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Zusammenfassung: Die steigende Zahl von Pilzin-
fektionen, die Entwicklung und Einfiihrung neuer anti-
mykotischer Substanzen sowie die Moglichkeit der Re-
sistenzentwicklung unter Therapie mit Antimykotika
haben in der Vergangenheit zu einem stindig wachsen-
den Bedarf an standardisierten Verfahren zur Empfind-
lichkeitstestung von pathogenen Pilzen gefiihrt. Hierbei
entstand unter anderem eine Vielzahl kommerzieller
Testverfahren, bei denen mit Hilfe vorgefertigter Test-
kits eine einfache und schnelle Durchfiihrung der Emp-
findlichkeitspriifung erzielt werden soll. Eine dieser
Methoden, welche in manchen Laboratorien in
Deutschland angewendet wird, ist das so genannte LD 2
Ring-Verfahren, welches auf dem Prinzip der Agardif-
fusion beruht unter Verwendung vorgefertigter, antimy-
kotika-beschichteter Papierringe. In der vorliegenden
Arbeit wird dieses Verfahren auf seine Reproduzierbar-
keit bei der Testung von zehn Qualitdtskontrollstimmen
hin iberpriift. Die Ergebnisse zeigen eine starke
Schwankungsbreite und somit eine schlechte Reprodu-
zierbarkeit, so dass dieses Verfahren zwar fiir die Bear-
beitung von wissenschaftlichen Fragestellungen, nicht
jedoch fiir die Routinetestung als geeignet angesehen
werden kann.

Des Weiteren erfolgte eine Untersuchung auf das Vor-
liegen eines so genannten ,,minor error*, man erhélt fiir
einen sensiblen Stamm das Ergebnis ,,resistent®, ,,major
error, man erhilt fiir einen intermediiren Stamm das
Ergebnis ,,sensibel, und ,,very major error, man erhélt
fiir einen resistenten Stamm das Ergebnis ,,sensibel.
Hierbei kam es in 16,25 % der untersuchten Fille zum
Vorliegen eines ,,minor errors*. Ein ,,major error* wur-
de nicht beobachtet.
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Summary: The increasing number of fungal infec-
tions, development and introduction of new antifungal
agents as well as the possibility of development of
resistance under therapy with antifungal agents led to a
constantly increasing demand for standardized methods
for susceptibility testing of pathogenic yeasts in the
past. A large number of commercial tests was devel-
oped, aimed at fast and easy handling of susceptibility
testing with the help of prepared test kits. One of these
methods used in some routine laboratories in Germany
is the so-called LD 2 rings-method, which is based on
the principle of agar diffusion using prepared paper
rings coated with the antifungal agent. In the following
study, this method is investigated as to its reproducibil-
ity by testing ten quality-control strains. The results
show great variations and consequently a bad reprodu-
cibility, so that although this method can be used for in-
vestigating scientific questions, it cannot be considered
suitable for routine susceptibility testing.

Additionally, the “minor error” (the test result for a sen-
sitive strain is “resistant”), “major error” (the test result
for an intermidiate strain is “sensitive”), and “very ma-
jor error” (the test result for a resistant strain is “sensi-
tive”) was analysed. Here for, 16,25 % of the investi-
gated cases showed the existence of a “minor error”.
No “major error” was observed.

Keywords: susceptibility testing; Candida; agar diffu-
sion; LD 2 rings.

ie steigende Zahl von Pilzinfektionen, die Entwick-

lung und Einfilhrung neuer antimykotischer
Substanzen sowie die Moglichkeit der Resistenzent-
wicklung unter Therapie mit Antimykotika haben in der
Vergangenheit zu einem stindig wachsenden Bedarf an
standardisierten Verfahren zur Empfindlichkeitstestung
von pathogenen Pilzen gefiihrt. Wichtige Griinde fiir
die Durchfiihrung einer aussagekriftigen Empfindlich-
keitspriifung sind zum einen die damit verbundene
Moglichkeit, eine Voraussage beziiglich Empfindlich-
keit oder Resistenz des entsprechenden Keimes zu
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treffen, des Weiteren die Auswahl des fiir den jewei-
ligen Keim aktivsten Antimykotikums zu optimieren
sowie Ursachen eines eventuellen klinischen Therapie-
versagens zu finden. Die in-vitro-Testung pathogener
Pilze wird von vielen Faktoren beeinflusst, so zum
Beispiel vom unterschiedlichen Wachstumsverhalten
der Keime, den Eigenschaften der einzelnen Anti-
mykotika wie Loslichkeit, Stabilitit und Wirkungsweise
sowie den Testbedingungen, welche unter anderem die
Zusammensetzung und den pH-Wert des Mediums, Art,
Grofe und Herstellung des Inoculums, Inkubationsdauer
und -temperatur sowie Kriterien der Endpunktbestim-
mung beinhalten [1]. Wéhrend fiir die Empfindlichkeits-
testung antibakterieller Substanzen schon seit einiger
Zeit bewihrte standardisierte Methoden existieren, tre-
ten bei der Priifung von Antimykotika immer wieder
Probleme auf, die einerseits zu einer schlechten Repro-
duzierbarkeit innerhalb eines Labors und andererseits zu
nur geringen Ubereinstimmungen von Testergebnissen
zwischen verschiedenen Labors fiihren.

Aus diesem Grund begannen zahlreiche Versuche,
standardisierte Verfahren zur Empfindlichkeitspriifung
pathogener Hefen zu entwickeln [2, 3]. Hierbei entstand
unter anderem eine Vielzahl kommerzieller Testverfah-
ren, bei denen mit Hilfe vorgefertigter Testkits eine ein-
fache und schnelle Durchfiihrung der Empfindlichkeits-
priifung erzielt werden soll, wie zum Beispiel PASCO®
4], Fungitest® [5, 6], Mycototal®, Mycostandard®,
ATB Fungus®, Candifast® [7], Sensititre Yeast One-
Methode [8] und Etest® [9]. Eine dieser Methoden, wel-
che in manchen Laboratorien in Deutschland angewen-
det wird, ist das sogenannte LD 2 Ring-Verfahren [10].
Es beruht auf dem Prinzip der Agardiffusion, wobei
vorgefertigte, mit definierten Antimykotika-Konzentra-
tionen beschichtete Papierringe verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit soll am Beispiel des LD 2
Ring-Verfahrens aufgezeigt werden, welche Probleme
sich bei der Anwendung solcher kommerzieller, nicht
validierter Testmethoden ergeben konnen, die in oben
genanntem Fall sogar den Schluss nach sich ziehen,
dass dieses Verfahren fiir die Routinetestung nicht als
geeignet angesehen werden kann.

Material und Methoden

Organismen

Es wurden zehn Qualitdtskontroll-Stimme der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren (DSMZ) verwendet, die entsprechende ATCC®-Be-
zeichnung erscheint, soweit vorhanden, in Klammern:
Candida albicans 1386 (10231), 1665 (2091), 5817
(10259), 6569 (14053), 11225 (90028), Candida gla-
brata 6425, 11226 (90030), Candida parapsilosis
11224 (90018) und Issatchenkia orientalis 6128
(6258), 70079. Alle Stimme wurden vor Durchfiihrung
der Tests frisch auf Sabouraud-Agarplatten (Becton
Dickinson, Heidelberg) iiberimpft und 24 Stunden bei
37 °C bebriitet.
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Herstellung der Ubernachtkultur

Mit einer sterilen Impfése wurden jeweils ein bis zwei
Kolonien eines frisch kultivierten Hefestammes in 5 ml
Sabouraud-Bouillon (Merck, Darmstadt) iiberimpft und
anschliefend bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

Agardiffusionsmethode unter Verwendung von LD 2-
Ringen

Aus einer 24 Stunden alten Hefe-Kultur wurden mit ei-
ner sterilen Impfose Kolonien entnommen, in 0,9%ige
NaCl-Losung iiberfiihrt und auf einen McFarland-Stan-
dard 3-4 eingestellt. Als Medium wurden Mycoplate-
Agarplatten (Heipha Diagnostika, Heidelberg, Zusam-
mensetzung in g/l: Ammoniumsulfat 3,5 g, Kalium-
phosphat 1 g, NaCl 0,1 g, Mg-Sulfat 0,5 g, Glukose
10 g, L-Histidin 10 mg, Tryptophan 20 mg, Methionin
20 mg, Asparagin 1,5 g, Agar 20 g, Vitamine, Salzlo-
sung pH 5,620,2) verwendet. Fiir die Stimme C. albi-
cans DSMZ 5817 und I. orientalis DSMZ 70 079 muss-
ten die Tests auf RPMI-Agarplatten (Heipha
Diagnostika, Heidelberg) durchgefiihrt werden, da sie
auf Mycoplate-Agar kein Wachstum zeigten. Eine ver-
gleichende Untersuchung der Bestimmung von Hemm-
hofdurchmessern bei Verwendung von Mycoplate-
Agarplatten und RPMI-Agarplatten wurde nicht durch-
gefiihrt. Zur Beimpfung wurde das Inoculum mit einem
sterilen Tupfer gleichmafig in drei Richtungen auf dem
Agar ausgestrichen, die Platten blieben anschliefend
etwa 30 min bei Raumtemperatur stehen. Dann wurde
mit einer sterilen Pinzette jeweils ein mit Antimykotika
beschichteter Papier-Ring (LD 2-Ring: Amphotericin B
20 ug, Clotrimazol 10 ug, Econazol 10 pg, Flucytosin
1 ug, Ketoconazol 10 ng, Miconazol 10 pg, Natamycin
10 ug, Nystatin 100 IU, Durchmesser der einzelnen am
Ring befestigten Testbldttchen: 7 mm, Abtek Biologi-
cals Ltd., Liverpool, Schottland, Vertrieb durch Innoge-
netics GmbH, Heiden; es wurden zwei verschiedene
Chargen verwendet) aufgelegt und mit dem getréinkten
Tupfer vorsichtig angedriickt. Die Platten wurden ver-
schlossen und bei 37 °C bebriitet. Die Ablesung durch
Ausmessen der Hemmhofe mit einem speziell dafiir
vorgesehenen Lineal erfolgte nach 24 und 48 Stunden
(Tab. 1). Die Empfindlichkeiststestung wurde fiir jeden
Stamm insgesamt zehnmal durchgefiihrt. Die statisti-
sche Analyse der Ergebnisse erfolgte als deskriptive
Darstellung unter Angaben von Minimum, Maximum,
Mittelwert sowie der Varianz. Bei der Bestimmung der
Mittelwerte wurde fiir Werte ,,> 50 mm* mit 50 mm ge-
rechnet.

Mit Blick auf die klinische Relevanz der moglicher-
weise auftretenden Abweichung der Testergebnisse von
bekannten literaturbasierten Resistenzdaten wurden die
Ergebnisse wie folgt interpretiert: ,,minor error — man
erhilt fiir einen sensiblen Stamm das Ergebnis ,.resi-
stent* , ,,major error* — man erhélt fiir einen intermedia-
ren Stamm das Ergebnis ,,sensibel”, und ,,very major
error” — man erhilt fiir einen resistenten Stamm das Er-
gebnis ,,sensibel”. Von den hier insgesamt getesteten 80
Kombinationen aus Antiinfektivum und Stamm existie-
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Tabelle1 Bewertung der HemmhofgréBen [10]
ANTIMYKOTIKUM HEMMHOF in mm nach 24 h HEMMHOF in mm nach 48 h
resistent intermediér sensibel resistent intermediér sensibel

Amphotericin B <10 10 >10 <10 10 >10
Clotrimazol <10 10-16 >16 <10 10-14 >14
Econazol <10 10-20 >20 <12 12—-15 >15
Flucytosin <15 15-25 >25 <15 15-25 >25
Ketoconazol <10 10-16 > 16 <10 10-12 >12
Miconazol <10 10-16 >16 <12 12-15 >15
Natamycin <6 6-10 >10 <6 6-10 >10
Nystatin <20 20 >20 <20 20 >20

ren in der Literatur fiir 12 Kombinationen Referenzwer-
te fiir die Empfindlichkeit. Es handelt sich dabei um die
Stamme 6128, 11224, 11225, 11226 und die Substan-
zen Amphotericin B, Ketoconazol und Flucytosin. So
stehen fiir 15 % der Fille Referenzwerte zur Verfiigung,
die zur Berechnung eines moglichen major oder minor
error verwendet werden konnen.

Ergebnisse

Bei der Testung von Amphotericin B mittels LD 2-
Ring-Methode (Tab. 2) reagierten alle Stimme sowohl
nach 24 als auch nach 48 Stunden empfindlich auf Am-
photericin B mit Ausnahme von [I. orientalis DSMZ
6128, welcher sich in drei von zehn Versuchen nach 48
Stunden resistent zeigte, sowie C. parapsilosis DSMZ
11 224, fiir den die Werte bei drei Versuchen nach 48
Stunden im intermediéren Bereich lagen. Die Standard-
abweichung betrug nach 24 Stunden maximal
13,03 mm, nach 48 Stunden nur noch maximal
2,20 mm*). Hieraus ldsst sich fiir die Hemmhofbestim-
mung von Amphotericin B auf eine gute Reproduzier-
barkeit der LD 2 Ring-Methode schliefen. Da Ampho-
tericin B gegen alle hier getesteten Stimme wirksam
sein soll [3, 11, 13-25] ergibt sich in vier von 200 Fil-
len (2 %) ein ,,minor error®, in zusitzlich 18 von 200
Fillen (9 %) ,,intermedidr* statt sensibel, somit poten-
ziell ein ,,minor error*.

Bei der Testung von Flucytosin (Tab. 2) zeigten sich
die Stimme I. orientalis DSMZ 6128 und 70079 sowie
C. albicans DSMZ 11225 nach 48 Stunden resistent,
die librigen Stimme reagierten empfindlich. Allerdings
kam es hier teilweise zu erheblichen Schwankungen der
Werte zwischen den einzelnen Versuchen. So ergab sich
zum Beispiel fiir C. albicans DSMZ 11 226 eine Spanne
von 0 bis = 50 mm, fiir C. albicans DSMZ 11225 von 0
bis 32 mm und fiir I. orientalis DSMZ 6128 von 0 bis
18 mm. Die Standardabweichung betrug nach
24 Stunden bis zu 12,18 mm, nach 48 Stunden bis zu

*) (nicht tabellarisch dargestellt)

12,70 mm¥*). Dies hat fiir die Auswertung zur Folge,
dass sich fiir einen Stamm Ergebnisse im Bereich von
»sensibel bis ,resistent” ergeben konnen. Aufgrund
der hierdurch deutlich schlechten Reproduzierbarkeit
kann die Anwendung der LD 2-Ring-Methode fiir die
Empfindlichkeitspriifung von Flucytosin nicht als ge-
eignet angesehen werden. Ubereinstimmend mit den Li-
teraturdaten stellt sich Issatchenkia orientalis (6128
und 70079) resistent dar [11, 14, 17-19, 21, 22]. Die
iibrigen Stamme sollten sensibel sein (C. parapsilosis
11224, C. albicans 11225, C. glabrata 11226) [3, 14—
18, 22, 24, 25]. Es fanden sich in 18 von 160 (8 sensible
Staimme mal 10 Versuche mal zwei Zeiten) ein ,, minor
error* (11,25 %), in 15 von 160 Fillen (9,4 %) ,,interme-
didr® statt sensibel , somit potenziell ein ,,minor error.

Auch bei der Empfindlichkeitspriifung von Ketoco-
nazol (Tab. 2) tauchte das Problem auf, dass sich bei
der Testung jeweils eines Stammes grofe Schwankun-
gen zwischen den Werten der einzelnen Versuche erga-
ben. So lagen zum Beispiel die Ergebnisse fiir C. albi-
cans DSMZ 1665 und C. glabrata DSMZ 6425 in
einem Bereich von O bis >50 mm, fir C. albicans
DSMZ 1386 von 0 bis 24 mm. Es ergaben sich nach 24
Stunden Standardabweichungen bis zu 19,52 mm und
nach 48 Stunden bis zu 13,41 mm¥*). Wihrend diese
grofle Schwankungsbreite bei den beiden C. albicans-
Stammen nur nach 24 Stunden auftrat, nach 48 Stunden
jedoch in allen Versuchen Resistenz bestand, lieferte
die Testung des C. glabrata-Stammes auch nach 48
Stunden Qualitdten von ,,sensibel bis ,resistent”. So-
mit kann die LD 2 Ring-Methode auch fiir die Empfind-
lichkeitspriifung der Hefen gegeniiber Ketoconazol
nicht als geeignet bezeichnet werden. Laut Referenzan-
gaben sind alle getesteten Stimme sensibel [11, 14, 15,
21, 25], allerdings sind héhere MHK Werte fiir C. gla-
brata bekannt [3]. Es ergab sich hier in 69 von 200 Fél-
len (34,5 %) ein ,,minor error* und in 6 von 200 Fillen
(3 %) ,.intermedidr statt sensibel, somit potenziell ein
,,minor error*.

Fiir die iibrigen getesteten Antimykotika Clotrima-
zol, Econazol, Miconazol, Natamycin und Nystatin
(Tab. 2 und 3) ergaben sich dieselben Probleme wie
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Tabelle2 Hemmbhofbereiche in mm, Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser in mm und Varianzen in Prozent Standardabweichung vom Mittelwert fir Amphotericin B,

Flucytosin, Ketoconazol, Clotrimazol

Amphotericin B

STAMM ZEIT BEREICH MWT VAR
DSMZ 1386 24 h 16—-20 19,2 7,29
C. albicans 48 h 14-20 17,8 11,18
DSMZ 1665 24 h 16—->50 254 51,30
C. albicans 48 h 16-20 18,8 8,99
DSMZ 5817 24 h 22-28 24,6 6,71

C. albicans 48 h 22-26 24,0 5,54
DSMZ 6128 24 h 8-12 10,0 9,40
1. orientalis 48 h 8-10 9,4 10,32
DSMZ 6425 24h 20->50 27,6 43,04
C. glabrata 48 h 18-22 20,6 8,01

DSMZ 6569 24 h 16-20 17,8 6,40
C. albicans 48 h 14-18 16,2 10,80

DSMZ 11224 24 h 14->50 18,2 61,81
C. parapsilosis 48 h 10-14 12,0 13,58
DSMZ 11225 24 h 16-20 17,6 8,98

C. albicans 48 h 14-18 16,0 10,19
DSMZ 11 226 24 h 12-20 17,8 13,43
C. glabrata 48 h 12—-18 16,2 13,58

DSMZ 70079 24 h 18-22 19,6 6,43
I. orientalis 48 h 14-18 16,2 7,04

Flucytosin Ketoconazol Clotrimazol
BEREICH MWT VAR BEREICH MWT VAR BEREICH MWT VAR
30->50 44,6 19,84 0-24 11,4 92,89 0-20 12,8 57,66

0-30 25,8 36,09 0-0 0 0 0-0 0 0
30->50 48,0 13,17 0->50 38,2 51,10 0->50 22 73,73
0-34 20,2 42,62 0-0 0 0 0-10 2 211
26-32 29,4 6,46 30-36 31,8 6,26 22-30 28 11,68
22-30 26,6 10,68 0-30 19,0 70,58 20-30 24,4 12,71
0-18 7.4 91,89 18-24 21,4 9,91 22-28 23,6 9,62
0-10 3,4 133,24  18-22 19,2 7,29 20-22 20,8 4,95
>50->50 >50 0 0->50 36,8 51,06 0->50 28,2 58,90
34 —>50 42,4 15,85 0-24 7,6 134,08 0-20 7,2 95,56
28-40 33,8 15,89 0-30 15,2 72,63 0-20 15 41,8
0-32 26,8 35,37 0-0 0 0 0-8 0,8 316,25
40->50 49,0 6,45 34->50 484 10,45 28->50 36,6 21,72
18 —>50 43,8 2514 32->50 48,2 11,80 22-40 30 19,63
0-32 18,0 67,67 0-38 23,2 45,99 18-30 24 17,58
0-0 0 0 0-18 4,6 162,83 0-0 0 0
28 —->50 40,4 22,48 0-30 15,0 74,73 0-16 8 74,5
0->50 30,2 42,05 0-0 0 0 0-10 1,6 218,75
0-0 0 0 28-32 30,2 3,77 24 -30 27 8
0-0 0 0 28-30 29,6 2,84 22-24 22,6 4,29
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Tabelle3 Hemmhofbereiche in mm, Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser in mm und Varianzen in Prozent Standardabweichung vom Mittelwert fiir Econazol, Mico-
nazol, Natamycin, Nystatin

Econazol Miconazol Natamycin Nystatin

STAMM ZEIT BEREICH MWT VAR BEREICH MWT VAR BEREICH MWT VAR BEREICH MWT VAR
DSMZ 1386 24 h 0-24 16 46 10-24 16,8 23,93 18-26 22,2 10,77 20-26 23 7,39
C. albicans 48 h 0-14 3,4 164,12 0-14 2,6 211,54 16-26 21,4 12,48 16-20 17,6 7,16
DSMZ 1665 24 h 0->50 21 84,52 16 —> 50 25,8 49,77 18->50 28,2 42,09 24->50 30,8 33,28
C. albicans 48 h 0-16 5,2 132,31 10-18 13,8 17,32 16-26 22,2 14,37 18-26 21,1 10,14
DSMZ 5817 24 h 22-30 28 11,68 20-26 23 8,43 14-20 17,6 8,98 2628 27 3,89
C. albicans 48 h 14-30 23,2 18,28 16-22 20 9,45 0-18 12,4 69,19 26-28 27 3,89
DSMZ 6128 24 h 18-22 19,8 7,47 18-22 20,6 6,55 22-28 25 6,8 18-24 20,2 7,33
I. orientalis 48 h 14-20 16,8 11,49 16-20 17,4 7,76 18-28 22,4 13,17 16-18 17 6,18
DSMZ 6425 24h 30->50 452 17,61 30->50 37 2514 20->50 30,8 34,51 30->50 34 24,79
C. glabrata 48 h 0-40 28,4 40,35 26-32 30 6,3 20-30 25,2 15,95 26-30 28 5,82

DSMZ 6569 24 h 0-26 16,6 42,89 16-24 20 12,45 16-24 21 13,67 20-24 22,4 5,63
C. albicans 48 h 0-12 1,2 315,83 0-12 3,4 161,18 14-24 19,6 19,13 16-20 17,8 8,31

DSMZ 11 224 24 h 24 —>50 41 28,56 30->50 33 18,799 18->50 25,4 36,57 20->50 25,8 3,40
C. parapsilosis 48h 16->50 36,2 40,97 24-30 28,2 6,21 18-28 21,4 14,63 14-22 19,4 13,76
DSMZ 11225 24 h 18-30 25 19,68 16—26 21,4 16,50 16—-22 20,2 11,83 20-26 22,2 8,96
C. albicans 48 h 0-18 9,6 86,67 12-18 16,2 15,86 14-22 19,2 15,68 16—-20 18,4 6,85

DSMZ 11226 24 h 0-32 26,2 35,69 22-30 26,8 10,07 18-26 23,8 10,04 22-30 25,6 8,87
C. glabrata 48 h 0-20 7 135,57 22-28 25 10,16 18-24 22,4 9,24 20-26 23,2 7,28
DSMZ 70079 24 h 16-24 20,8 11,30 14-20 16,4 11,22 16-20 17,8 6,40 22-26 24,2 4,71

I. orientalis 48 h 10-16 12,4 16,69 10-12 11,2 9,20 14-18 16,2 7,04 22-24 23 4,57
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oben bereits dargestellt: Bei den Versuchen mit Clotri-
mazol, Econazol und Miconazol kam es ebenfalls bei
einigen Stimmen zu starken Schwankungen der Ergeb-
nisse zwischen den einzelnen Versuchen mit Bereichen
von 0 bis >50 mm Hemmhofgroe, wodurch sich wie-
derum Empfindlichkeitsstufen von ,,sensibel* iiber ,,in-
termediér® bis ,,resistent” fiir einen Stamm ergaben. Die
Priifung von Natamycin ergab zwar auch Abweichun-
gen zwischen den Hemmhofgré8en der einzelnen Ver-
suche jeweils eines Stammes, hierbei waren die
Stamme jedoch fast alle, mit Ausnahme von C. albicans
DSMZ 5817, eindeutig als empfindlich zu identifizie-
ren. Die Ergebnisse der Testung von Nystatin zeigten
insgesamt eine bessere Reproduzierbarkeit als die oben
genannten Antimykotika. Allerdings kam es auch hier
bei einigen Stdmmen, C. albicans DSMZ 1665, C. gla-
brata DSMZ 6425 und C. parapsilosis DSMZ 11 224,
zu vereinzelten ,,Ausreiflern®, des Weiteren lief sich fiir
einen Teil der Stdmme auch hier die jeweilige Empfind-
lichkeitsqualitit nicht eindeutig festlegen, da die Ergeb-
nisse zum Teil von ,,sensibel bis ,,resistent* reichten.
Das Problem der erschwerten Bewertung der Ergeb-
nisse durch Mikrokolonien innerhalb der Hemmhofe
ergab sich bei keinem der hier beschriebenen Versuche.
Zusammenfassend ergibt sich in 91 von 560 Fillen
(16,25 %) ein ,,minor error* und in zusitzlich 39 von
560 Fillen (6,96 %) ein potentieller ,,minor error®.

Diskussion

Der stindig wachsende Bedarf an standardisierten Ver-
fahren zur Empfindlichkeitstestung von pathogenen Pil-
zen hat zur Entwicklung einer groen Anzahl verschie-
dener Testmethoden gefiihrt. Besonderer Wert fiir die
Anwendung solcher Tests im Arbeitsalltag eines Routi-
nelabors wurde hierbei zum einen auf die moglichst ge-
ringen Anschaffungskosten des Testmaterials gelegt,
zum anderen auf eine schnelle und einfache sowie re-
produzierbare Durchfiihrung der Testmethode. Dass un-
ter diesen Gesichtspunkten Schwierigkeiten beziiglich
der Eignung eines solchen Testverfahrens zu Tage tre-
ten, wird in der vorliegenden Arbeit deutlich gezeigt.

Die hier getestete LD 2 Ring-Methode ist zwar ein
kostengiinstiges, einfaches und schnell durchfiihrbares
Verfahren mit geringem Arbeitsaufwand, diese Vorteile
gehen aber auf Kosten der Reproduzierbarkeit. Wie in
den oben beschriebenen Versuchen gezeigt, unterliegen
die Ergebnisse der einzelnen Versuche zum Teil so gro-
Ben Schwankungen, dass fiir einen Stamm Empfindlich-
keitsbereiche von ,,sensibel“ bis ,resistent” auftreten
und somit ein eindeutiges Ergebnis gar nicht festgelegt
werden kann, was dieses Verfahren fiir die Testung von
Candida Species vollig ungeeignet macht.

Bei den oben beschriebenen Ergebnissen tritt mehr-
fach der sogenannte ,,minor error” auf, wie zum Bei-
spiel bei der Testung von Ketoconazol fiir die Stimme
C. albicans DSMZ 1386, 1665, 6569 und C. glabrata
DSMZ 11 226, oder bei Amphotericin B fiir 1. orientalis
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DSMZ 6128. Ein eindeutiger ,,major error* kann zwar
nicht nachgewiesen werden, bei der Testung von Flucy-
tosin kommt es jedoch bei dem als resistent bekannten
Stamm . orientalis DSMZ 6128 [11] nach 24 Stunden
zu Werten im Bereich von ,,resistent” bis ,,intermediar®,
das heift, bei der routineméBigen Testung, bei der ja je-
der Stamm nur einmal gepriift wird, konnte durchaus
»intermedidr als definitives Ergebnis auftreten, was fiir
die Therapie weitreichende Konsequenzen haben kann.

Die hier untersuchte Methode erweist sich in vielen
Fillen als nicht reproduzierbar, da die Abweichung bei
der Mehrzahl der Substanzen erheblich ist. Andere in
der Literatur beschriebene Methoden eignen sich
aufgrund ihrer besseren Reproduzierbarkeit eher zur
Empfindlichkeitstestung von Candida Species in der
Routinediagnostik. Hier sind insbesondere folgende
Methoden zu nennen: Die Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration mittels Makro- oder Mikrodiluti-
onsmethode nach den Richtlinien des NCCLS [3], die
colorimetrische Makrodilutionsmethode unter Zugabe
eines Farbindikators [12] sowie das E-Test®-Verfahren
[9], welches auf dem Prinzip der Agardiffusion unter
Verwendung eines mit einem definierten Gradienten
des zu testenden Atimykotikums beschickten Kunst-
stoff-Streifens beruht.
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