethoden
ermittelten Werte in einer faktoriellen Abhangigkeit im Sinne einer ,wenn-dann-

Beziehung“ zueinander stehen.

Nur bei vier Isolaten (2,8%) stimmten die MHK-Werte der Mikrodilution und des
E-Testes direkt Uberein. Im Bereich von £ 1 Verdinnungsstufe belief sich die
Ubereinstimmung auf 22,2% (n=32) und bei einem Bereich von * 2 Verdin-
nungsstufen auf 66,7 % (N=96) (Tab. E 03). In 32,6% (n=47) der Isolate waren
die MHK-Werte des E-Testes signifikant niedriger als die des
Mikrodilutiontestes. Nur bei einem Isolat (0,7%), einem C. albicans-Stamm,

war im Mikrodilutionstest das MHK-Ergebnis signifikant niedriger als im E-Test.

Eine konkrete ,wenn — dann — Beziehung® zwischen den MHK-Werten der
beiden Testmethoden konnte nicht verifiziert werden (Korrelationskoeffizient
r=0,384). So verteilten sich z.B. die 104 Isolate, die in der Mikrodilutionstestung
einen MHK-Wert von 1 mg/l aufwiesen, im E-Test mit ihren MHK-Werten auf
sechs verschiedene Konzentrationen zwischen 0,032mg/l und 2 mgll
(Tab. E 03).
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Tab. E 03: Numerische Korrelation der MHK-Werte des Mikrodilutions- und des
E-Tests gegeniiber Amphotericin B auf der Basis der einzelnen Hefe-
Isolate. (Inkubationszeit: 48 Std.)

MHK-APH E-Test (mg/l)
MDT (mg/l) | 0,016 | 0,032 | 0,064 | 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 >32 Total
>32
8
4 1 3
2 2 5 5 2 1 1 1 19
1 1 1 31 53 17 1 104
0,5 1 2 2 5 4 2 1 17
0,25 1 1
0,125
<0,064
Total 1 4 4 38 62 24 3 5 2 1 144

Dunkelgrau eingefarbt ist der Bereich, indem bei beiden Testverfahren gleiche Konzentrationen vorliegen (hellgrauer Bereich: £

geometrische Stufe)

3.1.1.2 Einfluss der Testmethoden bei klinischen Isolaten auf das Empfind-

lichkeitsverhalten gegeniiber Fluconazol

Zunachst wurde wieder das Empfindlichkeitsverhalten des Gesamtkollektivs der
klinischen Isolate in beiden Testverfahren nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden beurteilt: Dabei wurde anhand der Referenzwerte MHK50, MHKO90,
Mode und WT-UL deutlich, dass gegenuber Fluconazol im E-Test zwar
ebenfalls  niedrigere  MHK-Werte  ermittelt wurden als in der
Mikrodilutionstestung, die Differenz jedoch nicht relevant (= weniger als eine
Konzentrationsstufe) war (Abb. E 03, Tab. E 04a; Tabellen-Anhang: E 04b).
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Tab. E 04a: Verteilung der Referenzwerte (MHKs0, MHK90, Mode, Range und Wild typ
fur die unterschiedlichen

upper limit (WT-UL)) gegeniber Fluconazol

Testmethoden (Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit

von 24 bzw. 48 Stunden

Inkubationszeit MHKs50 | MHK90 | Mode WT-UL
Test n Range (mg/l)
(Std.) (mg/l) | (mg/l) | (mgll) (mg/l)
” E-Test | 140 0,5 4 0,5 | <0,016->128 2
MDT 136 <1 8 <1 <1-128 4
48 E-Test | 145 0,5 8 0,5 | <0,016->128 2
MDT 144 <1 16 <1 <1->128 4
YO'OW/‘
60,0
50,0
<
. = - =
S o« - &~ ETest
MHK (mg/l) © @
N
N
<0,016| 0,064 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 | >256
OE.Test 07 | 14 | 21 | 236 | 407 | 136 | 64 | 43 | 07 | 00 | 50 | 07 | 00 | 07
@ Mikrodilution | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 699 | 103 | 81 | 37 | 22 | 00 | 51 | 07 | 00

Abb. E 03: Prozentuale Verteilung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) der

Hefen des Gesamtkollektivs gegenliber Fluconazol

und E-Test nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden

im Mikrodilutions-
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Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden zeigte sich im
Empfindlichkeitsverhalten des Gesamtkollektivs eine ebenso geringe Differenz
zwischen den MHK-Werten von Mikrodilutions- und E-Test wie nach 24

Stunden.

Analyse auf der Basis der Einzelwerte

Eine Analyse der Einzelwerte der Testung gegeniber Fluconazol unter den
gleichen Mafigaben wie fur Amphotericin B zeigte ebenfalls eine niedrige
direkte Ubereinstimmung zwischen den MHK-Werten der Mikrodilutionsteste
und denen der E-Teste mit 9,7% (n=14) der Isolate. Deutlich héher war jedoch
der Prozentsatz an Ubereinstimmungen im Bereich von + 1 Konzentrationsstufe
mit 50,7% (n=73) bzw. mit 88,2% (n=127) im Bereich von + 2
Verdunnungsstufen (Tab. E 05).

Tab. E 05: Numerische Korrelation der MHK-Werte des Mikrodilutions- und des

E-Tests gegenuber Fluconazol auf der Basis der einzelnen Hefe-Isolate.

MHK-FCA E-Test (mg/l)
MDT (mg/l) | 0,125] 0,25] 0,5] 1] 2] 4] 8] 16] 32] 64] 128[>128 | Total
>128 2 2
128 2| 4 1 1 8
64 1 1 2
32 11 1 2
16 31 2] 1 1 7
8 1| 4] 3| 1 9
4 4 1] 8| 3| 1 1 18
2 16| 6| 1| 1 24
<1 6 18 40| 8 72
Total 6 22| 59| 23| 8| 9| 4| 3| 2| 5 1 2| 144
Dunkelgrau eingefarbt ist der Bereich, in dem bei beiden Testverfahren gleiche Konzentrationen vorliegen

Wahrend bei 16 Isolaten (11,1%) die MHK-Werte der E-Teste signifikant
niedriger lagen, war dies bei einem Isolat, einem C. albicans - Stamm aus

einem Rachenabstrich, umgekehrt.
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3.1.1.3 Einfluss der Testmethoden bei Kklinischen Isolaten auf das

Empfindlichkeitsverhalten gegeniiber Amphotericin B im Vergleich zu

Fluconazol

Wie bereits beschrieben, lagen bei beiden Antimykotika (APH, FCA) die MHK-
Werte der Hefen im E-Test niedriger, als in der Mikrodilutionstestung
(Tab. E Ola — E 04b). Gegeniuiber Amphotericin B erwies sich das Empfind-
lichkeitsverhalten der untersuchten Isolate in starkerem Male von der

Testmethode abhangig als gegentuber Fluconazol.

Die pharmakokinetischen, -dynamischen und —chemischen Eigenschaften der
einzelnen Antimykotika lassen einen direkten Vergleich bezogen auf die MHK-
Werte nicht zu. So wurde der Vergleich Uber die Anzahl der Konzen-
trationsstufen zwischen Mikrodilutions- und E-Test bei den einzelnen
Referenzwerten der Antimykotika durchgefihrt (Tab. E 06).

Tab. E 06: Anzahl der geometrischen Konzentrationsstufen zwischen den
Referenzwerten des Mikrodilutions- und des E-Tests nach 24 und 48

Stunden (Konzentrationsangaben in mg/L).

Inkubationszeit Amphotericin B Fluconazol
(Stunden) MHK50 | MHK90 | Mode | WT-UL | MHKs0 | MHK90 | Mode | WT-UL
24 2 2 2 8 1 1 1 4
48 2 2 2 8 1 1 1 4
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3.1.2 Einfluss der Testmethoden bei Kontrollstammen

3.1.2.1 Einfluss der Testmethoden auf das Empfindlichkeitsverhalten

gegeniiber Amphotericin B

Bei der Untersuchung der Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme
gegenuber Amphotericin B (APH) bei Anwendung der unterschiedlichen
Testmethoden fand sich, dass sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden alle
MHK-Werte im E-Test niedriger waren als in der Mikrodilutionstestung
(Tab. E 07a; Tabellen-Anhang: E 07b). Dies entspricht den Ergebnissen der

Untersuchungen an den klinischen Isolaten (Tab. E 01a — E 02b).

Tab. E 07a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegenuber Amphotericin B fur die unterschiedlichen Testmethoden

(Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48

Stunden
Inkubationszeit MHK5s0 | MHK90 Range WT-UL
Test n Mode (mg/l)
(Std.) (mg/l) | (mgll) (mg/l) (mg/l)
” E-Test | 26 | 0,125 0,5 0,125 0,016 - 0,5 0,5
MDT 25 1 2 1 0,25-2 4
48 E-Test | 29 0,25 1 0,25 0,032-1
MDT 26 1 2 1 05-2 4

3.1.2.2 Einfluss der Testmethoden auf das Empfindlichkeitsverhalten

geqgeniber Fluconazol

Bei der Untersuchung der Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme
gegeniber Fluconazol zeigte sich, dass — wie schon bei der Untersuchung an
klinischen Isolaten (Tab. E O4a; E 04b) — in der Mikrodilutionstestung héhere
MHK-Werte resultierten als im E-Test. So lagen die Referenzwerte MHK50,
Mode und Range in der Mikrodilutionstestung hoher als im E-Test (Tab. E 08a;
Tabellen-Anhang: E 08b). Die Differenz zwischen den Ergebnissen der
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verschiedenen Testmethoden war jedoch nicht so deutlich wie bei der Testung
der Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegeniber Amphotericin B
(Tab. E 07a; E 07Db).

Tab. E 08a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegenuber Fluconazol fur die unterschiedlichen Testmethoden

(Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48

Stunden
Inkubationszeit MHKS5s0 MHKg0o | Mode Range WT-UL
(Std.) Test n (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
E-Test 26 1 32 0,5 05-32 4
24 MDT 25 4 8 4 1-64 16
E-Test 29 2 64 1 0,5-64 8
48 MDT 26 4 64 4 1-64 8

3.1.2.3 Einfluss der Testmethoden auf das Empfindlichkeitsverhalten

geqgeniber Voriconazol

Bei der Untersuchung der Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme
gegenuber Voriconazol (VOR) bei Anwendung der unterschiedlichen
Testmethoden fand sich, dass sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden die
meisten MHK-Werte im E-Test niedriger waren als in der Mikrodilutionstestung.
Einzig fur den Modalwert traf dies nicht zu (Tab. E 09a; Tabellen-Anhang: E 09b
(Tabellen-Anhang)). Auch gegenuber dem Antimykotikum Voriconazol
resultierten also im E-Test Uberwiegend niedrigere Werte als in der

Mikrodilutionstestung.
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Tab. E 09a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegenuber Voriconazol fur die unterschiedlichen Testmethoden

(Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48

Stunden
Inkubationszeit MHKs0 | MHK90 | Mode WT-UL
Test n Range (mg/l)
(Std.) (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) (mg/l)
” E-Test | 26 | 0,032 | 0,125 | 0,032 0,016 - 0,25 0,125
MDT 25 | 0,125 0,5 |<0,064 <0,064 - 1 0,5
48 E-Test | 29 | 0,064 | 0,25 | 0,125 0,004 - 0,25 0,25
MDT 26 0,25 2 <0,064 <0,064 - 4 1

3.1.2.4 Einfluss der Testmethoden auf das Empfindlichkeitsverhalten

gegenuber Flucytosin

Bei dieser Untersuchung lieBen sich kaum relevante Unterschiede im
Empfindlichkeitsverhalten der Stdmme in den verschiedenen Testverfahren
feststellen (Tab. E 10a; Tabellen-Anhan: E 10b): Einzig der Modalwert lag mit
>32mg/l im E-Test héher als in der Mikrodilutionstestung (0,5 mg/l). Verglichen
mit den bisher untersuchten Antimykotika ergab sich hier eine

entgegengesetzte Tendenz.

Tab. E 10a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegenuber Flucytosin  bei den unterschiedlichen Testmethoden

(Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48

Stunden
Inkubationszeit MHK50 | MHK90 | Mode WT-UL
Test n Range (mg/l)
(Std.) (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) (mg/l)
” E-Test | 26 | 0,125 >32 |0,064| 0,008 ->32 0,5
MDT 25 <0,5 >32 <0,5 <0,5->32 2
48 E-Test | 29 0,5 >32 >32 0,004 - >32 2
MDT 26 1 >32 <0,5 <0,5->32 4




3.1.2.5 Einfluss der Testmethoden auf das Empfindlichkeitsverhalten

gegeniiber Itraconazol

Bei der Testung gegenuber Itraconazol ergab sich, dass in der
Mikrodilutionstestung zum Teil relevant niedrigere MHK-Werte der Hefen
resultierten als im E-Test (Tab. E 11a; Tabellen-Anhang: E 11b): Nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden lagen die Referenzwerte im E-Test je nach
Wert ein bis finf geometrische Stufen tber den entsprechenden Ergebnissen in
der Mikrodilutionstestung. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden lagen
MHK50, MHK90 und der WT-UL-Wert im E-Test hoher, wahrend der Modalwert

in der Mikrodilutionstestung bei einer héheren Konzentration lag.

Tab. E 11a: Verteilung der Referenzwerte (MHK50, MHK90, Mode, Range und WT-UL)
gegeniber Intraconazol fur die unterschiedlichen Testmethoden

(Mikrodilutions- und E-Test) nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48

Stunden
Inkubationszeit MHKs50 | MHK90 Range |WT-UL
Test n Mode (mg/l)
(Std.) (mg/l) | (mgll) (mg/l) (mg/l)
” E-Test | 26 0,25 1 0,063;0,25; 1 | <0,032-4 1
MDT 25 | 0,063 | 0,5 <0,032 <0,032-1 | 0,25
48 E-Test | 29 0,25 >4 0,063 0,032-4 1
MDT 26 | 0,125 1 1 <0,032 -2 0,5

Bei allen Antimykotika, auf3er bei Flucytosin, lie3 sich ein Einfluss der
Testmethode auf die Empfindlichkeitsverteilung der untersuchten Hefen
feststellen. Bei drei Antimykotika (APH, FCA und VOR) wurden im E-Test fur
die Hefe-Isolate niedrigere MHK-Werte festgestellt als bei der Testung mittels
Mikrodilutionstestung. Mit Ausnahme des Modalwerts verhielten sich die
untersuchten Hefen hinsichtlich der Referenzwerte gegenuber Itraconazol

umgekehrt.
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3.2 Einfluss der Nahrmedien auf die Empfindlichkeitsverteilung von

klinischen Isolaten

3.21 unter Verwendung des Yeast-Susceptibility-Testmediums (YST) im
Vergleich zum Antibiotika-Medium 3 (AM3)

3.21.1 im E-Test gegeniiber Amphotericin B

Fur das Gesamtkollektiv der klinischen Isolate (N=140) zeigte sich im E-Test
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden, dass die ermittelten minimalen
Hemmkonzentrationen (MHK) gegeniber Amphotericin B (APH) unter
Verwendung des Nahrmediums Antibiotika-Medium 3 (AM3) geringflgig
niedriger ausfielen als in Yeast-Susceptibility-Testmedium (YST) (Abb. E 04).
Auf das Gesamtkollektiv bezogen machte die Differenz bei den Referenzwerten
(MHK50, MHK90, Mode und WT-UL) ein bis zwei Konzentrationsstufen im
E-Test aus (Tab. E 12a).

% der Isolate
30-
25-
20-
15-
127 ra IJ & 8 U/ YsT medium
/8 &8s uuouo ‘!‘H"‘.‘H‘AM3

0,004 0,008 0016 0032 0,064 0,125 0,25 0,5 1

MHK (mg/l)

Abb. E 04: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs in Abhangigkeit der
unterschiedlichen Medien (AM3 und YST)
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Tab. E 12a: Empfindlichkeitsverteilung der Referenzwerte gegeniber Amphotericin B
in Abh&ngigkeit der Nahrmedien (AM3; YST) nach einer Inkubationszeit

von 24 Stunden im E-Test

MHKs0 | MHK90

Kollektiv Medium| n Mode (mg/l) | WT-UL (mg/l)
(mgfl) | (mg/l)
] AM3 91 0,064 | 0,094 0,064 0,19
C. albicans
YST 91 0,064 | 0,125 0,094 0,25
] AM3 42 0,064 0,25 0,032 0,38
Non - C. albicans

YST 40 0,19 1 0,25 2

] AM3 10 0,032 0,25 0,032 0,5
Non - Candida
YST 9 0,125 0,5 0,38 0,75
AM3 | 143 | 0,064 0,19 0,064 0,19
Total

YST 140 | 0,094 0,25 0,094 0,38

Zur weiteren differenzierteren Untersuchung wurde das Gesamtkollektiv in drei
Subkollektive unterteilt: Candida (C.) albicans — Isolate, non - C. albicans -
Isolate (C. dubliniensis, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae,
C. norvegensis, C. parapsilosis, C. pelliculosa und C. tropicalis) und non -
Candida — Isolate (Geotrichum capitatum, Rhodotorula mucilaginosa,

Saccharomyces cerevisiae und Trichosporum mucoides).

Bei allen drei Subkollektiven fanden sich unter Verwendung von AM3
tendenziell niedrigere MHK-Werte als bei YST (Tabellen-Anhang: Tab. E 12b).
Fur die non - C. albicans- und die non — Candida — Isolate lagen samtliche
Referenzwerte unter Verwendung von AM3 niedriger als auf YST, bei den
C. albicans — Isolaten alle bis auf MHK50 (dieser Referenzwert war auf beiden
Medien identisch). Am Grél3ten war die Differenz zwischen den entsprechenden
Werten bei dem Subkollektiv der non — Candida — Isolate: Hier war z.B. der
Modalwert auf AM3 (0,032mg/l) 8 Konzentrationsstufen (= 4 geometrische
Stufen) niedriger angesiedelt als der entsprechende Wert auf YST (0,38mg/l).
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Die ermittelten MHK-Werte des Gesamtkollektivs wurden flr weitere Analysen
anhand der Breakpoints (Tab. M 07) in die Empfindlichkeitsklassen des
S-I-R-Systems (,Sensibel“, ,Intermediar® und ,Resistent”) uUberfuhrt (Tab.
E 12b), um die ,klinische® Relevanz der N&ahrboden bedingten

Empfindlichkeitsveranderungen naher zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass hinsichtlich des Gesamtkollektivs auf AM3 geringfligig
mehr Hefen (5,1%) sensibel gegeniber Amphotericin B reagierten (95,8%) als
auf YST (90,7%). Dies traf jedoch nicht fir die C. albicans - Isolate zu, die sich
auf beiden Medien gleichermalen fast ausschlief3lich (98,9%) als sensibel
erwiesen. Im Gegensatz dazu waren bei den non — Candida — Isolaten unter
Verwendung des Nahrmediums AM3 90,0% der Hefen sensibel, wahrend auf
YST nur 66,7% der Hefen sensibel gegentuiber Amphotericin B reagierten.

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden war ebenfalls ein Unterschied in der
Empfindlichkeitsverteilung der Isolate des Gesamtkollektivs zwischen der
Verwendung von AM3 und YST zu erkennen (Abb. E 05).

Anteil der Isolatesfgg

25
20
15
) 7 & @ g aa
5,
o 900494 D9 5 5 65 ~w3
I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1
0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 0,25 0,5 1 2 4 Medium
OAM3
BYST MHK mg/l

Abb. E 05: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs gegentber
Amphotericin B in Abhangigkeit der unterschiedlichen Medien (AM3
und YST) nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden im E-Test
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Auf  AM3 lagen die Referenzwerte MHKs50 und MHK90 zwel
Konzentrationsstufen unter den entsprechenden Werten auf YST (Tab. E 13a).
Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass beim E-Test zwei Ver-
dinnungsreihen ineinander griffen. Zwei Konzentrationsstufen im E-Test ent-
sprachen also nur einer geometrischen Stufe, sodass diese Differenz im
Schwankungsbereich der Methode lag.

Bei isolierter Betrachtung der einzelnen Subkollektive wurde deutlich, dass die
non — C. albicans — Isolate  und die non - Candida — Isolate auf den
verschiedenen Medien meist unterschiedlicher reagierten, als die C. albicans —
Isolate (Tab. E 13a; Tabellen-Anhang: E 13b): Bei den C. albicans — Isolaten
lagen je zwei Konzentrationsstufen ( = eine geometrische Stufe) zwischen den
sich entsprechenden Referenzwerten auf den unterschiedlichen Medien, bei
den anderen beiden Subkollektiven hingegen je nach Referenzwert zwischen

ein und sieben (das entspricht ein bis vier geometrische Stufen).

Tab. E 13a: Verteilung der Referenzwerte gegeniiber Amphotericin B in Abhéngigkeit
von den Nahrmedien (AM3; YST) nach einer Inkubationszeit von 48

Stunden im E-Test

MHKS50 | MHK90

Kollektiv Medium N Mode (mg/l) | WT-UL (mg/l)
(mgfl) | (mg/l)
) AM3 91 0,094 | 0,125 0,094 0,38
C. albicans

YST 91 0,19 0,25 0,19 0,75
) AM3 43 0,125 0,5 0,064 0,5

Non-C. albicans
YST 43 0,38 2 0,38 1,5
) AM3 11 0,064 | 0,38 | 0,047;0,38 0,25

Non - Candida
YST 11 0,38 1 0,5 1,5
AM3 145 | 0,094 | 0,25 0,125 0,38

Total

YST 145 0,19 0,5 0,19 0,75
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Die Klassifizierung der MHK-Werte in die Empfindlichkeitsklassen ,sensibel,
Jntermediar® und ,resistent* (Tab. E 13b) zeigte, dass auf AM3 ein groRRerer
Anteil der Isolate des Gesamtkollektivs (91,7%) sensibel auf Amphotericin B
(APH) reagierte als auf YST (75,2%). Am deutlichsten pragte sich die Differenz
im Subkollektiv der non — C. albicans — Hefen aus: Unter Verwendung des
Mediums AM3 reagierten 81,4% der Isolate sensibel gegenuiber APH, auf YST
hingegen nur 37,2%. Die C. albicans — Isolate verhielten sich— wie schon nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden — auf beiden Medien nahezu identisch:
Auf YST reagierten 96,7%, auf AM3 98,9% der Isolate sensibel gegeniber
APH.

Eine Detailanalyse erfolgte  mittels einer Isolat-bezogenen  SIR-
Empfindlichkeitsmusteranalyse (Tab. E 14a, E 14b)

Tabelle E 14a: Vergleich  der Empfindlichkeiten der Hefen  gegeniber
Amphotericin B (APH) im E-Test in YST und AM3 basierend auf
der SIR-Einteilung (Inkubationszeit: 48 Std.)

YST=AM3 YST>AM3 AM3>YST
Gruppe| N

n % n % n %
Calb 91 89 97,8 0 0,0 2 2,2
nCalb 43 22 51,2 0 0,0 21 48,9
nCan 11 8 72,8 0 0,0 3 27,3
Total 145 | 119 82,1 0 0,0 26 18,0

YST=AM3: Ergebnis in beiden Nahrmedien gleich (Muster: SS; II; RR)
YST>AMS3: Testergebnis auf YST sensibler als auf AM3 (Muster: SI; IR; SR)
AM3>RP-S: Testergebnis auf AM3 sensibler als auf YST (Muster: IS; RI; RS)

Diese Form der Analyse war moglich, da die MHK-Bestimmungen auf YST und

AMS3 aus demselben Inokulum erfolgt waren.

Bei keiner der 145 vergleichenden Testungen war das Testergebnis aus YST
sensibler als auf AM3 (Tab E 14a; Spalte YST>AM3). Wahrend eine
Abweichung der Ergebnisse bei C.albicans nur 2,2 % der Paralleltestungen

ausmachte, lag sie im Subkollektiv der non-C.albicans-Arten mit 21 von 43
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(48,9%) Testungen und in der non-Candida Gruppe mit 3 von 11 (27,3%)
Testungen deutlich hoéher.

Innerhalb dieser beiden Gruppen variierten die Ergebnisse artbezogen
erheblich.

Bei einer Betrachtung mittels einer SIR-Empfindlichkeitsmusteranalyse
ergaben sich zwei Abweichungsgrade: die minor-Differenzen und die major-
Differenzen.

Bei den minor-Differenzen fand sich eine Abweichung um eine SIR-Kategorie
(SI, IR, IS, RI), sie lagen somit im Schwankungsbereich der Methode.

Tabelle E 14b: Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse der Ergebnisse
des E-Test auf YST (1. Buchstabe) und AM3 (2. Buchstabe)
(Inkubationszeit: 48 Stunden)

N-Zahl-Tabelle SIR-Empfindlichkeitsmuster Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus / Spezies | I IS | Rl | RR| RS | SS | =100% | keine | minor | major | keine | minor | major
C. albicans 0 2 0 1 0 88 91 89 2 0 97,8 2,2 0
C. dubliniensis 0 1 0 0 0 3 4 3 1 0 75 25 0
C. glabrata 2 4 0 3 0 2 11 7 4 0 63,6 | 36,4 0
C. kefyr 1 2 0 0 0 0 3 1 2 0 33,3 | 66,7 0
C. krusei 0 0 2 0 2 0 4 0 2 2 0 50 50
C. lusitaniae 0 0 0 0 0 4 4 4 0 0 100 0 0
C. norvegensis 0 3 0 0 0 2 5 2 3 0 40 60 0
C. parapsilosis 0 2 0 0 0 3 5 3 2 0 60 40 0
C. pelliculosa 0 1 0 0 0 2 3 2 1 0 66,7 | 33,3 0
C. tropicalis 0 4 0 0 0 0 4 0 4 0 0 100 0
nCalb Ergebnis 3 17 2 3 2 16 43 22 19 2 51,2 | 44,2 4.7
G. capitatum 1 0 0 0 2 0 3 1 0 2 33,3 0 66,7
R. mucilaginosa | 2 0 0 0 0 0 2 2 0 0 100 0 0
S. cerevisiae 0 1 0 0 0 2 3 2 1 0 33,3 | 66,7 0
Trich. mucoides | 0 0 0 0 0 3 3 3 0 0 100 0 0
nCan Ergebnis 3 1 0 0 2 5 11 8 1 2 72,7 9,1 18,2
Gesamtergebnis | 6 20 2 4 4 109 145 119 22 4 82,1 | 15,2 2,8
Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS
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Bei den major-Differenzen wurde eine SIR-Kategorie Ubersprungen (SR, RS),
sie lagen somit immer aulR3erhalb der Schwankungsbreite der Methode. Solche
major-Differenzen waren hier nur bei zwei der vier (50%) C. krusei - Isolate und
bei zwei der drei (66,7%) Geotrichum capitatum — Isolate zu erkennen. In allen
vier Fallen reagierten die Isolate auf YST resistent und auf AM3 sensibel
(Tab. E 14b).

Sowohl bei der 24-Stunden- als auch bei der 48-Stunden-Auswertung war zu
erkennen, dass sich die MHK-Werte unter Verwendung des Mediums AM3 stets
Uber eine grollere Konzentrationsspanne (=range) verteilten, als unter
Verwendung von YST. Die Verwendung von AMS3 hatte also eine groRere
Heterogenitat bei den MHK-Werten zur Folge als die Verwendung von YST.
Zwar hatte das Gesamtkollektiv nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden auf
AMS eine geringfugig grol3ere Anzahl an auswertbaren Hefen als auf YST, die
Subkollektive der C. albicans — Isolate waren jedoch mit 91 auswertbaren Hefen
auf beiden Medien gleich gro3 und somit direkt vergleichbar: Unter Verwendung
von YST verteilten sich die Werte der C. albicans — Isolate Uber eine Spanne
von neun Konzentrationsstufen, unter Verwendung von AM3 hingegen Uber 27
Konzentrationsstufen (Tab. E 15). Diese Differenz zeigte sich nach 48 Stunden

zwar ebenfalls, war jedoch nach der langeren Inkubationszeit deutlich kleiner.

Tab. E 15: Breite der Konzentrationsspektren beim E-Test unter Verwendung der
Medien YST und AM3

Kollektiv Mediurm 24 Stunden 48 Stunden
range (mg/l) | Konzentrationsstufen n range (mg/l) | Konzentrationsstufen n
Total 0,012-1,5 14 140 | 0,016 ->32 23 145
C. albicans 0,023-0,5 9 91 0,032 - >32 21 91
non C. albicans (nCalb) Vet 0,023-1,5 12 40 0,023 -8 17 43
non Candida (nCan) 0,012-0,5 11 9 0,016-1,5 13 11
Total <0,002 - >32 30 143 <0,002 - >32 30 145
C. albicans AM3 0,004 - >32 27 91 0,008 - >32 25 91
non C. albicans (nCalb) <0,002 -1,5 20 42 <0,002 -2 21 43
non Candida (nCan) <0,002 - 0,5 17 10 | <0,002-0,38 16 11
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3.2.2 Einflussnahme auf die Empfindlichkeitsverteilung unter Verwendung
der Nahrmedien YST, RPMI-E, RPMI-S und RPMI-MB

3.221 gegenuber Amphotericin B im E-Test

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden modellhaft mit 59 Hefe-Isolaten
durchgefiihrt, die in den Voruntersuchungen ein verlassliches Wachstum

gezeigt hatten. Das Spektrum der Arten geht aus Tab. E 18 hervor.

Zum Vergleich der vier Medien (RPMI-E, RPMI-MB, RPMI-S, YST) wurde die
Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an Hefen gegenuber
Amphotericin B untersucht. Aus der Untersuchung der Medien im E-Test nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden ging hervor, dass sich die
Empfindlichkeiten der Hefen gegentiber Amphotericin B auf den verschiedenen
RPMI-Medien nur geringfligig unterschieden (Tab. E 16a; Tabellen-Anhang:
E 16b): Der Referenzwert MHK50 lag bei diesen drei Medien gleichermalien bei
0,032mg/l, zwischen den anderen untersuchten Referenzwerten lag auf den
drei verschiedenen RPMI-Medien jeweils nur eine Differenz von einer
Konzentrationsstufe. Unter Verwendung von YST lag der MHKs50-Wert zwei
Konzentrationsstufen (= eine geometrische Stufe) hoher als auf den RPMI-
Medien, namlich bei 0,064mg/l. Auch der Referenzwert MHK90 war unter

Verwendung von YST hoher angesiedelt als bei den drei anderen Medien.

Tab. E 16a: Verteilung der Referenzwerte gegeniiber Amphotericin B in Abhéngigkeit
der Nahrmedien (RPMI-E, RPMI-S RPMI-MB, YST) beim E-Test
(Inkubationszeit: 24 Std.)

_ MHK50 | MHK90 | Mode
Medium N Range (mg/l) | WT-UL (mg/l)
(mg/l) | (mg/l) | (mgll)
RPMI-E 59 0,032 | 0,125 | 0,032 | 0,008 — 0,38 0,125
RPMI-S 59 0,032 | 0,094 | 0,032 | 0,008-1 0,125
RPMI-MB | 59 0,032 | 0,094 | 0,023 | 0,006 — 0,38 0,125
YST 59 0,064 | 0,25 | 0,064 | 0,006 -2 0,25
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Hinsichtlich der Einteilung in die Empfindlichkeitsklassen ,sensibel,
Jntermediar” und ,resistent” zeigte sich, dass tiber 90% der untersuchten Hefen
auf allen vier Medien sensibel gegentber Amphotericin B (APH) reagierten

(Tab. E 16b). Nur vereinzelte Hefen verhielten sich intermediar oder resistent.

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden lagen die Referenzwerte fur die
Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs gegentiber Amphotericin B auf
den unterschiedlichen Nahrmedien weniger dicht beieinander als nach 24
Stunden (Tab. E 17a, Tabellenanhang: E 17b): So wurde z.B. der niedrigste
MHK50-Wert mit 0,064mg/l unter Verwendung von RPMI-E ermittelt, wahrend
der hochste MHK50-Wert mit 0,19mg/l (also drei E-Test-Stufen hdher) auf YST
vorkam. Auf dem Yeast-Susceptibility-Testmedium zeigte das Gesamtkollektiv
also — wie bereits nach 24 Stunden - wiederum die geringste Empfindlichkeit
gegeniber Amphotericin B. Die Differenz im Vergleich zu den anderen
Nahrmedien erwies sich jedoch als gering und lag meist im

Schwankungsbereich der Methode.

Tab. E 17a: Verteilung der Referenzwerte gegeniiber Amphotericin B in Abhéngigkeit
der Nahrmedien (RPMI-E, RPMI-MB, RPMI-S, YST) im E-Test
(Inkubationszeit: 48 Std.)

_ MHK50 | MHK90 WT-UL
Medium N Mode (mg/l) | Range (mg/l)
(mg/l) | (mg/l) (mg/l)
RPMI-E 59 0,064 | 0,25 | 0,047;0,064 | 0,008-1,5 | 0,125
RPMI-MB | 59 0,125 | 0,38 0,125 0,016 -4 0,5
RPMI-S 59 0,094 | 0,125 0,094 0,016 -1 0,38
YST 60 0,19 0,5 0,125 0,023-3 0,75

Eine Analyse der Empfindlichkeitsverteilungen mittels der S-I-R Klassifizierung
zeigte hingegen deutlichere Unterschiede: Wahrend unter Verwendung von
RPMI-S 98,3% der Isolate des Gesamtkollektivs sensibel gegenuber
Amphotericin B reagierten, verhielten sich unter Verwendung von YST nur
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81,3% der Isolate sensibel (Tab. E 17b). Auch bei dieser Untersuchung
spiegelte sich also wider, dass YST das Medium war, auf dem die Hefen im

Vergleich zu den anderen Nahrbéden die héchsten MHK-Werte zeigten.

Fur eine weiterfihrende Detailanalyse mittels der Empfindlichkeitsmuster-
Analyse wurden die SIR-Ergebnisse der Paralleltestungen auf YST und RPMI-E
fur jedes Isolat zu einem Muster zusammengefasst und die Haufigkeit der sich
ergebenden Muster ermittelt. Dabei wurde deutlich, dass 95,5% der
C. albicans-Isolate und 100% der non-Candida-Isolate sowohl auf YST als auch
auf RPMI-E sensibel reagierten (Tab. E 18). Neben den Uubrigen beiden
C. albicans-Isolaten zeigten nur die zwei C. norvegensis-Stamme und je ein
C. parapsilosis- und C. tropicalis-Stamm minor-Differenzen. Dabei reagierten
C. norvegensis, der C. tropicalis- und die beiden C. albicans-Isolate auf RPMI-
E, C. parapsilosis hingegen auf YST empfindlicher. Major-Differenzen ergaben

sich bei dieser Analyse nicht.

Tab. E 18: Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse bei Paralleltestung
gegenuber Amphotericin B mittels E-Test aus demselben lIsolat auf
verschiedenen Nahrbdden: YST (1. Buchstabe); RPMI-E (2. Buchstabe)
(Inkubationszeit: 48 Stunden)

N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster YST vs. Differenzen (n) Differenzen (%)

Genus Spezies keine | minor | major | keine | minor | major

C. dubliniensis 2 0 0 0 0
C. kefyr 1 1 0 0 100 0 0
C. krusei 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 2 0 2 0 0 100 0
C. parapsilosis 1 0 1 0 0 100 0
C. pelliculosa 2 0 0 0
C. tropicalis 2 1 0 0
T. mucoides 1 2 0

Total 2|1|5| 2 |48 52 7 0 89,6 | 10,3 0

Differenzen: keine: SS; Il; RR  minor: SI; IS; IR;RlI  major: SR; RS
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3.2.2.2 Einflussnahme auf die Empfindlichkeitsverteilung unter Verwendung
der Nahrmedien YST, RPMI-E, RPMI-S und RPMI-MB gegeniiber

Amphotericin B und Fluconazol im Mikrodilutionstest

Parallel zum E-Test wurde die Empfindlichkeitsverteilung im Mikrodilutionstest
gegen Amphotericin B und vergleichend gegen Fluconazol unter Verwendung
der vier Nahrmedien RPMI-E, RPMI-MB, RPMI-S und YST untersucht.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden ergaben sich gegeniber
Amphotericin B bei Verwendung von YST fiur die MHK-Werte — und damit
auch fur die Referenzwerte — hohere Konzentrationen als auf den anderen
Medien (Tab. E 19a; Tabellen-Anhang: E 19b): Die Referenzwerte MHK50,
MHK90 und Mode lagen allesamt bei einer Konzentration von 1mg/l, also in
dem als resistent definierten Bereich. Unter Verwendung von RPMI-S zeigten
die untersuchten Hefen die im Vergleich zu den anderen Medien grol3te
Empfindlichkeit: MHK50 und Mode lagen mit 0,25mg/l im sensiblen Bereich (und
damit zwei Konzentrationsstufen unter dem entsprechenden Wert in YST),
MHK90 bei 0,5mg/l, also im als intermediar eingestuften Bereich.

Gegeniuber Fluconazol hingegen lagen MHKs0 und der Modalwert bei
Verwendung der Medien YST, RPMI-E und RPMI-MB bei einer Konzentration
von 1mg/l (=sensibel), wahrend die entsprechenden Werte bei Verwendung von
RPMI-S eine geometrische Konzentrationsstufe hoher, bei 2mg/l angesiedelt
waren. MHK90 lag in RPMI-S und RPMI-E sogar drei Stufen héher (64mg/l =
resistent) als in RPMI-MB und YST (Tab. E 19a, Tabellen-Anhang: E 19c). Das
wild Typ upper limit (WT-UL) lag gegeniber Amphotericin B in allen Medien bei

resistenten, gegentber Fluconazol hingegen bei sensiblen Konzentrationen.
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Tab. E 19a: Verteilung der Referenzwerte im  Mikrodilutionstest gegenuber

Amphotericin B (APH) und Fluconazol (FCA) in Abhangigkeit von den
Nahrmedien (RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB,YST) (Inkubationszeit: 24 Std.)

Antimykotikum | Medium N | MHK50 | MHK90 | Mode (mg/l) | range (mg/l) WT-UL
RPMI-E 58 0,5 1 0,5 0,063-1 2
APH RPMI-S 56 0,25 0,5 0,25 0,25-1 1
RPMI-MB | 58 0,5 1 0,5 0,25-2 2
YST 58 1 1 1 05-2 4
RPMI-E 58 1 64 1 0,063 — >128 4
FCA RPMI-S 56 2 64 2 1->128 8
RPMI-MB | 58 1 1 1-64 4
YST 58 1 1 1-64 4

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden fielen die MHK-Werte — und somit
auch die Referenzwerte — der getesteten Hefen gegentber Amphotericin B
auf den Nahrmedien YST, RPMI-E und RPMI-MB gleichermalien hoch aus
(Tab. E 20a, Tabellen-Anhang: E 20Db).

Tab. E 20a: Verteilung der Referenzwerte im  Mikrodilutionstest gegenuber

Amphotericin B (APH) und Fluconazol (FCA) in Abh&angigkeit von den
Néhrmedien (RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB, YST) (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Medium N | MHK50 | MHK90 | Mode (mg/l) range WT-UL

RPMI-E 58 1 2 1 0,125-2 4

APH RPMI-S 58 0,5 0,5 0,5 025-1 2

RPMI-MB | 58 1 2 1 0,25-2 4

YST 59 1 2 1 0,25-4 4

RPMI-E 58 1 >128 1 1->128 4

FCA RPMI-S 57 16 >128 >128 1->128 64
RPMI-MB | 58 1 32 1 1->128
YST 59 1 16 1 1-128

Samtliche ermittelten Referenzwerte lagen bei diesen drei Medien in dem als
resistent definierten Bereich (zwischen 1mg/l und 4mg/l) (Tab. E 20b). Unter
Verwendung des Mediums RPMI-S lagen MHK50, MHK90 und der Modalwert
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hingegen bei einer Konzentration von 0,5mg/l und damit im intermediaren
Bereich.

Gegeniuber Fluconazol lagen MHK50, Mode und der WT-UL in RPMI-S
mindestens vier geometrische Stufen (ber den in den anderen Medien
ermittelten Werten. Wahrend der Modalwert in RPMI-E, RPMI-MB und YST weit
im sensiblen Konzentrationsbereich lag (1mg/l), war er in RPMI-S mit >128mg/I

im resistenten Bereich angesiedelt (Tab. E 20a, Tabellen-Anhang: E 20c).

In der Isolat-bezogenen SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse der parallelen
Mikrodilutionstests in YST und RPMI-E bei Verwendung von Amphotericin B
fand sich, dass bei insgesamt vier der 58 Isolate (6,9%) eine major-Differenz
zwischen den auf den beiden Medien ermittelten Ergebnissen vorlag (Tab. E
21a). Bei den Isolaten handelte es sich um einen der beiden C. pelliculosa- und
zwei C. albicans-Stamme. Alle drei Isolate verhielten sich im RPMI-Medium
signifikant sensibler als in YST. Ein anderes C. albicans-Isolat reagierte in YST
deutlich empfindlicher. Insgesamt lag der Anteil der in beiden Medien gleich
reagierenden C. albicans-Isolate im Mikrodilutionstest mit 68,2% deutlich unter
dem im E-Test (95,5%).

In der Isolat-bezogenen SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse bei Verwendung
von Fluconazol zeigten sogar 15 der 58 Isolate (25,9%) eine major-Differenz,
wobei alle in YST resistent und in RPMI-E sensibel reagierten (Tab. E 21b). Bei
den 15 Isolaten handelte es sich um 14 C. albicans-Stamme und einen
C. tropicalis-Stamm. Wie schon bei der Analyse des Mikrodilutionstests mit
Amphotericin B lag auch hier der Anteil an Isolaten, die in beiden Medien gleich

reagierten, insgesamt nur bei gut zwei Dritteln (67,2%).
Die Empfindlichkeiten einzelner Isolate wurde also beeinflusst vom

Nahrmedium und von der Tatsache, ob die Testung auf einem N&ahrboden

stattfand (E-Test) oder in einer Nahrbouillon (Mikrodilutionstest).
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Tab. E 21: Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse bei Paralleltestung
mittels Mikrodilutionstest  aus demselben Isolat auf verschiedenen
Nahrbéden: YST (1. Buchstabe); RPMI-E (2. Buchstabe) (Inkubations-
zeit: 48 Stunden)

a) gegenlber Amphotericin B

N-Zahl-Tabelle | Empfindlichkeitsmuster YST vs. Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus Spezies |Il |IR |RI |RR |RS |SR |Total |keine | minor | major | keine | minor | major
C. dubliniensis 1 |1 2 1 1 0 50 50 0

C. kefyr 1 1 1 0 0 100 |O 0

C. krusei 1 1 1 0 0 100 |O 0

C. norvegensis 2 2 2 0 0 100 (O 0

C. parapsilosis 1 1 1 0 0 100 |0 0

C. pelliculosa 1 1 2 1 0 1 50 0 50
C. tropicalis 3 3 0 0 0
—
T. mucoides

Total 4 |2 |10 38 3 |1 58 42 12 4 72,4 20,6 6,9

Differenzen: keine: SS; Il; RR  minor: SI; IS; IR;RlI  major: SR; RS

b) gegeniber Fluconazol

N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster YST vs. Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus Spezies [ Il | IS | RR | SI | SR | SS | Total |keine | minor | major | keine | minor | major
C. dubliniensis 1 1 2 1 1 0 50 50 0
C. kefyr 1 1 1 0 0 100 0 0
C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 1 1 2 2 0 0 100 0 0
C. parapsilosis 1 1 1 0 0 100 0 0
C. pelliculosa 2 2 0 2 0 0 100 0
C. tropicalis 3 2 0 1 66,7 33,3

—
T. muciodes
Total 1| 3 2 1|15 36 58 39 4 15 67,2 6,9 25,9

Differenzen: keine: SS; Il; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS



Das Testergebnis eines einzelnen Isolates gegeniber Amphotericin B kann
somit sowohl durch die Methode als auch durch das Testmedium beeinflusst

werden.

Aufgrund dieses Ergebnisses stellte sich die Frage nach den wesentlichen
Faktoren und dem Ausmald der durch sie hervorgerufenen Beeinflussung.

Betrachtet man die Zusammensetzung der untersuchten N&hrmedien, so
lassen sich drei wesentliche Komponenten aufzeigen, in denen sie sich
unterscheiden: das Basismedium, das Puffersystem sowie der Methylenblau-

Zusatz.

3.2.3 Einfluss der N&hrmedien: Faktorenanalyse im Mikrodilutionstest

gegeniber Amphotericin B und Fluconazol

Die Analyse des Einflusses dieser Komponenten erfolgte durch einen Vergleich
der Empfindlichkeitsdaten von je zwei Nahrmedien, bei denen die gesuchte
Komponente die einzige Variante war. Hierfir ergaben sich die folgenden
Vergleiche:

Vergleich der Basisnahrb6éden RPMI und YST:

RPMI-S vs. YST

Vergleich der Puffersysteme MOPS-Puffer und Phosphatpuffer nach Sgrensen:
RPMI-MB vs. RPMI-S

Einflul3 des Methylenblau-Zusatzes:

RPMI-E vs. RPMI-MB

3.2.3.1 Einfluss des Basisnahrbodens (RPMI-S vs. YST)

RPMI-S ist ein mit Methylenblau und Phosphatpuffer nach Sgrensen versetztes
RPMI-Medium. YST, ein modifiziertes HR-Medium, enthalt die gleiche
Konzentration Methylenblau und den gleichen Phosphatpuffer wie RPMI-S,

sodass die einzige Differenz im Basismedium liegt. Bezogen auf das
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Gesamtkollektiv verhielten sich 87,9% der Isolate in YST resistent, in RPMI-S
hingegen nur 5,2% (Tab. E 22). 50 der 58 Isolate reagierten in RPMI-S
sensibler auf Amphotericin B als in YST (Tab. E 23). Das RPMI-Medium
erzielte also in dieser Mikrodilutionstestung hoéhere Empfindlichkeiten der
Candida-Isolate gegeniiber APH als YST.

Gegeniber Fluconazol verhielten sich dieselben Isolate vollig anders: Bezogen
auf das Gesamtkollektiv zeigte sich, dass in YST mehr als doppelt so viele
Isolate sensibel gegenlber FCA reagierten, wie in RPMI-S (Tab. E 22). Rund
die Halfte der Hefen (49,1%) reagierte in YST sensibler als in RPMI-S, die
andere Halfte verhielt sich in beiden Medien gleich (Tab. E 23).

Tab. E22: Vergleich der SIR-Verteilung des Gesamtkollektivs gegenuber
Amphotericin B (APH) bzw. Fluconazol (FCA) in YST und RPMI-S im
Mikrodilutionstest (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Nahrboden S I R |TotalN S I R Total %
YST 1 6 | 51 58 1,7 | 10,3 87,9 100
APH RPMI-S 17 | 38 | 3 58 29,3 | 65,5 5,2 100
Differenz -16 | -32 | 48 0 -27,6 | -55,2 82,7 0
YST 51 | 4 2 57 89,5 7 3,5 100
FCA RPMI-S 24 | 9 | 24 57 42,1 | 15,8 42,1 100
Differenz 27 | -5 | -22 0 474 | -8,8 -38,6 0
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Tabelle E 23: Vergleich der Empfindlichkeiten der Hefen gegeniiber Amphotericin B (APH)
bzw. Fluconazol (FCA) im Mikrodilutionstest in RPMI-S und YST
basierend auf der SIR-Einteilung (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Gruppe N RP-S=YST RP-S>YST YST>RP-S
n % n % n %

Calb 44 5 11,4 38 86,4 1 2,3
APH nCalb 12 1 8,3 11 91,7 0 0
nCan 2 1 50 1 50 0 0

Total 58 7 12,1 50 86,2 1 1,7

Calb 43 21 48,8 0 0 22 51,2

FCA nCalb 12 7 58,3 0 0 5 41,7
nCan 2 1 50 0 0 1 50

Total 57 29 50,9 0 0 28 49,1

RP-S=YST: Ergebnis in beiden Nahrmedien gleich (Muster: SS; II; RR)
RP-S>YST: Testergebnis in RP-S sensibler als in YST (Muster: SI; IR; SR)
YST>RP-S: Testergebnis in YST sensibler als in RP-S (Muster: IS; RI; RS)

Die Unterteilung in minor- und major-Differenzen zeigte, dass gegenuber
Amphotericin B bei den non-C. albicans-Isolaten der Anteil der major-
Differenzen mit 50% (sechs von zwolf) doppelt so hoch lag, wie bei den
C.albicans Isolaten (elf von 44 Isolaten, das entspricht 25%) (Tab. E 24a).

In 16 der 17 major-Differenzen waren die Isolate in RPMI-S sensibel und in YST
resistent (SR). Innerhalb der Gruppe der non-C.albicans-lsolate zeigten sich

artabhangige Unterschiede.

Gegeniber Fluconazol hingegen traten in der Gruppe der C. albicans-Isolate
mit 46,5% aller Isolate haufiger major-Differenzen auf als unter den
non-C. albicans-Isolaten (8,3%) (Tab. E 24b). In allen 21 major-Differenzen
reagierten die Isolate in RPMI-S resistent und in YST sensibel. Das Ergebnis ist

somit genau umgekehrt zu dem gegentber Amphotericin B.
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Tab. E 24:

Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse der Ergebnisse

des Mikrodilutionstests im Nahrmedium mit RPMI als Basis (RPMI-S)

und im Nahrmedium mit YST als Basis (YST). Empfindlichkeitsmuster:
RPMI-S (1. Buchstabe) ; YST (2. Buchstabe) Inkubationszeit: 48
Stunden

a) gegeniiber Amphotericin B

N-Zahl-Tabelle | Empfindlichkeitsmuster (n) | Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus/ Spezies | SI |[SR| Il | IR |RS|RR| =100% | keine | minor | major | keine | minor | major

C. albicans 10| 5 |28 | 1 44 5 28 11 11,4 | 63,6 | 25

C. dubliniensis 2 2 0 0 2 0 0 100

C. kefyr 1 1 0 0 1 0 0 100

C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0

C. norvegensis 2 2 0 0 2 0 0 100

C. parapsilosis 1 1 0 1 0 0 100 0

C. pelliculosa 1|1 2 0 1 1 0 50 50

C. tropicalis 3 3 0 3 0 0 100 0

nCalb 1|6 4 1 12 1 5 6 83 | 41,7 | 50

T. mucoides 1 1 2 1 1 0 50 50 0

Total 1 (16| 5 (33| 1|2 58 7 34 17 12,1 | 58,6 | 29,3
Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;Rl  major: SR; RS

b) gegeniber Fluconazol

N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster (n) Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus/Spezies | Il | IS| Rl | RR | RS | SS | =100% | keine | minor | major | keine | minor | major
C. albicans 1| 2 20 | 20 43 21 2 20 48,8 4,7 | 46,5
C. dubliniensis 1 1 2 0 1 1 0,0 50,0 | 50,0
C. kefyr 1 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. krusei 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. norvegensis 1 2 1 1 0 50,0 | 50,0 0,0
C. parapsilosis 1 1 0 1 0 0,0 |[100,0| 0,0
C. pelliculosa 2 2 2 0 0 100,0| 0,0 0,0
C. tropicalis 1 2 3 2 1 0 66,7 | 33,3 0,0
nCalb 213 |1 2 1 3 12 7 4 1 58,3 | 33,3 8,3
T. mucoides 1 1 2 1 1 0 50,0 | 50,0 0,0
Total 3|16 |1 2 21 | 24 57 29 7 21 50,9 | 12,3 | 36,8
Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS
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3.2.3.2 Einfluss des Puffersystems ( RPMI-S vs. RPMI-MB)

Wahrend das Medium RPMI-MB mit MOPS (3-(N-Morpholino)-propanesulfonic
acid) — Puffer gepuffert ist, liegt bei RPMI-S ein Phophatpuffer nach Sgrensen
vor. Anstonsten sind die beiden Nahrmedien identisch (einschlie3lich des
Zusatzes von 0,5mg/L Methylenblau). Der Einfluss des jeweiligen
Puffersystems wurde folglich anhand der in diesen beiden Medien erhobenen
SIR-Ergebnisse untersucht (Tab. E 25).

Im Vergleich der SIR-Verteilung des Gesamtkollektivs zeigte sich, dass bei
Zugabe des MOPS-Puffers, also in RPMI-MB, 86,2% mehr Isolate resistent
reagierten, als mit Phosphatpuffer (RPMI-S) (Tab. E 25). Rund 90% der
Candida-Isolate verhielten sich gegeniber Amphotericin B in RPMI-S und
somit bei Verwendung von Phosphatpuffer, sensibler als in RPMI-MB
(Tab. E 26). Von den beiden T. mucoides — Isolaten (nCan) reagierte eines in

beiden Medien identisch, das andere ebenfalls in RPMI-S sensibler.

Gegenuber Fluconazol verhielten sich in RPMI-MB, also in dem Medium mit
MOPS-Puffer, fast doppelt so viele Isolate des Gesamtkollektivs sensibel, wie in
RPMI-S (Tab. E 25). Jeweils rund die Halfte der C. albicans-Isolate reagierten
in beiden Medien gleich, bzw. in RPMI-MB sensibler (Tab. E 26). Von den non-
C. albicans-Isolaten reagierten zwei Drittel in beiden Medien gleich, also

unabhangig vom Puffersystem.

Tab. E 25: Vergleich der SIR-Verteilung des Gesamtkollektivs auf RPMI-MB und
RPMI-S im Mikrodilutionstest (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Nahrboden S I R |TotalN S I R | Total %
RPMI-MB 1 | 4 | 53 58 1,7 | 69 | 91,4 | 100
RPMI-S 17 | 38 | 3 58 293 | 655 | 52 100
APH Differenz 16 | -34 | 50 0 276 | -58,6 | 86,2 0
RPMI-MB 47| 5 | 5 57 825 | 88 | 88 100
RPMI-S 24 | 9 | 24 | 57 | 421 | 158 | 42,1 | 100
FCA Differenz 23 | -4 | -19 0 404 | -7 | -333 0




Tabelle E 26: Vergleich der Empfindlichkeiten der Hefen gegentiber APH, bzw. FCA
im Mikrodilutionstest in RPMI-MB und RPMI-S basierend auf der SIR-
Einteilung (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Gruppe N RP-MB=RP-S | RP-MB>RP-S | RP-S>RP-MB
n % n % n %
Calb 44 5 11,4 0 0 39 88,6
APH nCalb 12 1 8,3 0 0 11 91,7
nCan 2 1 50 0 0 1 50
Total 58 7 12,1 0 0 51 87,9
Calb 43 20 46,5 22 51,2 1 2,3
FCA nCalb 12 8 66,7 3 25 1 8,3
nCan 2 1 50 1 50 0 0
Total 57 29 50,9 26 45,6 2 3,5

RP-MB=RP-S: Ergebnis in beiden Nahrmedien gleich (Muster: SS; II; RR )
RP-MB>RP-S: Testergebnis in RP-MB sensibler als in RP-S (Muster: SI; IR; SR)
RP-S>RP-MB: Testergebnis in RP-S sensibler als in RP-MB (Muster: IS; RI; RS)

Eine Unterteilung in die einzelnen Empfindlichkeitsmuster und in major- und
minor-Differenzen verdeutlichte, dass gegenuber Amphotericin B bei etwa
einem Viertel (25,9%) aller Isolate major-Differenzen vorlagen (Tab. E 27a).
Dabei war in allen Fallen das Ergebnis in RPMI-S sensibel und in RPMI-MB
resistent. Jedoch variierte der Anteil der major-Differenzen in Abh&angigkeit von
der Candida-Art: Bei rund 70 % der C.albicans-Isolate lag eine minor-Differenz
vor, so dass nur 18,2% der C.albicans Stamme einen relevanten
Empfindlichkeitsunterschied aufwiesen. In der Gruppe der non - C.albicans-
Isolate wies das Bild im Vergleich zur vorherigen Analyse eine gewisse
Ahnlichkeit auf: So waren es wieder C. dubliniensis, C. kefyr, C. norwegensis
und C. pelliculosa bei denen major-Differenzen vorlagen. C.krusei blieb
unabhangig vom Nahrmedium resistent. Ebenso blieb eines der beiden
Trichosporum mucoides-Isolate (MY 1365 Il) unabhangig vom Puffersystem.

Der zweite Stamm (M 4853 1) zeigte auch hier eine minor-Differenz (RI).

Gegeniuber Fluconazol lagen bei 44,2% der C. albicans-lsolate major
Differenzen vor, wobei 18 dieser 19 Isolate in RPMI-MB sensibel und in RPMI-S
resistent reagierten. Die C. albicans-Isolate verhielten sich unter Zugabe von

MOPS-Puffer also haufig deutlich empfindlicher gegentiber Fluconazol als mit
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Phosphatpuffer (Tab. E 27b). Darliber hinaus zeigte ein C. dubliniensis — Isolat

(MY 2815) eine major-Differenz (wahrend das andere in beiden Nahrmedien

identisch reagierte): Auch dieses Isolat verhielt sich bei Zugabe von MOPS-

Puffer sensibel, wahrend es in RPMI-S resistent reagierte.

Ahnlich wie schon bei der Untersuchung der Basismedien sind auch die

Ergebnisse gegentber den beiden Antimykotika kontréar.

Tab. E 27:

Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse der Ergebnisse des
Mikrodilutionstests im Nahrmedium mit MOPS-Puffer (RPMI-MB) und im
Nahrmedium mit Phosphatpuffer nach  Sgrensen (RPMI-S)
Empfindlichkeitsmuster: RPMI-MB (1. Buchstabe); RPMI-S (2. Buchstabe)

Inkubationszeit: 48 Stunden

a) gegeniber Amphotericin B

N-Zahl-Tabelle | Empfindlichkeitsmuster (n) | Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus/ Spezies |[SS|IS | Il | RI |[RS|RR| =100% |keine| minor | major | keine | minor | major
C. albicans 1(1(3(30|8]|1 44 5 31 8 11,4 | 70,5 | 18,2
C. dubliniensis 2 2 0 0 2 0 0 100
C. kefyr 1 1 0 0 1 0 0 100
C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 2 2 0 0 2 0 0 100
C. parapsilosis 1 1 0 1 0 0 100 0
C. pelliculosa 2 2 0 0 2 0 0 100
C. tropicalis 3 3 0 3 0 0 100 0
nCalb 4 |7 |1 12 1 4 7 8,3 33,3 | 58,3
T. mucoides 1 1 2 1 1 0 50 50 0
Total 1 (1|3 |3]|15]| 3 58 7 36 15 12,1 | 62,1 | 25,9
Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;Rl  major: SR; RS
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b) gegenuber Fluconazol

N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster (n) Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus/Spezies | Il | IR | RI | RR | RS | SI| SR | SS |N=100% | keine | minor | major | keine | minor | major
C. albicans 1 1 1 3| 18 | 19 43 20 4 19 46,5 | 9,3 | 44,2
C. dubliniensis 1 1 2 1 0 1 50,0 | 0,0 50,0
C. kefyr 1 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. krusei 1 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. norvegensis 1 1 2 1 1 0 50,0 | 50,0 0,0
C. parapsilosis 1 1 0 1 0 0,0 |[100,0| 0,0
C. pelliculosa 2 2 2 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. tropicalis 1 2 3 2 1 0 66,7 | 33,3 0,0
nCalb 3|11 2 1 1 3 12 8 3 1 66,7 | 250 | 8,3
T. mucoides 1 1 2 1 1 0 50,0 | 50,0 0,0
Total 3121 3 1 5119 | 23 57 29 8 20 50,9 | 14,0 | 351

Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS

3.2.3.3 Einfluss von Methylenblau (RPMI-E vs.RPMI-MB)

Um zu untersuchen, ob die Zugabe von Methylenblau im Mikrodilutionstest von
Candida-Hefen gegenuber APH von Vorteil ist, wurden die RPMI-Medien
RPMI-E (ohne Methylenblau) und RPMI-MB (mit Methylenblau) zum Vergleich
herangezogen.

Im Vergleich der SIR-Verteilung des Gesamtkollektivs zeigte sich, dass bei
Zugabe von Methylenblau, also in RPMI-MB, rund 20% mehr Resistenzen
auftraten, als ohne Methylenblau (RPMI-E) (Tab. E 28). Bei Unterteilung in die
Subkollektive fand sich, dass die Uberwiegenden Teile aller drei Isolat-Gruppen
in RPMI-E und RPMI-MB gleich sensibel gegenuber Amphotericin B
reagierten (Tab. E 29). Ein Viertel der untersuchten Candida — Isolate reagierte
jedoch sensibler in RPMI-E, welches den Methylenblau-Zusatz nicht hatte
(Tab. E 28).

57




Tab. E 28: Vergleich der SIR-Verteilung des Gesamtkollektivs in RPMI-MB und
RPMI-E im Mikrodilutionstest (Inkubationszeit: 48 Std.)

Antimykotikum | Nahrboden S I R |TotalN S I R | Total %
RPMI-E 3 |14 | 41 58 52 | 24,1 | 70,7 | 100
RPMI-MB | 1 | 4 | 53 58 1,7 | 69 | 91,4 | 100
APH Differenz 2 |10 | -12 0 35 | 17,2 | -20,7 0
RPMI-E 39| 2 | 17 58 67.2 | 3,4 | 29,3 | 100
RPMI-MB | 48 | 5 | 5 58 828 | 86 | 86 100
FCA Differenz 9| 3| 12 0 156 | -5,2 | 20,7 0

Wahrend gegentiber Amphotericin B 20,7% mehr Isolate des Gesamtkollektivs
in RPMI-MB Resistenzen zeigten, waren gegenuber Fluconazol in RPMI-E
20,7% mehr Resistenzen zu verzeichnen (Tab. E 28). Obwohl die meisten
Isolate (74,1%) des Gesamtkolletkivs in beiden Medien gleich gegenuber
Fluconazol reagierten, verhielten sich 27,3% der C. albicans-Isolate in
RPMI-MB (also mit Zugabe von Methylenblau) sensibler als in RPMI-E
(Tab. E 29). Auf der anderen Seite reagierten zwei der zwolf non - C. albicans -
Isolate in RPMI-E sensibler als in RPMI-MB. Wie sich in Tab. E 30b zeigt,

handelt es sich hierbei um die beiden C. pelliculosa — Isolate.

Tabelle E 29: Vergleich der Empfindlichkeiten der Hefen gegentber APH, bzw. FCA
im Mikrodilutionstest in RPMI-E und RPMI-MB basierend auf der SIR-
Einteilung (Inkubationszeit: 48 Std.)

RP-E=RP-MB | RP-E>RP-MB RP-MB>RP-E

Antimykotikum | Gruppe N n % N % n %

Calb 44 33 68,1 11 25 3 6,8
APH nCalb 12 9 75 3 25 0 0
nCan 2 2 100 0 0 0 0

Total 58 41 70,6 14 24,2 3 51

Calb 44 31 70,5 1 2,3 12 27,3
FCA nCalb 12 10 83,3 2 16,7 0 0
nCan 2 2 100 0 0 0 0

Total 58 43 74,1 3 5,2 12 20,7

RP-E=RP-MB: Ergebnis in beiden Nahrmedien gleich (Muster: SS; II; RR)
RP-E>RP-MB: Testergebnis in RP-E sensibler als in RP-MB (Muster: SI; IR; SR)
RP-MB>RP-E: Testergebnis in RP-MB sensibler als in RP-E (Muster: IS; RI; RS)
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Wie die Detailanalyse zeigte, ergaben sich gegenuber Amphotericin B nur
insgesamt drei major-Differenzen (Tab. E 30a). Es handelte sich dabei um zwei
C.albicans-Isolate und um ein C. pelliculosa-Isolat. In allen drei Fallen
reagierten die Isolate ohne Zugabe von Methylenblau (also in RPMI-E) sensibel
und mit Zugabe (also in RPMI-MB) resistent. Auffallig war auch die geringe

Rate an Differenzen in der non - C.albicans - Gruppe.

Gegeniuber Fluconazol hingegen lagen bei 27,3% aller Isolate major-
Differenzen vor. Diese setzten sich ausschliel3lich aus C. albicans — Isolaten
zusammen und verhielten sich in RPMI-E (also ohne Methylenblau) resistent
und in RPMI-MB sensibel (Tab. E 30b). Wahrend also rund ein Viertel der
untersuchten Hefen gegentiber Amphotericin B ohne Zugabe von Methylenblau
sensibler reagierten, verhielt sich etwa der gleiche Anteil gegentiber FCA mit

Zugabe von Methylenblau zum Medium sensibler.

Tab. E 30: Isolat-bezogene SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse der Ergebnisse des
Mikrodilutionstests im Nahrmedium ohne Methylenblau (RPMI-E) und im
Nahrmedium mit Methylenblau (RPMI-MB) (Inkubationszeit: 48 Stunden)
Empfindlichkeitsmuster: RPMI-E (1. Buchstabe); RPMI-MB (2. Buchstabe)

a) gegeniber Amphotericin B

N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster (n) | Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus/Spezies |[SR|IS| Il |IR|RI| RR | =100% | Keine | minor | major | keine | minor | major
C. albicans 211|129 2| 28 44 30 12 2 68,2 | 27,3 | 45
C. dubliniensis 1 1 2 1 1 0 50 50 0
C. kefyr 1 1 1 0 0 100 0 0
C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 2 2 2 0 0 100 0 0
C. parapsilosis 1 1 1 0 0 100 0 0
C. pelliculosa 1 1 2 0 1 1 0 50 50
C. tropicalis 3 3 3 0 0 100 0 0

nCalb 1 2 9 12 9 2 1 75 16,7 8,3
T. mucoides 2 2 2 0 0 100 0 0
Total 3|12 |11| 2| 39 58 41 14 3 70,7 | 24,1 52
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b) gegeniber Fluconazol

N-Zahl-Tabelle | Empfindlichkeitsmuster (n) | Total-N Differenzen (n) Differenzen (%)
Genus / Spezies ||l RR RS |SI |SS | =100% | keine | minor | major | keine | minor | major
C. albicans 2| 12 1| 29 44| 31 1 12 705 | 2,3 27,3
C. dubliniensis 1 1 2| 2 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. kefyr 1 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. krusei 1 1 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. norvegensis 1 1 2 2 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. parapsilosis 1 1] 1 0 0 100,0 | 0,0 0,0
C. pelliculosa 2 2] O 2 0 0,0 |100,0| 0,0
C. tropicalis 1 2 3| 3 0 0 100,0 | 0,0 0,0
nCalb 2 3 2 5 12| 10 2 0 83,3 | 16,7 | 0,0
T. mucoides 2 2| 2 0 0 100,0 | 0,0 0,0
Total 2 5| 12 3| 36 58| 43 3 12 74,1 | 5,2 20,7

Differenz: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS

Die beiden untersuchten C. pelliculosa — Isolate zeigten gegeniber beiden
Antimykotika eine hohere Empfindlichkeit ohne die Zugabe von Methylenblau,
wahrend die zwei Trichosporon mucoides — Isolate in beiden Medien gegentber
Amphotericin B gleichermal3en resistent und gegeniber Fluconazol

gleichermalRen sensibel reagierten.

3.2.4 Vergleich der Ergebnisse des Mikrodilutionstests mit denen des
E-Testes fur die Nahrmedien YST und RPMI-E bei Verwendung von

Amphotericin B

Es zeigte sich in der Empfindlichkeitsmuster-Analyse, dass in beiden Medien
bei rund zwei Dritteln (YST: 70,7%; RPMI-E: 62,1%) aller Isolate eine major-
Differenz zwischen den beiden Testmethoden resultierte (Tab. E 31a und b).
Dabei reagierten die Hefen in allen Fallen im E-Test sensibel und beim
Mikrodilutionstest resistent. Bei beiden Testmethoden identisch verhielten sich
hingegen nur drei Isolate in YST, bzw. sechs Isolate in RPMI-E, wobei sich die
betreffenden Stdmme aus allen drei Subkollektiven zusammensetzten. Die

Anzahl an major-Differenzen zwischen den E-Test- und den Mikrodilutionstest-
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Ergebnissen unter den C. albicans-Isolaten lag mit 81,8% in YST deutlich
hoher als in RPMI-E (68,2%), wahrend unter den nCalb-Isolaten in RPMI-E

haufiger major-Differenzen resultierten als in YST (41,7% vs. 33,3%).

Tab. E 31: Isolat-bezogene

Amphotericin B:
(2.Buchstabe) nach 48 Stunden

SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse

Ergebnis

im MDT (1.Buchstabe) vs.

gegenuber
im E-Test

a) inYST
N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster MDT vs. E-Test Differenz (n) Differenz (%)
Genus Spezies | IS | RI RR RS | SS |Total keine | minor | major | keine | minor | major
C. dubliniensis 2 2 0 0 2 0 0 100
C. kefyr 1 1 0 0 1 0 0 100
C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 2 2 0 2 0 0 100 0
C. parapsilosis 1 1 0 1 0 0 100 0
C. pelliculosa 1 1 2 0 1 1 0 50 50
C. tropicalis 3 0 3 0 0
T. mucoides
Total 6 | 8 2 41 1 58 3 14 41 5,1 24,1 70,7

Differenzen: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI  major: SR; RS

b) in RPMI-E
N-Zahl-Tabelle Empfindlichkeitsmuster MDT vs. E-Test Differenz (n) Differenz (%)
Genus Spezies IS | Rl | RR RS | SS | Total | keine | minor | major | keine | minor | major
C. dubliniensis 1 1 2 0 1 1 0 50 50
C. kefyr 1 1 0 0 1 0 0 100
C. krusei 1 1 1 0 0 100 0 0
C. norvegensis 2 2 0 0 2 0 0 100
C. parapsilosis 1 1 1 0 0 100 0 0
C. pelliculosa 1 1 2 1 1 0 50 50 0
C. tropicalis 3 0 2 1 66,7 | 33,3
T. mucoides
Total 14 | 2 3 36 3 58 6 16 36 10,4 27,5 62,1
Differenzen: keine: SS; II; RR  minor: SI; IS; IR;RI major: SR; RS




3.3 Untersuchungen zum Einfluss der Ndhrmedien an den Kontrollstammen

Bei der Untersuchung der Kontrollstamme wurde der Mikrodilutionstest nicht
wie bei den Testen der Klinischen Isolate nur mit den Antimykotika
Amphotericin B und Fluconazol durchgefuhrt, sondern zusatzlich um die
Antimykotika Flucytosin (FCY), Itraconazol (ITR) und Voriconazol (VOR)
erweitert. Bei den Untersuchungen wurde deutlich, dass, abhangig vom
verwendeten Antimykotikum, unterschiedlich starke Differenzen zwischen den
in den verschiedenen Medien erzielten Ergebnissen resultierten
(Tabellenanhang: Tab. E 32, E 33).

Tendenziell spiegelten sich die gefundenen Trends an den kumulativen

resistenten Anteilen der Kontrollstdmme wider (Tab. E 34).

Tabelle E 34: Anteil der resistenten Isolate gemal der SIR-Einteilung der Kontroll-
stamme gegenlber unterschiedlichen Antimykotika auf verschiedenen N&hrmedien
nach 48 Std.( Auszug aus Tab. E 33)

Medium Anteil resistenter Isolate Total
APH | FCA | ITR | VOR | FCY

n 16 5 11 5 3 16

RPMI-E % 100| 31,3| 68,8| 31,3| 18,8 100
n 2 2 2 1 4 14

RPMI-S % 143| 14,3| 14,3 7,1| 28,6 100
n 15 3 8 3 5 16

RPMI-MB | % 93,8| 18,8| 50,0 18,8| 31,3 100
n 16 2 5 0 6 16

YST % 100| 12,5| 31,3 0,0 37,5 100
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4. Diskussion

4.1  Art-Verteilung der Hefe-lsolate

Grundlage der Empfindlichkeits-Testungen dieser Arbeit bildeten 145 klinische

Hefe-lsolate aus der Routinediagnostik mit einem bewusst gewéahlten
Schwerpunkt (84,1%, n=122) von lIsolaten aus dem Mund- und Rachen-
Bereich. Die Art-Verteilung dieses Kollektives, mit 89 (73%) C. albicans-, 31
(25,4%) non-C. albicans- und zwei (1,6%) non-Candida-Isolaten (Tab. M 02,
MR-Bereich) entsprach mit einer gewissen Schwankungsbreite der in der

Literatur zu erwartenden Verteilungen (Tab. D 01).

So zeigte sich z.B. in einer Studie mit 136 alteren Versuchspersonen (Alter:
> 60 Jahre) aus Minas Gerais/Brasilien eine orale Hefe-Verteilung von 62,7%
C. albicans- und 37,3% non-C. albicans-Isolaten (20% C.
C. glabrata, 5,3% C. parapsilosis und 2,7% C. guillermondii) (RESENDE DE et

al. 2006). C. albicans machte damit, wie auch in der vorliegenden Arbeit und in

tropicalis, 9,3%

Tab. D 01 : Art-Verteilung der Hefen im Mundraum in verschiedenen Studien

Darwazeh | Cartledge Hamza Badiee Mane Eigene
Autor(en) et al et al. et al. et al. et al. Ergebnisse
Herkunft der Patienten| Jordanien England Tanzania Iran Indien | Deutschland
Spezies % n % n % n % n % n % n
C. albicans 845 | 78 | 89,7 |826| 84,5 | 250 | 49,2 96 (809|776 | 73 80
C. glabrata 2,9 3 59 | 54 | 6,8 20 | 23,1 45 | 43| 4 | 74 9
C. tropicalis 0,7 6 2,7 8 1 2 53| 5| 33 4
C. parapsilosis 15 3 53| 5| 41 5
C. krusei 22 |20 | 34 10 | 11,8 23 32| 3 | 25 3
C. kefyr 8,7 9 02 | 2 1 3 2,6 5 1,6 2
C. dubliniensis 0,3 1 9,7 19 2,5 3
andere Candida- 1 1 0,3 3 0,3 1 11 1 4 5
Saccharomyces spp. 8,7 9 1,1 | 10 1 3
andere Hefe-Spezies | 3 3° 16 | 2°
Total (n = 100%) 103 921 296 195 94 122

# Aspergillus niger (n=1), Yarrowia lipolytica (n=1), Cryptococcus lauronitii (n=1)

® Geotrichum (G.) capitatum (n=1); Rhodotorula (R.) mucillaginosa (n=1)
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anderen Arbeiten (Tab. D 01), den grof3ten Anteil der im Mund-/Rachen-Bereich

vorkommenden Hefearten aus.

Jedoch scheint C. albicans nicht wuniversell in der Mundhohle die
vorherrschende Hefeart zu sein, wie eine Untersuchung der geografischen
Unterschiede in der oralen Hefeflora des Menschen am Beispiel Zentral-Chinas
(239 Personen) und der Ostkiste Nordamerikas (483 Personen) zeigte (XU et
al. 2003): Bei dem Kaollektiv aus Nordamerika waren 90,6% der isolierten Hefen
Candida albicans, wéahrend dieser Anteil bei den Isolaten aus China nur 9,4%
ausmachte. C. parapsilosis (39,4%) und C. guillermondii (21,3%) wurden als
Uberwiegende Hefespezies bei dem Untersuchungskollektiv aus China
nachgewiesen, wéahrend bei den untersuchten Personen aus Nordamerika
C. guillermondii 0% bzw. C. parapsilosis nur 3,1% des Gesamtkollektivs

ausmachten.

Auch andere Autoren stellten regionale Unterschiede in den Hefeverteilungen
fest: In einer Studie mit 256.882 Hefe-Isolaten aus 41 verschiedenen Landern
wurde im Zeitraum zwischen 1997 und 2007 die Hefeverteilung in finf
Regionen der Welt verglichen (PFALLER et al. 2010). Die Isolate stammten
dabei jedoch von verschiedenen Korperregionen. Der Anteil an C. albicans
machte in jener Studie zwischen 64% und 67% der Isolate aus den Raumen
Asien/Pazifik, Europa und Nahost/Afrika aus, aber nur 51,8% der Isolate aus
Lateinamerika und 48,9% der Isolate aus Nordamerika. Die zweithaufigste Hefe
in Nordamerika war mit 21,1% C. glabrata, wahrend diese Spezies in Europa
einen Anteil von 11,3%, in Lateinamerika sogar nur von 7,4% ausmachte. In
Lateinamerika war C. tropicalis mit 13,2% relativ verbreitet, wohingegen diese
Spezies in Europa mit 4,9% des Gesamtkollektivs deutlich seltener vorkam. Bei
einigen Spezies veranderte sich jedoch Uber den Zeitraum der Studie die
Pravalenz: So verringerte sich der Anteil von C. albicans am Gesamtkollektiv in
den ersten sieben Jahren um 8%, C. glabrata, C. tropicalis und C. parapsilosis

gewannen hingegen an Bedeutung mit einer Zunahme zwischen 1,5 und 2,6%.



Im europaischen Raum ist bei Tragern von acrylathaltigen Totalprothesen
C. albicans die Spezies, die am haufigsten in der Mundhdhle nachgewiesen
werden kann: In einer Untersuchung von 128 Prothesentrdgern wurden bei
27,7% derer ohne orale Stomatitis und 81,5% derer mit oraler Stomatitis
C. albicans nachgewiesen (FIGUEIRAL et al.2007). Dabei lag der Wert hoher
als in einer Studie aus 2003, in der gezeigt werden konnte, dass in 72% der
Falle C. albicans an der Entstehung einer durch Totalprothesen bedingten
Stomatitis beteiligt war. Mit jeweils 8,5% waren C. krusei und C. tropicalis,
gefolgt von C. glabrata (6,3%) die nachst haufigsten Candida-Arten (DAR-
ODEH et al. 2003).

4.2 Empfindlichkeitsverteilung gegeniiber Amphotericin B und Fluconazol

Die in vitro - Empfindlichkeitstestung in der oben erwahnten Studie von DAR-
ODEH et al. (2003) erfolgte mittels E-Test. Alle isolierten C. albicans-Isolate
erwiesen sich gegenuber Amphotericin B (MHK90= 0,75mg/l) als sensibel.
Gegeniber Fluconazol (MHKoo=6mg/l) waren 92% der C. albicans-Isolate
sensibel.

In der vorliegenden Arbeit verhielten sich 96% der C. albicans-Isolate sensibel
gegenuber Amphotericin B (MHK90=0,25mg/l, MHK50=0,25mg/l). Jedoch lag
die Amphotericin B-Konzentration bis zu der ein Isolat als sensibel bezeichnet
wurde in der Studie von DAR-ODEH et al. (2003) bei 1mg/l, wohingegen in
dieser Arbeit ein Breakpoint von 0,25mg/l zugrunde gelegt wurde. Beim
Vergleich der MHK90-Werte gegeniber Amphotericin B wurde deutlich, dass
die aus dem Mund- und Rachenraum isolierten C. albicans-Isolate in der
vorliegenden Arbeit empfindlicher gegeniber Amphotericin B waren als die in
den Untersuchungen von DAR-ODEH et al. (2003): Es lag eine Differenz der
MHK90-Werte von drei E-Test-, bzw. zwei geometrischen Konzentrationsstufen

Vor.
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Bei einer Untersuchung der Empfindlichkeiten von 56 Candida albicans-Isolaten
von HIV-Patienten mit oropharyngealer Candidiasis resultierten im E-Test
gegenuber Amphotericin B ein MHK90-Wert von 0,78mg/l und ein MHK50-Wert
von 0,39mg/l (RUHNKE et al.1996). Beide Referenzwerte lagen also, bei
Bertcksichtigung der in der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegten Breakpoints,
im intermediar-sensiblen Bereich. Gegeniuber Fluconazol erwies sich der
MHK50-Wert mit 25mg/l ebenfalls als intermediar-sensibel, wohingegen MHK90
(=265mg/l) im resistenten Bereich lag. Eine Ubereinstimmung der E-Test-
Ergebnisse mit der parallel getesteten Mikrodilution lag bei Amphotericin B in
78%, bei Fluconazol in 67% der Falle vor.

4.3 Einflussnahme der Testmethode

Die in vitro - Empfindlichkeiten von Hefe-Isolaten werden in unterschiedlichem
MaflRe von der angewandten Testmethode beeinflusst, wie dies auch die
folgende Untersuchung an 30 Patienten mit Zahnprothesen assoziierter
Candidiasis (KOGA-ITO et al. 2008) zeigte. Wahrend im E-Test MHK50 und
MHK90 gegentber Amphotericin B mit 0,5mg/l im intermediar-sensiblen Bereich
lagen, war der MHK9o0o-Wert im Mikrodilutionstest (nach CLSI M-27 A2-
Protokoll) mit 8mg/l im resistenten Bereich zu finden. Der MHK50-Wert war
1mgl/l.

Gegenuber Fluconazol war die Differenz zwischen den Ergebnissen der beiden
Testmethoden noch deutlicher: Im E-Test lagen beide Referenzwerte mit
0,25mg/l (MHK50) und 0,75mg/l (MHK90) im sensiblen Empfindlichkeitsbereich.
Im Mikrodilutionstest befand sich der MHK50 Wert mit 8mg/l zwar noch im
sensiblen Bereich, aber dennoch bei einer signifikant hoheren Konzentration
(Differenz von funf geometrischen Stufen). Der MHK90-Wert war mit einer
Konzentration von 64mg/l hingegen als resistent zu bewerten. Mit einer
Differenz von sieben geometrischen Stufen gegeniber dem MHK90-Wert des

E-Tests war auch dieser Wert als signifikant hoher einzustufen. Die
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Ubereinstimmung der Ergebnisse von E-Test und Mikrodilutionstest lag bei
Amphotericin B bei 66,7%, bei Fluconazol bei 53,3%.

In den eigenen Untersuchungen ergaben sich &ahnlich hohe Werte bei der
Untersuchung von Amphotericin B: 66,7% der Isolate zeigten eine
Ubereinstimmung (Differenz < 2 Verdiinnungsstufen) in den Ergebnissen von
E-Test und Mikrodilution. Bei 32,6% des Gesamtkollektivs waren die MHK-
Werte des E-Tests signifikant niedriger als die des Mikrodilutiontests (Differenz
> 2 Verdiunnungsstufen). Bei der Testung mit Fluconazol lag die
Ubereinstimmung mit 88,2% hingegen deutlich héher als in der Studie von
Koga-Ito mit 53,3%.

In  einer Untersuchung an 121 klinischen Candida-Isolaten, deren
Empfindlichkeits-Verteilung gegentiber Amphotericin B sowohl im E-Test als
auch im Mikrodilutionstest untersucht worden war, zeigten 15,7% des
Gesamtkollektivs im E-Test einen um mindestens zwei Verdinnungsstufen
geringeren MHK-Wert als im Mikrodilutionstest (ARENDRUP et al. 2001). Bei
den ubrigen 84,3% der Isolate lag eine Ubereinstimmung (Differenz von < 2
Konzentrationsstufen) zwischen den Ergebnissen der beiden Testmethoden
vor. Gegenuber Fluconazol stimmten die Ergebnisse von 76 % der Isolate in
beiden Testverfahren tberein (Differenz von < 2 Verdinnungsstufen). 4% aller
Isolate reagierten im E-Test jedoch sensibler als im Mikrodilutionstest (Differenz
von > 2 Konzentrationsstufen). Die tUbrigen 20% (24 C. albicans-Isolate und ein
C. tropicalis-Isolat) konnten wegen des Auftretens eines Trailing-Phanomens

nicht ausgewertet werden.

Noch hdhere Kongruenzen zwischen E-Test und Mikrodilution zeigten sich in
einer Studie des Mikrobiologischen Instituts der Universitat Heidelberg an 512
Candida-Spezies: 88,7% der gegenuber Amphotericin B getesteten Isolate
wiesen Ubereinstimmende Ergebnisse in den beiden Testverfahren (Differenz
von < 2 Verdunnungsstufen) auf, bei Fluconazol waren es sogar 97,5% (FLECK
et al. 2007)
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Bei den anderen von FLECK et al. untersuchten Antimykotika - Flucytosin,
Voriconazol und Caspofungin - traten ebenfalls kaum nennenswerte Unter-
schiede auf (Ubereinstimmung von > 96%). Dennoch werden Differenzen
zwischen den Test-Ergebnissen mit Blick auf das Resistenzverhalten der Hefen
deutlich: 5,6% der C. glabrata-Isolate waren im Mikrodilutionstest (MDT)
resistent gegenuber Amphotericin B, wahrend im E-Test keine resistenten
Isolate dieser Spezies vorkamen. Gegenuber Fluconazol erwiesen sich im MDT
5%, im E-Test 8,1% der C. glabrata-Isolate als resistent. Bei C. krusei zeigten
sich gegenuber Fluconazol im E-Test deutlich mehr Isolate resistent (94,7%) als
im MDT (15,8%). Gegenuber Amphotericin B waren im E-Test 21,1%, im MDT
hingegen 52,8% der C. krusei-Isolate resistent. In dieser Studie fanden sich
also gegenuber Amphotericin B mehr resistente Isolate im MDT, gegentber
Fluconazol hingegen im E-Test. Auch gegenuber den hier nicht nadher
erwahnten Antimykotika Flucytosin und Voriconazol kamen im E-Test zumeist

mehr Resistenzen vor als im MDT.

Die eigenen Untersuchungen zeigten ein &hnliches Bild: Im Mikrodilutionstest
erwiesen sich 87,5% des Gesamtkollektivs als resistent gegenuber
Amphotericin B, im E-Test lediglich 7,6%. Anndhernd gleich viele Resistenzen
kamen hingegen bei beiden Testverfahren gegenuber Fluconazol vor (E-Test:
6,2%, MDT: 8,3%).

Es zeigte sich also, dass die Unterschiede in der Empfindlichkeitsverteilung in
den zwei Testverfahren bei verschiedenen Antimykotika nicht einheitlich waren

sondern teilweise sogar kontrar.

Fur Posaconazol fanden sich in einer Testung von 124 C. albicans-Isolaten im
E-Test tendenziell hohere MHK-Werte als im Mikrodilutionstest (SIMS et al.
2006): Der MHK90-Wert lag mit 8mg/l im E-Test zwei Verdlinnungsstufen tber
dem entsprechenden Wert des Mikrodilutionstestes (2mg/l). Im E-Test erwiesen

sich 13,9% der Isolate, im MDT 15% als resistent. Die Ubereinstimmung der
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beiden Testmethoden innerhalb einer Differenz von + 2 Verdinnungsstufen
betrug 82%.

In der eigenen Arbeit zeigte sich bei der Untersuchung der Kontrollstamme
ebenfalls, dass der Einfluss der Testmethode auf die Hefe-Empfindlichkeiten in
Abhangigkeit vom jeweils verwendeten Antimykotikum variiert (Kapitel 3.1.2):
Der MHK90-Wert lag in der Untersuchung mit Itraconazol im E-Test bei > 4mg/l
und damit mehr als zwei Verdinnungsstufen hoéher als im Mikrodilutionstest
(MHK90=1mg/l). Gegenuber Amphotericin B erwies sich dasselbe Hefe-Kollektiv
jedoch im E-Test als empfindlicher.

Auch in anderen Studien wurden die unterschiedlichen Reaktionen auf die
beiden Testverfahren bei Verwendung verschiedener Antimykotika thematisiert:
OZCAN et al. (2010) beschrieb in seiner Untersuchung an 46 Candida-Isolaten
groRere Ubereinstimmungen zwischen den in den beiden Testmethoden
(E-Test und Mikrodilutionstest) ermittelten Empfindlichkeiten gegenuber
Voriconazol (95,6%), als gegenuber Amphotericin B (84,7%) und Fluconazol
(80,4%)).

Die Relation der Ergebnisse von E-Test und Mikrodilution zueinander scheint
aulRerdem bei verschiedenen Candida-Spezies unterschiedlich zu sein:

So lag die Ubereinstimmung zwischen den beiden Testverfahren bei
C. dubliniensis, C. krusei und C. lusitaniae in der bereits zitierten Studie von
SIMS et al. (2006) bei je 100%, bei C. glabrata hingegen nach 48 Stunden nur
bei 77,8%. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden erwiesen sich sogar nur
25% der Ergebnisse von Mikrodilutions- und E-Test als identisch. Vermutlich
hangt diese Diskrepanz mit den Wachstumseigenschaften von C. glabrata
zusammen (OZCAN et al., 2010).

In einer Studie an 238 Candida-Isolaten unterschiedlicher Spezies wurde die
Empfindlichkeitsverteilung gegeniber Fluconazol in verschiedenen Testver-

fahren untersucht. C. albicans reagierte im Mikrodilutionstest deutlich
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empfindlicher als im E-Test, C. tropicalis und C. glabrata hingegen verhielten
sich im E-Test sensibler und C. parapsilosis erwies sich als unabhéangig von der
Testmethode (Tab. D 02, D.L. SEWELL et al. 1994).

Tab. D 02: Vergleich der MHK50- und MHK90-Werte verschiedener Candida-Spezies
in Abhangigkeit von der Methode der Empfindlichkeitsbestimmung
(SEWELL et al (1994), Auszug aus Tabelle 1)

Spezies (n) Testmethode MHK50 (mg/l) MHK90 (mg/l)

C. albicans (122) E-Test 1 >256
Mikrodilution 0,5 1

C. parapsilosis (23) E-Test _ 1 4
Mikrodilution 1 4

C. tropicalis (45) E-Test 0,25 0,5
Mikrodilution 1 >512

C. glabrata (41) E-Test 1 4
Mikrodilution 8 32

In der bereits zitierten Studie von FLECK et al. (2007) lieRen sich derartige
Unterschiede zwischen den Candida-Spezies nicht bestatigen: Hier lagen die
MHK90-Werte von C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis und C. parapsilosis im
Diffusionstest gleichermalen eine Verdinnungsstufe niedriger als im Mikro-
dilutionstest. Fur C. krusei resultierten in beiden Testverfahren MHK90-Werte
von 2mg/l, womit sich lediglich eine geringfugige Differenz gegeniber dem

Verhalten der anderen Candida-Spezies abzeichnete.

Die Ursache fur die von manchen Autoren beschriebenen unterschiedlichen
Verhaltensreaktionen verschiedener Hefen in E-Test und Mikrodilution
gegeniber demselben Antimykotika ist bis dato unklar.

Ein Grund dafir mag jedoch in der Verwendung von unterschiedlichen
Nahrmedien bei den unterschiedlichen Formen der Empfindlichkeitstestung
liegen.

So gibt das CLSI M27-A3 Protokoll fur die Mikrodilutionstestung von
Antimykotika RPMI1640 als Medium vor, fur Disc-Diffusiontests in dem Protokoll
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M44-A2 Miuller-Hinton Agar mit 0,5mg/l Methylenblau. Der E-Test ist von
seinem Grundcharakter zu den Diffusionstesten zu rechnen. Eine normgerechte
Empfindlichkeitstestung verlangt dann die Verwendung unterschiedlicher
Nahrmedien, wie es in der bereits zitierten Studie von SIMS et al. (2006)
konsequenterweise erfolgte.

Im Folgenden wird daher der Frage nach der Einflussnahme der Nahrmedien
auf das Ergebnis der Empfindlichkeitsbestimmung von Hefen der Gattung

Candida nachgegangen.

4.4 Einflussnahme des Ndhrmediums

In der Literatur stand bereits mehrfach der Einfluss des Nahrmediums auf die
minimalen Hemmkonzentrationen in der Empfindlichkeits-Testung von Pilzen
zur Diskussion: In einer Studie an 4936 Candida-lsolaten wurde im E-Test
gegenuber Amphotericin B untersucht, inwieweit die Nahrmedien Muller-Hinton-
Agar (MH-Agar) (mit 0,5mg/l Methylenblau) und RPMI1640 Einfluss auf die
MHK-Werte der Hefen hatten (PFALLER et al. 2004). Die auf MH-Agar
ermittelten MHK-Werte erwiesen sich dabei als geringfligig niedriger (Differenz
< 2 geometrische Stufen) als die auf RPMI1640. Eine Ubereinstimmung auf
beiden Nahrmedien lag je nach untersuchter Spezies zwischen 86,4%
(C. tropicalis) und 98,1% (C. albicans).

Zu einem ahnlichen Ergebnis war PFALLER et al. schon 2003 bei der
Untersuchung von 236 C. glabrata— Isolaten im E-Test gekommen: Auf
RPMI1640 traten bei 14% der Isolate Resistenzen gegeniber Fluconazol auf,
auf Mdller-Hinton-Agar (mit 0,5mg/l Methylenblau) hingegen nur bei 12%. Die
Reproduzierbarkeit der E-Test-Ergebnisse von drei Testansatzen erwies sich in
einer Studie an 50 Candida-Isolaten gegenuber Fluconazol bei beiden Medien
als annahernd gleich: Die direkte Ubereinstimmung der MHK-Werte (Differenz
von 0 Verdinnungsstufen) lag mit 63,1% auf Miller-Hinton-Agar (mit 0,5mg/l
Methylenblau) geringfiigig hoher (60,7% auf RPMlIies0), wéhrend die
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Reproduzierbarkeit mit einer Schwankungsbreite von £1 Verdinnungsstufe mit
94% der Isolate auf RPMI1640 hoher war als auf MH-Agar (90,2%) (BARRY et
al. 2002).

Die Ursache fiur das zum Teil unterschiedliche Verhalten der Hefen in den
beiden Nahrmedien ist moglicherweise in deren Zusammensetzung zu finden.
Die Medien unterschieden sich im Wesentlichen in drei Bestandteilen, namlich
im Basismedium (RPMI vs. Miuller-Hinton-Agar), im Puffersystem (3-(N-

Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS) nur in RPMI1640) und im Zusatz von

Methylenblau (nur im MH-Agar).

Der Einfluss dieser Komponenten (Basismedium, Puffer, Methylenblau-Zusatz)
wurde in der vorliegenden Arbeit am Empfindlichkeitsverhalten von 59 Candida-
Isolaten, die in den Voruntersuchungen ein verlassliches Wachstum gezeigt
hatten, modellhaft untersucht. Hierfir erfolgte die Empfindlichkeitbestimmung
aus demselben Inokulum gleichzeitig in Yeast-Susceptibility-Testmedium (YST
+ Phosphatpuffer + 0,5mg/l Methylenblau) und drei RPMI-Derivaten mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen (RPMI-E: RPMI + MOPS; RPMI-MB:
RPMI + MOPS + 0,5mg/l Methylenblau; RPMI-S: RPMI + Phosphatpuffer +
0,5mg/l Methylenblau) im Mikrodilutionstest.

4.4.1 Einfluss des Basismediums

29,3% der Isolate zeigten bei der Untersuchung der Basismedien YST und
RPMI-S (beide Medien mit Phosphatpuffer und 0,5mg/l Methylenblau) im Test
gegenuber Amphotericin B eine major-Differenz (Differenz von zwei SIR-
Empfindlichkeitsklassen: sensibel-resistent, bzw. resistent-sensibel). 16 dieser
17 Candida-Isolate (11 C. albicans und verschiedene andere Candida-Hefen)
reagierten in RPMI-S sensibel und in YST resistent. Gegenuber Fluconazol
zeigten sich bei 36,8% major-Differenzen, wobei alle besagten 21 Candida-
Isolate (20 C. albicans und ein C. dubliniensis) in RPMI resistent waren, in YST

hingegen sensibel. In den eigenen Untersuchungen wurde also ein
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Antimykotika spezifischer Einfluss des Basismediums auf die Hefe-
Empfindlichkeit deutlich.

In einer Studie an acht Candida-Kontroll-Stammen wurden deren Empfindlich-
keiten gegenuber Caspofungin im Mikrodilutionstest untersucht. Dabei fand die
Testung parallel in den Nahrmedien AM3, RPMI1640 und anderen statt
(BARTIZAL et al. 2003). Beide Nahrmedien wurden mittels eines 3-(N-
Morpholino)-Propansulfonsaure-Puffers (MOPS) auf pH7 eingestellt und
beinhalteten kein Methylenblau, sodass die Basismedien direkt verglichen
werden konnten. Bei einer Verdinnung von 2x102 Kolonien/ml lag der MHK50-
Wert in AM3 bei 0,28mg/l, in RPMI1640 bei 1,2mg/l, und auch der MHK90-Wert
war in AM3 (0,41mg/l) deutlich niedriger angesiedelt als in RPMI1640 (1,54mg/).
Damit zeigte sich auch fur Caspofungin ein Einfluss der Basismedien auf die
Empfindlichkeitsergebnisse in der Testung von Hefen, &hnlich wie in der

vorliegenden Arbeit fir Amphotericin B und Fluconazol.

An 312 Candida-Isolaten verschiedener Spezies wurde in einer Studie der
Einfluss verschiedener Medien und Testverfahren auf die MHK-Werte
gegeniiber Voriconazol untersucht (PFALLER et al. 2000). Eine Uberein-
stimmung (Differenz < 2 Verdinnungsstufen) von 98% aller Isolate lag beim
Vergleich von E-Test und Mikrodilution (MDT) jeweils auf/in RPMI1640 vor. Die
Ergebnisse vom MDT (in RPMI1640) und E-Test infauf AM3 stimmten hingegen
nur in 89% uberein. Auch hier war das Basismedium die einzige Variable, die
zu der geringeren Ubereinstimmung der Ergebnisse fiihren konnte.

Der Einfluss des N&ahrmediums auf die MHK-Werte von Candida-Isolaten
scheint dariber hinaus Art-spezifisch zu variieren. So gab es bei
C. guilliermondii und C. lusitaniae unabhéngig vom im E-Test verwendeten
Medium eine Ubereinstimmung mit der Mikrodilution von 100%, wahrend bei
C. glabrata zwischen E-Test und MDT im gleichen Medium (RPMI1640) eine
91%ige, zwischen E-Test auf AM3 und MDT in RPMI1640 aber nur eine 58%ige
Konkordanz der Ergebnisse vorlag (Tab. D 03).
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Tab. D 03: Ubereinstimmung (Differenz < 2 Verdunnungsstufen) zwischen E-Test auf
RPMI1640 bzw. AM3 und der Mikrodilution in RPMI1640 im Test von 312
Candida-Spezies gegenuber Voriconazol (PFALLER et al. 2000; Tabelle 2

- Auszug)
Spezies 0 Ubereinstimmung (%) MDT (RPMI1640) mit E-Test
RPMI1640 AM3
C. albicans 174 99 97
C. glabrata 55 91 58
C. tropicalis 31 100 90
C. parapsilosis 39 100 92
C. krusei 5 100 80
C. lusitaniae 2 100 100
C. guilliermondii 6 100 100
Total 312 98 89

Auch in den eigenen Untersuchungen zeigte sich eine Art-Spezifitat hinsichtlich
des Einflusses des Nahrmediums auf die Hefeempfindlichkeiten: Gegenuber
Fluconazol waren 46,5% der C. albicans- und 50% der C. dubliniensis-Isolate in
RPMI-S resistent, jedoch in YST sensibel. Bei den Ubrigen Candida-Spezies
lagen dagegen keinerlei major-Differenzen vor.

Im Test gegenuber Amphotericin B waren die Diskrepanzen zwischen den
verschiedenen Spezies weniger deutlich ausgepragt.

4.4.2 Einflussnahme durch das Puffersystem

Zur Untersuchung der Einflussnahme des Puffersystems auf die Hefe-
Empfindlichkeiten wurden in den eigenen Untersuchungen die Mikrodilutions-
Ergebnisse bei Verwendung zweier verschiedener RPMI-Derivate verglichen:
RPMI-S enthielt einen Phosphatpuffer nach Sgrensen, RPMI-MB hingegen
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS) als Puffer. Beide Medien waren
mit Methylenblau angereichert, wodurch als einziger Unterschied das

Puffersystem blieb.
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Gegenuber Amphotericin B zeigten 25,9% des Gesamtkollektivs major-
Differenzen, von denen sich alle 15 betreffenden Isolate in RPMI-MB als
resistent und in RPMI-S als sensibel erwiesen.

Gegeniber Fluconazol fand sich ein dazu genau kontrares Verhalten: In 35,1%
des Gesamtkollektivs lagen major-Differenzen vor. Darunter erwiesen sich 19
Isolate als sensibel in RPMI-MB und resistent in RPMI-S und nur ein einzelner
C. albicans-Stamm reagierte in RPMI-S sensibel und daftr in RPMI-MB

resistent.

In dieser Untersuchung fluhrte also die Verwendung von Phosphatpuffer in der
Testung gegenuber Amphotericin B zu niedrigeren minimalen Hemm-
konzentrationen, gegeniber Fluconazol zu héheren als in MOPS-Puffer. Der
Einfluss des Puffersystems auf die Hefeempfindlichkeiten zeigte also deutliche
Antimykotika-spezifische Unterschiede. Wie schon bei der Untersuchung der
Basismedien zeigten in der Testung gegentber Fluconazol wiederum
ausschliel3lich Isolate der Spezies C. albicans (44,2%) und C. dubliniensis
(50%) ,major-Differenzen* zwischen den mit MOPS- und Phosphatpuffer
ermittelten Werten.

Gegenuber Amphotericin B verhielten sich 18,2% der C. albicans- und 100%
einiger nicht-C. albicans-Spezies (C. dubliniensis, C. kefyr, C. norvegensis und
C. pelliculosa) bei Verwendung von MOPS-Puffers resistent, von
Phosphatpuffer hingegen sensibel. Auch der Einfluss des Puffersystems ist also

ein Art-spezifisches Phanomen.

Mittels Agardilutionstest wurde in einer Untersuchung der Einfluss
unterschiedlicher Puffersysteme (Endomethylentetrahydrophthalsdure (EMTA),
Phosphat, MOPS und ohne Puffer) auf die Empfindlichkeit verschiedener
Candida-Spezies gegenuber Fluconazol untersucht (WERNER et al. 1993). Als
Basismedium diente dabei jeweils Casitone-Agar. Bei Pufferung mit EMTA oder
Phosphat wurden etwa gleich hohe MHK-Werte erzielt, wobei alle Hefen auf

phosphatgepuffertem Casitone-Agar deutlich langsamer wuchsen. Bei beiden
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Puffern lagen die Werte jedoch bis zu sechs Titerstufen (meist Differenzen von
=25mg/l) unter denen, die bei Zugabe von MOPS- oder ohne Puffer erreicht

wurden.

Anders als in den eigenen Untersuchungen reagierten die Candida-Stamme in
dieser Studie also gegeniber Fluconazol bei Zugabe von MOPS-Puffer weniger
empfindlich als mit Phosphatpuffer. Inwieweit das Basismedium Casitone-Agar
anstatt RPMI1640 oder YST dabei eine Rolle spielt, bedarf noch einer
wissenschaftlichen Abklarung.

In einer anderen Studie wurden modellhaft vier C. parapsilosis — Isolate nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Platichentest parallel auf vier
unterschiedlichen  RPMI-Derivaten  gegenuber  Anidulafungin  getestet
(ODABASI et al. 2003). Eines der vier Isolate reagierte unter Zugabe von
Phosphatpuffer zum Basismedium (eingestellt auf pH7) resistent (kein
Hemmbhof erkennbar), wahrend es bei Verwendung von MOPS-Puffer einen
7mm breiten Hemmhof ausbildete. Die anderen drei Isolate verhielten sich
unabhangig vom Puffersystem. Die Senkung des pH-Wertes im Phosphat-
gepufferten Medium von pH7 auf pH4 flhrte bei drei der vier Stamme zu einer
erhohten Sensibilitat gegentber Anidulafungin, sodass diese Isolate folglich
einen groReren Hemmhof und damit eine héhere Empfindlichkeit aufwiesen als
unter MOPS-Pufferung. Die Erh6hung der Konzentration des MOPS-Puffers um
das zehnfache hatte hingegen keinen Einfluss auf die Hefe-Empfindlichkeiten.

Der Einfluss des Puffersystems auf die Hefeempfindlichkeiten wurde in der
Literatur bislang wenig diskutiert. Zur Verifizierung der in den eigenen
Untersuchungen erkennbaren Antimykotika- und Art-Spezifitat des Einflusses
durch das verwendete Puffersystem bedarf es weiterer wissenschaftlicher

Abklarung.
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4.4.3 Einflussnahme durch Methylenblau

Der Zusatz von Methylenblau (0,5mg/l) zum Basismedium erfolgt mit der
Zielsetzung einer verbesserten Endpunktbestimmung des Wachstums flr die
Festsetzung der MHK (DIN 58940-81) bzw. der Hemmhofzone (CLSI-Protokoll
M44-A2).

Zur Untersuchung des Einflusses von Methylenblau auf die Empfindlichkeiten
von Candida-Hefen wurden in dieser Arbeit die Nahrmedien RPMI-E (ohne
Methylenblau) und RPMI-MB (mit 0,5mg/l Methylenblau) verglichen. Beide
RPMI-Derivate enthielten MOPS als Puffersystem, sodass die einzige Variable
in der Zugabe des Methylenblau-Zusatzes bestand.

Lediglich 5,2% aller Isolate (zwei C. albicans- und ein C. pelliculosa-Stamm)
zeigten gegenuber Amphotericin B deutliche Methylenblau-abhangige
Differenzen in ihrer Empfindlichkeit  (major-Differenzen), wobei die drei
betreffenden Isolate ohne den Zusatz sensibel, mit dem Zusatz jedoch resistent
waren.

Gegenuber  Fluconazol erwiesen sich 20,7% aller Isolate als
Methylenblau-abhéngig. Bei allen zwolf betroffenen Isolaten handelte es sich
um C. albicans-Stamme, was gut ein Viertel dieses Subkollektivs ausmachte.
Sie verhielten sich ausnahmslos im Nahrmedium mit Methylenblau sensibel
und ohne resistent.

Der Einfluss des Methylenblau-Zusatzes auf die minimale Hemmkonzentration
der Hefen erwies sich als Antimykotika-abhéngig. Dabei war das Ausmal} in der
Testung gegenitber Fluconazol ausgepragter als gegentber Amphotericin B

und in seiner Wirkung kontrar zu der gegeniiber Amphotericin B.

In einer Studie an 420 Candida-lsolaten wurden deren Empfindlichkeiten
gegenuber verschiedenen Antimykotika im Mikrodilutionstest bei Verwendung
unterschiedlicher Nahrmedien untersucht (FEGELER et al. 2003). Es zeigte
sich auf der Basis der MHK50- und MHK90-Werte, dass sich unter Zugabe von
0,25mg/l Methylenblau zum High-Resolution-Medium die MHK-Werte in
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Abh&ngigkeit vom Antimykotikum unterschiedlich verhielten: Die MHK50-Werte
variierten in beiden Medien maximal um eine Verdinnungsstufe. Sie waren
somit als ,gleich® zu betrachten, da die Variationen im Bereich der
Schwankungsbreite der Methode lagen. Anders hingegen war das Verhalten
der MHK90-Werte. Wahrend die Werte in beiden Medien fur Flucytosin und
Amphotericin B identisch waren und damit der Methylenblau-Zusatz keinen
Einfluss auf die Hefe-Empfindlichkeiten hatte, lagen die MHK90-Werte fur die

Azolantimykotika mit dem Zusatz niedriger.

Tab. D 04: Einfluss des Methylenblau-Zusatzes auf die minimale Hemmkonzentration

von Candida-Isolaten gegeniiber verschiedenen Antimykotika (FEGELER et

al. 2003)
Antimykotika MHKs50 (mg/l) MHKg0 (mg/l)
HR-Medium | HRM-Medium | HR-Medium | HRM-Medium

Flucytosin 0,125 0,25 32 32
Amphotericin B 2 2 8 8
Fluconazol 4 2 >128 64
Voriconazol 0,125 0,125 =16

Itraconazol 0,06 0,125 28 4

Fur Voriconazol erwies sich die Verminderung um mindestens vier
Verdinngungsstufen, von = 16mg/l (HR) auf 1 mg/l (HRM), als signifikant. Da
die MHK90-Werte fur Fluconazol und Itraconazol aul3erhalb der getesteten
Konzentrationen lagen, war fur diese beiden Antimykotika nur ein Trend zur
Verminderung aufzuzeigen (Tab. D 04).

Auch in dieser Untersuchung wurde also der Antimykotika-spezifische Einfluss
des Methylenblau-Zusatzes auf die Hefe-Empfindlichkeiten deutlich.
Entsprechend der eigenen Ergebnisse flhrte der Zusatz von Methylenblau bei
der Testung von Azolantimykotika gleichfalls zu einer Senkung der minimalen

Hemmkonzentrationen.
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5. Zusammenfassung

Amphotericin B (APH) wird in der oral topischen Form als Suspension oder
Lutschtablette am haufigsten als Antimykotikum bei oralen Mykosen
eingesetzt. Das Azolantimykotikum Fluconazol (FCA) stellt insbesondere als
Suspension oder Trockensaft eine Alternative dar. Zur Empfindlichkeits-
bestimmung der Hefen werden unterschiedliche Testverfahren eingesetzt,
wobei die Bestimmungen der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) mittels
E-Test oder Mikrodilutionstest (MDT) nach DIN 58901-84 als haufigste
angewandte Verfahren teils unterschiedliche Ergebnisse aufweisen.

An 144 Kklinischen Hefe-Isolaten wurde daher die Einflussnahme des
Testverfahrens (E-Test und Mikrodilutionstest nach DIN 58901-84) untersucht.
Als Medium wurde fur beide Testverfahren das nach DIN vorgesehene Medium
Yeast Susceptibility Testmedium (YST) verwendet. Die Auswertung erfolgte
nach 24- bzw. 48-stiindiger Inkubation bei 37T visu ell. Die hier aufgefuhrten

Ergebnisse entstammen der Analyse der MHK-Werte nach 48 Stunden.

Wahrend in 32,6% (n=47) der 144 Hefe-lsolate die MHK-Ergebnisse im E-Test
gegenuber APH signifikant niedriger als im Mikrodiluditionstest waren, lag ein
solches Ergebnis gegenuber FCA nur in 11,1% (n=16) der Isolate vor. Eine
direkte Ubereinstimmung der MHK-Ergebnisse beider Testsysteme gab es
gegeniber APH fur vier (2,8%) und gegenuber FCA fir 14 Isolate (9,7%).
Deutlich hoher lag die Ubereinstimmung im Bereich + 1 bzw. + 2
Konzentrationsstufen bei FCA mit 50,7% (n=73) bzw. 88,2% (n=127) als bei
APH mit 22,2% (n=32) bzw. 66,7% (n=96). Bei der Analyse auf der Basis der
einzelnen Isolate ergab sich fur keines der beiden Antimykotika eine signifikante
Korrelation zwischen den Ergebnissen der beiden Testmethoden.

Die Ergebnisse im E-Test lagen bei Verwendung des Antibiotika-Medium 3
(AM3) gegeniber denen auf YST fur die C.albicans-Isolate im
Schwankungsbereich der Methode und waren somit als gleich zu bewerten. Bei

den anderen getesteten Hefe-Arten traten teils Art bezogene Differenzen auf.
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In einem zweiten Schritt wurde modellhaft untersucht, ob die Ergebnisse der
Empfindlichkeitstestung in bzw. auf RPMI1640-Medium (RPMI-E), dem Medium
des CLSI-M 27A2 Standardprotokolls, mit denen des YST-Medium

vergleichbar sind.

An einem Teilkollektiv von 58 Hefe-Isolaten (44 C. albicans und zwolf andere
Candida-Isolate sowie zwei Trichosporon mucoides-Stamme) erfolgte mittels
Paralleltestung aus dem gleichen Inokulum in den Medien YST, RPMI-E,
RPMI-S und RPMI-MB die MHK-Bestimmung, um eine Einflussnahme der
Testmethode, des Nahrmediums, des Puffersystems sowie der Zugabe von
Methylenblau (0,5mg/l) auf die MHK von APH und FCA modellhaft abzuklaren.

Alle Medien besal3en eine Glucose-Endkonzentration von 2mg/l.

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die MHK-Werte visuell
abgelesen und anhand der Antimykotika-spezifischen Breakpoints in die
Empfindlichkeitsklassen ,sensibel” (S), ,intermediar* (1) und ,resistent* (R)
klassifiziert. Die Auswertungen erfolgten Uberwiegend auf der Basis einer Isolat-
bezogenen SIR-Empfindlichkeitsmuster-Analyse (EMA). Als minor-Differenzen
wurden Abweichungen von * einer Empfindlichkeitsklasse (SI, IS, IR, RI)
bezeichnet. Im Gegensatz zu den major-Differenzen (SR, RS) lagen sie im

Schwankungsbereich der Methoden.

Bei einem Vergleich der beiden Nahrmedien YST und RPMI-E anhand der
E-Test-Ergebnisse nach 48 Stunden gegenuber Amphotericin B, fand sich
mittels einer Isolat-bezogenen SIR-EMA eine Ubereinstimmung der SIR-
Ergebnisse von 89,6% (52 von 58 Isolaten) sowie keine major-Differenzen. Mit
42 von 44 (95,5%) C.albicans-Isolaten lag der Anteil der Ubereinstimmung
hoher als bei den non-C.albicans Arten mit 8 von 12 Hefen (66,7%).

Im Mikrodilutionstest lagen beim Vergleich der Ergebnisse gegeniber
Amphotericin B in den Medien YST und RPMI-E die Anzahl der
Ubereinstimmungen mit 42 von 58 (72,4%) niedriger. Hier wiesen die

C.albicans-Isolate mit 30 von 44 (68,2%) Isolaten eine geringere Uber-
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einstimmung gegenuber den non-C.albicans Hefen mit 10 von 12 Stammen auf.
Von den Ubereinstimmenden Isolaten waren 38 der 42 resistent. Die vier major
Differenzen verteilten sich auf beide méglichen Empfindlichkeitsmuster (SR und
RS).

Beim Vergleich der Ergebnisse beider Medien anhand der SIR-Werte
gegeniber Fluconazol im Mikrodilutionstest fand sich zwar mit 66,7% (39 von
58 Isolaten) eine annahernd gleiche Ubereinstimmung wie in der Untersuchung
gegenuber Amphotericin B, doch lag sie hier im sensiblen Anteil (36 von 39
Hefen). Bei den 15 (25,9%) major-Differenzen waren alle Isolate in YST
sensibel und in RPMI-E resistent.

Durch die Paralleltestung in RPMI-S und RPMI-MB gemeinsam mit YST und
RPMI-E aus einem Inokulumansatz war es moglich, die Einflussnahme des
Nahrmediums, (RPMI-Svs. YST), des Puffersystems (RPMI-S mit
Phosphatpuffer nach Sgrensen vs. RPMI-MB mit MOPS) sowie der Zugabe von
Methylenblau (RPMI-E ohne Methylenblau vs. RPMI-MB mit Methylenblau) zu
analysieren, da die Medienpaare sonst jeweils identisch waren.

Bei der Analyse der major-Differenzen zeigte sich fur die Antimykotika

Amphotericin B und Fluconazol ein kontrares Verhalten. Gemeinsam war

beiden Antimykotika die Reihenfolge des Ausmales der Beeinflussung:
Nahrmedium > Puffer > Methylenblau-Zugabe. Die untersuchten Faktoren
verhielten sich jedoch fir Amphotericin B und Fluconazol genau kontrar. So
senkte z.B. der Einsatz von Phosphatpuffer den resistenten Anteil gegeniber
Amphotericin B von 91,4 % auf 5,2%, erhdhte aber den resistenten Anteil
gegenuber Fluconazol von 8,8% auf 42,1%.

Den grofRten Einfluss auf die Empfindlichkeitsverteilung der beiden Antimykotika
hatte jedoch die Methode der Empfindlichkeitstestung. Im E-Test erwiesen sich
die Isolate als signifikant sensibler als im Mikrodilutionstest, sowohl bei YST als
auch bei RPMI-E als Medium. Eine Korrelation im Sinne einer ,wenn-dann-
Beziehung“ liel3 sich in dieser Untersuchung nicht aufzeigen.

Fur Gattungs- und Art-bezogene Unterschiede, die sich teilweise andeuteten,

bedarf es weiterer Untersuchungen.
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Zusammenfassend ergibt sich, dass die Ergebnisse der Empfindlichkeits-
bestimmung gegentber Amphotericin B und Fluconazol in unterschiedlichem,
teils kontrdren Ausmald von der Testmethode, dem Na&ahrmedium, dem
Puffersystem und der Zugabe von Methylenblau beeinflusst werden.

Ein Vergleich von Ergebnissen der antimykotischen Empfindlichkeits-
bestimmung gegeniiber Amphotericin B und Fluconazol sollte daher nur dann
erfolgen, wenn die Methode und das Nahrmedium gleich sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen auch, dass die klinische Korrelation
fur jede Methode der Empfindlichkeitsbestimmung individuell erstellt werden
muss.
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6. Tabellen-Anhang

Tabelle M 02: Art-Verteilung und Entnahme-Ort der Kklinischen Isolate der
Testphase | — numerische Haufigkeit
Klinische MR-Bereich Andere
Isolate Mund- Rachen- Sputum | Blutkultur Bronchio- | Abdominal- Stuhl | Cervix | Urin Tol
Abstriche | Abstriche Pulmonal | Abstriche
C. albicans 15 73 1 1 1 91
C 1 2 1 4
C. glabrata 5 4 1 1 11
C. kefyr 1 1 1 3
C. krusei 1 2 1 4
C. lusitaniae 2 1 1 4
C 2 3 5
C 2 3 5
C 1 2 3
C. tropicalis 4 4
G. capitatum 1 2 3
R 1 1 2
S. cerevisae 1 1 1 3
T. mucoides 1 2 3
Total n 26 93 3 1 16 3 1 1 1 145
% 17,9 64,1 2,1 0,7 11,0 2,1 0,7 0,7 0,7 100

MR-Bereich = Mund- und Rachen-Bereich
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Tabelle E 01b: Empfindlichkeitsverteilung  der  klinischen Isolate  gegenuber
Amphotericin B nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden unter
Anwendung unterschiedlicher  Testverfahren (E-Test und
Mikrodilution)

Kollekiv Test sensibel intermediar | resistent Total
0,016 | 0,032 | 0,064 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 >2
n 0 10 38 37 5 1 0 0 0 91
E-Test | % 0,0 11,0 |41,8 (40,7 |55 |11 0,0 0,0 0 100,0
cavears || i e O il el e
n 0 0 0 0 3 55 32 0 0 90
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0 33 |611 356 |0,0 0 100,0
kum% | 0,0 0,0 0,0 0,0 3,3 |64,4 100,0 | 100,0 |100,0 |100,0
n 0 3 2 9 17 |3 2 4 0 40
E-Test | % 0,0 7,5 5,0 225 425 |75 5,0 10,0 |O 100,0
non - C. kum% | 0,0 7,5 12,5 |350 |77,5]85,0 90,0 |(100,0 |100,0 |100,0
albicans [ | no | o o | o | o | 1 Jwo 19 |7 | o | 37
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0 2,7 |27,0 51,4 |189 |0 100,0
kum% | 0,0 0,0 0,0 0,0 2,7 |29,7 81,1 |100,0 |100,0 |100,0
n 2 1 1 1 1 3 0 0 0 9
E-Test | % 222 (111 |11,12 (11,1 (11,1 |33;3 0,0 0,0 0 100,0
won—Canaa || T[22 353|444 [S5E [667 1000 109016601000 [ 1600
n 0 0 0 0 2 3 1 2 0 8
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0 25,0 |37,5 125 |250 |0 100,0
kum% | 0,0 0,0 0,0 0,0 25,0 | 62,5 75,0 |100,0 |100,0 |100,0
n 2 14 41 47 23 7 2 4 0 140
E-Test | % 1,4 10,0 |29,3 (33,6 |16,4|5,0 1,4 2,9 0 100,0
kum% | 1,4 11,4 |40,7 |74,3 |90,7 | 95,7 97,1 |100,0 |100,0 |100,0
oel ey no | o o | o | o | 6 |e8 | 52 |9 | 0 [135
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0 4,4 |50,4 385 |67 0 100,0
kum% | 0,0 0,0 0,0 0,0 4,4 154,8 93,3 |100,0 |100,0 | 100,0

kum%= kumulierende Prozentzahl




Tabelle E 02b: Empfindlichkeitsverteilung

der

klinischen

Isolate

gegenuber

Amphotericin B nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden unter

Anwendung unterschiedlicher Testverfahren (E-Test und
Mikrodilution)
Kollektiv sensibel intermediar resistent
Total
Test 0,016‘0,032‘0,064‘0,125‘0,25 0,5 1| 2‘ 4‘ 8‘>32
C. albicans
n 0 1 1 35| 51 2 0 0 0 0 91
E-Test | % 0,0 1,1 1,1| 38,5|56,0 2,2| 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1{100,0
kum% 0,0 1,1 2,2| 40,7]96,7 98,9198,9| 98,9 98,9| 98,9|100,0|100,0
' In | o o] o] of of sl e| 5| o of o 91
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 5,5]189,0 55 0,0 0,0 0,0|100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 5,5194,5|100,0 | 100,0|100,0|100,0 | 100,0
non - C. albicans
n 0 2 1 3| 10 19 2 4 0 2 43
E-Test | % 0,0 4.7 2,3 7,0|23,3 4421 4,7 9,3 0,0 4,7 0,0|100,0
kum% 0,0 4,7 70| 14,0|37,2 81,4186,0| 95,3| 95,3|100,0|100,0|100,0
In | o o] o o 1 9| 19| 12| 2| o o 43
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0| 2,3 20,9144,2| 27,9 4,7 0,0 0,0|100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0| 2,3 23,3|67,4| 95,3(100,0|100,0|100,0]|100,0
non - Candida
n 1 1 2 0 1 4 1 1 0 0 11
E-Test | % 9,1 9,1 18,2 0,0| 9.1 36,4] 9.1 9,1 0,0 0,0 0,0|100,0
kum% 91| 18,2| 36,4| 36,4|455 81,8]90,9|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0
~In ] o o] o o of 3| a4 2| 1] o o 10
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 30,0]40,0| 20,0 10,0 0,0 0,0|100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 30,0]70,0| 90,0 (100,0|100,0|100,0]|100,0
Gesamtkollektiv
n 1 4 4 38| 62 25 3 5 0 2 145
E-Test | % 0,7 2,8 28| 26,2428 17,2 21 3,4 0,0 1,4 0,7 1100,0
kum% 0,7 3,4 6,2 32,4|75,2 92,41945| 97,9| 97,9| 99,3|100,0|100,0
e o o] ol o 1 17| 104 19| 3| o] ol : 144
MDT | % 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,7 11,8172,2| 13,2 2,1 0,0 0,0|100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,7 12,5]184,7| 97,9|100,0|100,0|100,0|100,0
kum%-= kumulierende Prozentzahl

85




Tabelle E 04b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs der klinischen Isolate

gegenuber

Fluconazol

unter

Anwendung

Testverfahren (E-Test und Mikrodilution)

unterschiedlicher

sensibel intermediar resistent Total
<0,016|0,032‘0,064| 0,125‘ o,25| 0,5‘ 1| 2‘ 4‘ 8 16| 32 64‘ 128|>128
Inkubationszeit 24 Stunden
n 1 0 2 3 33| 57 19 9 6 1 0 7 1 0 1] 140
E-Test [% 07 00| 14 21| 236[40,7] 136| 64| 43| 07| 00| 50| 07 0,0[ 0,7]100,0
kum% 07| 07] 21 43| 279]686]| 82,1| 886[929| 936| 936(98,6| 99,3 99,3]100,0] 100,0
n 0 0 0 0 0 0 95 14] 11 5 3 0 7 1 0| 136
MDT [ % 00| 0,0] 0,0 00| 00| 00| 69,9| 103| 81| 37| 22| 00| 51 0,7| 0,0{100,0
kum% 00| 00| 0,0 00| 00| 00| 69,9| 80,1|882| 919 941|941 99,3 100,0|100,0 | 100,0
Inkubationszeit 48 Stunden
n 1 1 2 2 22| 59 23 8 9 4 3 2 5 1 3] 145
E-Test [% 07 07| 14 1,4] 152(40,7| 159| 55| 62| 28| 21| 14| 34 0,7 2,1{100,0
kum% 07| 14| 28 41| 19,3]|60,0| 759| 81,4[87,6] 90,3] 924|938 97,2 97,9]100,0] 100,0
n 0 0 0 0 0 0 72 24| 18 9 7 2 2 8 2| 144
MDT [ % 0,0 00| 00 00| 00| 00| 500| 16,7|125| 63| 49| 14| 14 56| 1,4]100,0
kum% 00| 0,0] 0,0 00| 00| 00| 500| 66,7[79,2| 854 90,3[91,7| 93,1 98,6|100,0] 100,0
kum%= kumulierende Prozentzahl
Tabelle E 07b: Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegentber Amphotericin B in
Abhangigkeit von der Testmethode
APH/YST sensibel intermediar resistent
Inkubationszeit Total
(Std.) Test 0,016 0,032| 0,064| 0,125| 0,25 0,5 1 2
n 1 1 4 8 7 5 0 0 26
E-Test % 38 3,8 15,4 30,8| 26,9 19,2 0,0 0,0[ 100,0
" kum% 3,8 7,7 23,1 53,8| 80,8 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
n 0 0 0 0 1 10 11 3 25
MDT % 0,0 0,0 0,0 00| 4,0 40,0 44,0 12,0 100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0 4,0 44,0 88,0 100,0| 100,0
n 0 2 1 3 11 6 6 0 29
E-Test % 0,0 6,9 34 10,3| 37,9 20,7 20,7 0,0[ 100,0
48 kum% 0,0 6,9 10,3 20,7| 58,6 79,3| 100,0| 100,0| 100,0
n 0 0 0 0 0 2 16 8 26
MDT % 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7.7 61,5 30,8 100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,7 69,2 100,0| 100,0

Kum%-= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 08b: Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegenuber
Fluconazol in Abhéngigkeit von der Testmethode
FCA/YST sensibel intermediar | resistent Total
Inkubationszeit| Test 0,5 1 2 4 8 16 32 64
n 8 7 6 2 0 0 3 0 26
E-Test | o 30,8 26,9 231| 77| 00| 00| 115 0,0| 100,0
24 kum% | 30,8 57,7 80,8| 885| 885| 88,5/ 100,0 100,0| 100,0
n 0 6 6 7 4 0 1 1 25
MDT % 0,0| 240| 240| 280| 16,0/ 0,0 4,0 4,0( 100,0
kum% 0,0| 24,0| 48,0 76,0 92,0] 92,0 96,0 100,0| 100,0
n 5 7 4 5 5 0 0 3 29
E-Test | o 17,2| 241| 138| 17,2| 17,2| 00 0,0 10,3| 100,0
48 kum% | 17,2 41,4| 55,2| 72,4| 89,7| 89,7 89,7 100,0| 100,0
n 0 2 6 9 2 3 1 3 26
MDT % 0,0 77| 231| 346 7,7] 11,5 3,8 11,5| 100,0
kum% 0,0 7,7/ 30,8| 654| 73,1| 84,6 88,5 100,0| 100,0
kum%= kumulierende Prozentzahl
Tabelle E 09b: Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegentiber Voriconazol
in Abhangigkeit von der Testmethode
sensibel intermediar | resistent Total
0,004|0,016]0,032]0,064|0,125] 0,25| 0,5] 1 2 4
Inkubationszeit 24 Stunden
n 0 4 12 6 2 2 0 0 0 0 26
E-Test % 0,0( 154| 46,2| 23,1 7,7 7,7 0,0 0,0 0,0 0,0(100,0
kum% 0,0f 154| 61,5| 84,6| 92,3|100,0|100,0|100,0 100,0 100,0|100,0
""""""" n | ol o o] 1| 5] 7| 1/ 2 ol o] 25
MDT | 9 0,0/ 00| 00| 400| 20,0| 280 4,0/ 8,0 0,0 0,0/100,0
kum% 0,0 0,0 0,0| 40,0| 60,0 88,0| 92,0(100,0 100,0 100,01 100,0
Inkubationszeit 48 Stunden
n 1 5 6 4 8 5 0 0 0 0 29
E-Test % 34| 17,2 20,7| 13,8| 27,6| 17,2 0,0 0,0 0,0 0,0(100,0
kum% 34| 20,7| 41,4| 55,2| 82,8(100,0|100,0|100,0 100,0 100,01 100,0
""""""" n | ol of o 8 2 3 7/ of s 1] 26
MDT | 9 00| o0,0| 00| 308| 77| 11,5| 26,9| 0,0 19,2 3,8/100,0
kum% 0,0 0,0 0,0f 30,8| 385| 50,0| 76,9| 76,9 96,2 100,0|100,0

kum%= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 10b: Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstdmme gegeniiber Flucytosin

in Abhangigkeit von der Testmethode

sensibel inter- resistent
mediar Total
0,004 ‘ 0,008 ‘ 0,016 ‘ 0,032 | 0,064 | 0,125 | 0,25 | 0,5 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 4 8 32 >32
Inkubationszeit 24 Stunden
n 0 1 2 1 6 4 2 2 2 0 0 0 0 6 26
E-Test | % 00 [38 |77 |38 [231 [154 |77 |77 |77 Joo0 Jo0 o0 00 [231 [100
kum% [00 |38 [11,5 |154 [385 [538 |615 [692 [769 [769 [769 [769 76,9 [100 |100
T n o o o o | 0 | o T o 16 |3 0 | o T 17 2 377 25
MDT | % 00 |00 |00 [o00 [00 |00 [00 [640 [120 [00 |00 |40 80 [12,0 |100
kum% [00 |00 |00 |00 |00 |00 |00 640 [760 [7600 [76,0 [80,0 88,0 [100 |100
Inkubationszeit 48 Stunden
n 1 0 1 1 2 6 2 3 2 1 0 0 1 9 29
E-Test |% 34 |00 [34 [34 [69 [207 [69 [103 [69 (34 |00 Jo00 34 [31,0 [100
kum% [34 |34 |69 [103 [17,2 [37,9 |448 [552 [621 [655 [655 [655 69,0 [100 |100
T n o o o T o 0o ] o | o 12 3 270 S | 47" 3T 26
MDT [ % 00 |00 |00 |00 |00 |00 |00 [423 |77 [115 [77 |38 154 [11,5 |100
kum% [00 |00 |00 |00 |00 |00 [00 [423 [500 [615 [692 [73.1 885 |100 |100
kum%= kumulierende Prozentzahl
Tabelle E 11b: Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegenuber Itraconazol
in Abhangigkeit von der Testmethode
Inkubationszeit Test sensibel intermediar resistent Total
(Std.) <0,032| 0,063| 0,125| 0,25 0,5 1 2 4|>4
n 4 5 2 5 3 5 0 2 0 26
E-Test % 15,4| 19,2 7,7 19,2 11,5] 19,2 0,0 7,7 0,0|100,0
24 || kumoo| 154 346 423 615 73.1| 923] 92:3] 100,0] 100,0|100,0|
n 10 4 4 4 2 1 0 0 0 25
MDT % 40,0/ 16,0 16,0| 16,0 8,0 4,0 00 0,0/ 0,0|100,0
kum% | 40,0 56,0 72,0 88,0 96,0| 100,0|100,0| 100,0| 100,0|100,0
n 2 6 2 5 2 4 3 2 3 29
E-Test % 6,9| 20,7 6,9 17,2 6,9 13,8 10,3 6,9 10,3|100,0
w | kamoo| 69| 276] 345 SL7] 58.6| 724] 828] 89.7]100,0[1000]
n 4 4 5 2 3 7 1 0 0 26
MDT % 15,4| 154| 192 7,7 11,5 26,9| 3,8 0,0/ 0,0/100,0
kum%| 15,4| 30,8| 50,0 57,7 69,21 96,2|100,0| 100,0| 100,0|100,0

kum%= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 12b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamt- und der einzelnen
Subkollektive der klinischen Isolate im E-Test in Abhangigkeit des
verwendeten Mediums (YST und AM3) - numerische Haufigkeit und

Prozentverteilung (Inkubationszeit: 24 Stunden)

1. Teil: sensibler Konzentrationsbereich

sensibel
Medium <0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,008 | 0,012 | 0,016 | 0,023 | 0,032 | 0,047 | 0,064 | 0,094 | 0,125 | 0,19 | 0,25
Total
Anzahl 3 1 0 1 0 5 4 15 19 39 31 10 4 5
% 2,1 0,7 0 0,7 0 35 2,8 105 | 133 | 27,3 | 21,7 7 2,8 3,5
AM3 | kum % 2,1 2,8 2,8 3,5 3,5 7 9,8 20,3 | 336 | 60,8 | 825 | 895 92,3 95,8
[~ Anzahl |~ 70 " o 1 o 1 o | 2 |" 2|4 [0 [ 17 [ T2a T2 [ T8 12 [ T11
% 0 0 0 0 0,7 0,7 2,9 7.1 121 | 171 | 20,7 | 12,9 8,6 7.9
YST | kum % 0 0 0 0 0,7 1,4 4,3 11,4 | 235 | 406 | 61,3 | 742 82,8 90,7
C. albicans
Anzahl 0 1 0 1 0 1 0 4 14 34 29 6 0 0
% 0 11 0 11 0 11 0 44 | 154 | 37,4 | 31,9 6,6 0 0
AM3 | kum % 0 11 11 2,2 2, 33 33 7.7 231 | 60,4 | 92,3 | 98,9 98,9 98,9
[~ Anzahl |~ 0 " o 1 o "o "o |" 0o |37 15  23 [2a ] 13 5 [ 0o~
% 0 0 0 0 0 0 33 7.7 16,5 | 253 | 26,4 | 14,3 5,5 0
YST | kum % 0 0 0 0 0 0 33 11 275 | 52,7 | 791 | 934 98,9 98,9
Non-C. albicans
Anzahl 2 0 0 0 0 4 4 6 4 4 2 4 4 4
% 4,8 0 0 0 0 9,5 9,5 143 | 9,5 9,5 4,8 9,5 9,5 9,5
AM3 [ kum% [ 48 4,8 4,8 4, 4,8 143 | 238 | 381 | 476 | 57,1 | 619 | 71,4 81 90,5
[~ Anzahl |~ "0 " T o 1 o "o "o |" 0o | 27270 |87 a~ 177 10"~
% 0 0 0 0 0 0 2,5 5 5 0 12,5 10 17,5 25
YST | kum % 0 0 0 0 0 0 2,5 7.5 125 | 12,5 25 35 52,5 77,5
Non-Candida
Anzahl 1 0 0 0 0 0 0 5 1 1 0 0 0 1
% 10 0 0 0 0 0 0 50 10 10 0 0 0 10
AM3 [ kum % 10 10 10 10 10 10 10 60 70 80 80 80 80 90
[~ Anzahl |~ 0 " T o T o "o | "2 |" 2 "o [T [0 [ 1[0 171 0 [ 1~
% 0 0 0 0 11,1 | 112 0 11,1 0 11,1 0 11,1 0 11,1
YST | kum % 0 0 0 0 11,1 | 222 | 22,2 | 333 | 333 | 444 | 444 | 556 55,6 66,7

kum%= kumulierende Prozentzahl
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2. Teil: intermediarer und resistenter Konzentrationsbereich

intermediar resistent
Medium 0,38 | 0,5 | 0,75 1 | 1,5 | 2 | >32 Total
Total

Anzahl 1 2 0 0 2 0 1 140

% 07 | 1.4 0 0 1,4 0 0,7 100

AM3 kum% | 96,5 97,9 [ 97,9 | 97,9 | 99,3 [ 99,3 | 100 100
I Anzahl | 4 |73 [ 1 |12 47 0o ] 07| "1a0 "

% 29 [ 221 07 | 07 | 29 0 0 100

YST kum% | 93,6 | 95,7 | 96,4 | 97,1 | 100 | 100 | 100 100

C. albicans

Anzahl 0 0 0 0 0 0 1 91

% 0 0 0 0 0 1,1 100

AM3 kum% [ 98,9 [ 989 | 98,9 | 98,9 | 98,9 | 98,9 | 100 100
I Anzahl [ 0 |71 [0 | o [ o[ o ] 0| "91 "

% 0 1,1 0 0 0 0 0 100

YST kum% | 98,9 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100

Non-C. albicans

Anzahl 0 2 0 0 2 0 0 42

% 0 4,8 0 0 4,8 0 0 100

AM3 kum% | 90,5 [ 952 [ 95,2 | 952 | 100 [ 100 | 100 100
I Anzahl | 271 1 [ 1| 12470 ] 0o7|" "2

% 5 25 | 25 | 25 | 10 0 0 100

YST kum% | 825 85 [ 875 | 90 | 100 [ 100 | 100 100

Non-Candida

Anzahl 1 0 0 0 0 0 0 10

% 10 0 0 0 0 0 0 100

AM3 kum% | 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 100 100
I Anzahl | 27171 [0 o [ o[ o] 0| "9 77

% 222|111 o© 0 0 0 0 100

YST kum% | 88,9 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 100 100

kum%= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 13b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamt- und der einzelnen
Subkollektive der klinischen Isolate im E-Test in Abhangigkeit des
verwendeten Mediums (YST und AM3) - numerische Haufigkeit und
Prozentverteilung (Inkubationszeit: 48 Stunden)

1. Teil: sensibler Konzentrationsbereich
sensibel
<0,002 | 0,008 | 0,016 | 0,023 | 0,032 | 0,047 | 0,064 | 0,094 | 0,125 | 0,19 | 0,25
Medium Total
n 0 0 1 2 2 1 3 11 27 39 | 23
% 0 0 0,7 1,4 1,4 0,7 2,1 7,6 18,6 | 26,9 [ 159
YST [ kum% 0 0 0,7 2,1 3,4 4,1 6,2 138 | 324 [593 ] 752
""" [ T - T N T R T AN T AT N7 R R IR RV R IR R
% 2,1 0,7 0 0,7 0,7 6,2 166 | 276 29 41 | 41
AM3 | kum% 2,1 2,8 2,8 34 4,1 10,3 269 | 545 | 834 [ 876|917
C. albicans
n 0 0 0 0 1 0 1 10 25 36 | 15
% 0 0 0 0 1,1 0 1,1 11 275 | 396 | 165
YST | kum% 0 0 0 0 1,1 1,1 2,2 132 | 40,7 | 802 | 967
""" J T T N T N YO R AN H RN N S R 7R A% A /R RO
% 0 1,1 0 0 0 5,5 143 | 374 | 363 | 44 0
AM3 | kum% 0 1,1 11 1,1 1,1 6,6 209 | 582 | 945 | 989 | 989
non-C. albicans
n 0 0 0 1 1 1 0 1 2 2 8
% 0 0 0 2,3 2,3 2,3 0 2,3 4,7 47 | 186
YST | kum% 0 0 0 2,3 4,7 7 7 9,3 14 | 186 | 37,2
""" TTh T2 o T T T T Ty e s s 2 e
% 4,7 0 0 2,3 2,3 2,3 209 | 116 186 | 47 | 14
AM3 | kum% 4,7 4,7 4,7 7 9,3 116 | 326 | 442 | 628 | 674 | 814
non-Candida
n 0 0 1 1 0 0 2 0 0 1 0
% 0 0 9,1 9,1 0 0 18,2 0 0 9,1 0
YST | kum% 0 0 9,1 18,2 18,2 182 | 364 | 364 | 364 | 455 | 455
""" TTh T T o T T o o T e T3 27Ty [T o o
% 9,1 0 0 0 0 27,3 18,2 9,1 9,1 0 0
AM3 [ kum% 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1 364 | 545 [ 636 | 727 | 727 [ 727

kum%= kumulierende Prozentzahl
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2. Teil: intermediarer und resistenter Konzentrationsbereich

intermediar resistent
Medium 0,38 | 0,5 | 0,75 1 | 1,5 | 2 | 3 | 8 | >32 Total
Total

n 15 10 1 2 2 3 1 1 1 145

% 10,3 6,9 0,7 1,4 1,4 2,1 0,7 0,7 0,7 100

YST | kum% | 855 92,4 93,1 94,5 95,9 97,9 98,6 99,3 100 100
R A ' D T - O O A

% 4,1 1,4 0 0 0,7 1,4 0 0 0,7 100

AM3 kum% 95,9 97,2 97,2 97,2 97,9 99,3 99,3 99,3 100 100

C. albicans
n 2 0 0 0 0 0 0 0 1 91
% 2,2 0 0 0 0 0 0 0 1,1 100
YST kum% 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 100 100
[ | n | 0o [ o | o | o |~ 0 |0 [To | o 1| e
% 0 0 0 0 0 0 0 0 1,1 100

AM3 kum% 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 98,9 100 100

non-C. albicans

n 12 7 1 1 1 3 1 1 0 43

% 27,9 16,3 2,3 2,3 2,3 7 2,3 2,3 0 100

YST kum% 65,1 81,4 83,7 86 88,4 95,3 97,7 100 100 100
| n | 3 | 2 | o [ o [[T171T T2 T T o T e

% 7 4,7 0 0 2,3 4,7 0 0 0 100

AM3 kum% 88,4 93 93 93 95,3 100 100 100 100 100

non-Candida

n 1 3 0 1 1 0 0 0 0 11

% 9,1 27,3 0 9,1 9,1 0 0 0 0 100

YST kum% 54,5 81,8 81,8 90,9 100 100 100 100 100 100
| n | 3 [ o | o [T o [0 o "o [TTo" "0 T 1

% 27,3 0 0 0 0 0 0 0 0 100

AM3 kum% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

kum%= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 16b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen Isolaten

gegenuber Amphotericin B in Abhangigkeit der unterschiedlichen Medien

(RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB, YST) im E-Test (Inkubationszeit: 24 Std.)

sensibel intermediar resistent

Total
Medium 0,006|0,008‘0,012‘0,016|0,023‘0,032‘0,047|0,064|0,094‘0,125‘0,19‘0,25 038| os| 1| 2
RPMI-E
N ol 4] 1| wu| 7] ] o 3] 4] 2 2] 1] 2] o] o o] s
% 00| 68| 17| 186 119| 220| 153 51| 68| 34| 34| 1.7] 34| o0o| 00| 00| 1200
kum% 00| 68| 85| 27,1 39.0| 61,0| 763| 81,4 88,1] 91,5(94,9 96610001000 100,0] 1000 100
RPMI-S
N ol 1| 1| 1| 5] 16| 13| 6] 2| 2| o 1| o o] 1| o] s
% 00| 17| 17| 17| 254 27.1| 220| 102| 34| 34| 00| 1.7] 00| oo| 17| 00| 100
kum% 00| 17| 34| 51| 305| 57,6| 79,7| 89.8| 93,2| 96,6|96,6|983] 983 98310001000 100
RPMI-MB
N 1] 1] 4] 8| w3 u| 8] 1| 7] 2| 1] 1] 1| o o] ol 5o
% 17| 17| e8] 136] 220| 186] 136 17| 19| 34| 17| 1.7] 17| oo| 00| 00| 1200
kum% 17| 34| 102] 237| 458| 644| 780| 79,7| 91,5| 94,9] 96,6 |98,3]100,0 10001000 100,0| 100
YsT
N 1] ol o 2 1| 8] o 1] 8] 2| 6] 2] 1| 1| o 2| 5o
% 17| 00| 00| 34| 17| 136] 153] 27.1| 136| 34|102] 34| 17| 17| 00| 34| 100
kum% 17| 17| 17| s1| e8| 203] 356| 627| 76,3| 79,7]89,8|932] 949 96,6| 96,6(100,0| 100

kum%= kumulierende Prozentzahl
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Tabelle E 17b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen Isolaten
gegeniuber Amphotericin B in Abhangigkeit der unterschiedlichen Medien
(RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB, YST) im E-Test (Inkubationszeit: 48 Std.)

sensibel intermediar resistent Total
Medium 0,008|0,016|0,023|0,032|0,047|0,064|0,094|0,125|o,19|o,25 O,38| 0,5|o,75 1| 1,5| 2| 3| 4
RPMI-E
N 1 0 1 5] 12] 12] 10 6] 3] 4] 2] of o 2 1 0 0 o] 59
% 17| 00| 17| 85| 203] 203| 16,9] 102] 51| 68| 34| 00| 00| 34| 17 0 0 o| 100
kum% 17| 00| 34| 11,9| 322| 525| 69,5| 79,7 (84,7 |91,5|94,9|94,9 | 94,9| 983|100, | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100
RPMI-S
N 0 1 0 6] 10| 12 14] 12] 1] 2] of o o 1 0 0 0 o] 59
% 00| 17 0| 102] 169 203 237| 203 17| 34 of o o 17 0 0|0 0| 100,0
kum% 00| 17| 17| 11,9| 288 492 | 72,9| 932|949 983983983 |98,3]100,0 1000 |100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
RPMI-MB
N 0 1 0 1 0 7| 12| 17| 11| 3] 3| of 1 1 1 0 0 1| 59
% 00| 17 o| 17 o| 119| 203| 288|186 51| 51| of 17| 17| 17 0 o| 17| 100
kum% 00| 17 0| 34 0| 153| 356 64,4|831(881]932(932|949] 966| 983 | 983 | 983|1000| 100
YST
N 0 0 1 0 0 2 2] 20] 15] 9] 3] 3] 3 0 0 1 1 of 60
% 00| 00| 17| o0 o0o| 33| 33| 333[250|150]| 50| 50[ 50| 00| oo 17| 17 0| 100
kum% 00| o0 17| 17| 17| 50| 83| 417(66,7|817]86,7|917]96,7| 967| 96,7 | 983]100,0] 1000 100
kum% = kumulierte Prozentzahl
Tabelle E 19b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen
Isolaten  gegenuber  Amphotericin B in  Abhangigkeit  der
unterschiedlichenMedien (RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB, YST) in der
Mikrodilution (Inkubationszeit: 24 Std.)
Medium sensibel intermediar resistent Total
0,063 0,125 0,25 0,5 1 2 4
n 2 2 2 33 19 0 0 58
RPMI-E % 3,4 3.4 3.4 56,9 32,8 0,0 0,0 100,0
kum% 3,4 6,9 10,3 67,2 100,0 100,0 | 100,0 100,0
n 0 0 43 12 1 0 0 56
RPMI-S % 0,0 0,0 76,8 21,4 1,8 0,0 0,0 100,0
kum% 0,0 0,0 76,8 98,2 100,0 100,0 | 100,0 100,0
RPMI- n 0 0 2 29 25 2 0 58
MB % 0,0 0,0 3.4 50,0 43,1 3.4 0,0 100,0
kum% 0,0 0,0 3.4 53,4 96,6 100,0 | 100,0 100,0
n 0 0 0 22 31 5 0 58
YST % 0,0 0,0 0,0 37,9 53,4 8,6 0,0 100,0
kum% 0,0 0,0 0,0 37,9 91,4 100,0 | 100,0 100,0

kum% = kumulierte Prozentzahl
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Tabelle E 19c: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen Isolaten

gegenuber Fluconazol in Abhangigkeit der unterschiedlichen Medien

(RPMI-E, RPMI-S RPMI-MB, YST) in der Mikrodilution
(Inkubationszeit: 24 Std.)
sensibel intermediar resistent
Medium 0,063] 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | >128 | Total
n 1| 42 1 2 3 2 1 1 5| 58
% 17| 724| 17| 34| 52| 34| 17| 17| 86/ 1000
RPMI-E  Nimw |  1,7| 74.1| 759| 793| 845| 87,9| 89,7] 91,4| 100,0| 100,0
n o] 14| 19 6 6 1 3 2 5| 56
% 00| 250| 339| 10,7| 107| 18| 54| 36| 89| 100,0
RPMI-S Mm% | 00| 250| 589| 69.6| 804| 821| 875| 91,1] 100,0| 100,0
n o| 46 3 1 3 3 1 1 0| 58
% 00| 793| 52| 17| 52| 52| 17| 17| 00] 1000
RPMI-MB I imos [ 00| 79.3| 845| 862| 91,4| 96.6| 983| 100,0| 100,0| 100,0
n ol 42 2 5 5 > 0 2 0| 58
% 00| 724| 34| 86| 86| 34| 00| 34| 00| 100,0
YST kum%| 00| 724| 759| 845| 931| 96.6| 96,6| 100,0| 100,0| 100,0

kum% = kumulierte Prozentzahl

Tabelle E 20b: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen
Isolaten gegenuber Amphotericin B in  Abhangigkeit  der
unterschiedlichen Medien (RPMI-E, RPMI-S, RPMI-MB, YST) in der
Mikrodilution (Inkubationszeit: 48 Std.)

sensibel intermediar resistent
Medium 0,125] 0,25 0,5 1 2 4| Total
n 2 1 14 33 8 0 58
% 3,4 1,7 24,1| 56,9 13,8 0,0|100,0
RPMI-E kum% 34| 52 29.3| 86,2 100,0| 100,0]100,0
n 0 17 38 3 0 0 58
% 0,0 29,3 65,5 52 0,0 0,0|100,0
RPMI-S kum% 00| 293 94,8 100,0] 100,0| 100,0|100,0
n 0 1 4 43 10 0 58
% 0,0 1,7 6,9] 741 17,2 0,0|100,0
RPMI-MB kum% 00| 17 86| 828] 100,0| 100,0|100,0
n 0 1 5 35 17 1 59
% 0,0 1,7 8,5] 59,3 28,8 1,7]100,0
YST kum% 00| 17 102| 695 983| 100,0|100,0

kum% = kumulierte Prozentzahl
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Tabelle E 20c: Empfindlichkeitsverteilung des Gesamtkollektivs an klinischen Isolaten

gegeniuber Fluconazol in Abhangigkeit der unterschiedlichen Medien

(RPMI-E, RPMI-S RPMI-MB, YST) in der Mikrodilution
(Inkubationszeit: 48 Std.)
Medien sensibel intermediar resistent Total
1 2 4 8 16 32 64 128 | >128
n 32 3 2 2 1 1 2 0 15 58
% 55,2 5,2 3,4 3,4 1,7 1,7 3,4 0,0| 25,9| 100,0
RPMI-E kum% | 55,2| 603| 638| 67,2 69,0| 70,7 741| 74,1| 100,0| 100,0
n 8 9 2 5 5 4 2 2 20 57
% 14,0 15,8 3,5 8,8 8,8 7,0 3,5 3,5| 35,1 100,0
RPMI-S kum% | 14,0| 29,8| 33,3| 42,1| 509| 57,9| 61,4| 64,9| 100,0| 100,0
n 40 6 1 1 4 1 0 2 3 58
% 69,0| 10,3 1,7 1,7 6,9 1,7 0,0 34 5,2 | 100,0
RPMI-MB | kum% | 69,0| 79,3| 81,0/ 828| 89,7| 91,4| 91,4| 94,8| 100,0| 100,0
n 31 10 3 8 4 1 1 1 0 59
% 52,5| 16,9 51| 13,6 6,8 1,7 1,7 1,7 0| 100,0
YST kum% | 525| 695| 74,6| 88,1 949| 96,6 98,3| 100,0| 100,0| 100,0

kum% = kumulierte Prozentzahl
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Tabelle E 32: SIR-Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegenlber unter-

schiedlichen Antimykotika auf verschiedenen Nahrmedien
(Inkubationszeit: 24 Std)

Itraconazol Fluconazol Voriconazol

Medium S | R Total S | R Total S | R Total

n 11 3 2 16 12 4 0 16 14 2 0 16
RPMI-E

% | 68,8 | 18,8 | 12,5 | 100,0| 75,0 | 25,0 0,0 |100,0| 87,5 | 12,5 0,0 |100,0

n 10 1 1 12 8 3 1 12 12 0 0 12
RPMI-S

% | 83,3 8,3 8,3 |100,0| 66,7 | 25,0 8,3 |100,0]100,0| 0,0 0,0 |100,0

n 10 3 3 16 13 3 0 16 16 0 0 16
RPMI-MB

% | 62,5 | 18,8 | 18,8 | 100,0| 81,3 | 18,8 0,0 |100,0]100,0| 0,0 0,0 |100,0
vsT n 13 2 1 16 13 2 1 16 16 0 0 16

% | 81,3 | 12,5 6,3 |100,0| 81,3 | 12,5 6,3 |100,0|100,0| 0,0 0,0 |100,0
. Flucytosin Amphotericin
Medium

S | R Total S | R Total

n 11 2 3 16 1 7 8 16
RPMI-E

% | 68,8 | 12,5 | 18,8 | 100,0] 6,3 43,8 | 50,0 | 100,0

n 7 2 3 12 8 3 1 12
RPMI-S

% | 58,3 | 16,7 | 25,0 | 100,0| 66,7 | 25,0 8,3 | 100,0

n 11 0 5 16 1 2 13 16
RPMI-MB

% | 68,8 0,0 31,3 | 100,0] 6,3 12,5 | 81,3 | 100,0

n 11 0 5 16 0 4 12 16
YST

% | 68,8 0,0 31,3 | 100,0] 0,0 25,0 | 75,0 | 100,0
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Tabelle E 33:

SIR-Empfindlichkeitsverteilung der Kontrollstamme gegentber

unterschiedlichen Antimykotika auf verschiedenen Nahrmedien
(Inkubationszeit: 48 Std.)

Itraconazol Fluconazol Voriconazol
S | R Total S I R Total S | R Total
n 2 3 11 16 6 5 5 16 10 1 5 16
RPMI-E
%] 12,5 | 18,8 | 68,8 | 100,0| 37,5 | 31,3 | 31,3 | 100,0] 62,5 6,3 31,3 | 100,0
n 12 0 2 14 7 5 2 14 13 0 1 14
RPMI-S
%] 85,7 0,0 14,3 | 100,0 | 50,0 | 35,7 | 14,3 | 100,0] 92,9 0,0 7,1 |100,0
RPMI- | n 5 3 8 16 9 3 3 16 13 0 3 16
MB %] 31,3 | 18,8 | 50,0 | 100,0| 56,3 | 18,8 | 18,8 | 100,0| 81,3 0,0 18,8 | 100,0
vsT n 6 5 5 16 12 2 2 16 14 2 0 16
%] 37,5 | 31,3 | 31,3 |100,0] 75,0 | 12,5 | 12,5 | 100,0} 87,5 | 125 | 0,0 |100,0
. Flucytosin Amphotericin
Medium
S | R Total | S | R Total
n 10 3 3 16 0 0 16 16
RPMI-E
%] 62,5| 18,8| 18,8 100,0 0,0 0,0 | 100,0 | 100,0
n 7 3 4 14 6 6 2 14
RPMI-S
%] 50,0 21,4| 28,6|100,0] 429 429 14,3|100,0
RPMI- n 11 0 5 16 1 0 15 16
MB % | 68,8 0,0| 31,3]| 100,0 6,3 0,0 93,8|100,0
n 8 2 6 16 0 0 16 16
YST
%] 50,0 12,5| 37,5| 100,0 0,0 0,0 | 100,0 | 100,0
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