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Trichophyton (T.) thuringiense ist ein
Dermatophyt, der bislang nur von
kleinen Nagetieren isoliert wurde.
Die Erstbeschreibung im Jahr 1969
durch Koch [6] bildete die Grundlage
fiir die Anerkennung als neue Derma-
tophyten-Art und spater fiir die Auf-
nahme in den ,Atlas of clinical fungi”
als eigenstandige Spezies innerhalb
der Gattung Trichophyton [1].

Nachdem iiber einen Zeitraum von ca.
40 Jahren keine Mitteilung tiber die er-
neute Isolierung dieses Dermatophy-
ten bekannt wurde, ist es gelungen, die-
sen seltenen geophilen Dermatophyten
erstmals von einem Menschen zu isolie-
ren. T. thuringiense lief3 sich aus Nagelspa-
nen eines Patienten mit Nagelverdnderun-
gen kulturell anziichten. Die Differenzie-
rung des T.-thuringiense-Stammes basier-
te auf morphologischen Kriterien, mas-
senspektrometrischer Analyse und auf
der Sequenzierung der Internal-transcri-
bed-spacer (ITS)-Region der ribosoma-
len DNS.
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Trichophyton thuringiense
H.A. Koch 1969

Ein seltener geophiler Dermatophyt,
erstmals vom Menschen isoliert

Patient und Methoden

Anamnese

Ein 58-jahriger Patient, von Beruf Ba-
cker und tdtig in einer eigenen Backe-
rei im ldndlichen, dorflichen Milieu, wo
er gleichzeitig auch auf einem Bauern-
hof lebt, stellte sich im Rahmen einer Stu-
die zur Validierung einer molekularbio-
logischen Methode zum Dermatophyten-
DNS-Nachweis mittels Polymeraseketten-
reaktion (PCR) vor [12].

Eigenanamnestisch zu erwéhnen sind
eine Osteosynthese am rechten oberen
Pfannendach, eine phlebographisch gesi-
cherte tiefe Venenthrombose im Bereich
der V. femoralis superficialis und der
V. poplitea. Der Patient erhielt deshalb
Phenprocoumon (Falithrom®).

Bei der Vorstellung in der chirurgi-
schen Praxisklinik klagte der Patient {iber
Bein- und Fuflschmerzen. Wihrend der
klinischen Untersuchung wurde der Ver-
dacht auf eine Onychomykose am Nagel
der ersten Zehe rechts gedufSert.

Lokalbefund

Am rechten Grofzehennagel bestanden
diskrete distale und mediale Hyperkera-

personliches Exemplar fur P. Nenoff

tosen der Nagelplatte, sodass an eine be-
ginnende distal-subunguale Onychomy-
kose gedacht wurde (8 Abb. 1). Lateral
am Zehennagel war ein subunguales Ha-
matom erkennbar. Zeichen fiir eine Tinea
pedis gab es nicht, allenfalls eine altersent-
sprechende plantare Hyperkeratose.

-}

Abb. 1 A Am rechten GroRzehennagel bestan-
den diskrete distale und mediale Hyperkera-
tosen der Nagelplatte sowie ein subungua-

les Hdimangiom. (Mit freundl. Genehmigung

P. Nenoff)
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Tab.1 Mykologische Differenzierung

von Trichophyton thuringiense anhand

makro- und mikroskopischer Merkmale
sowie physiologischer Tests

Makromorphologie

— Peripher flache, ausstrahlende Kolonien mit
granularer Oberflache

— Flauschige Luftmyzelanteile

—WeiBer, im Randbereich hell purpurrot bis
violett geférbter Thallus

- Kolonien zentral aufgeworfen, verrukos
sowie gefaltet und gefurcht

- Kolonieunterseite stark pigmentiert,
braun-rot bis purpurrot

Mikroarchitektur

- Runde und langliche Mikrokonidien in
typischer Keulen- und Birnenform

- UnregelmaBig begrenzte sowie auch runde
Chlamydosporen

- Raquettehyphen
— Spiralhyphen (1 bis 3 Windungen)
Harnstoffspaltung

— Positiv = Rotfarbung des Indikatormediums

Mykologische Diagnostik

Der mikroskopische Pilznachweis aus
dem Nagelmaterial erfolgte mittels Flu-
oreszenzfirbung (Blancophor®-Pripa-
rat). Zum kulturellen Pilznachweis wur-
de Sabouraud 4%-Glukose-Agar (Sifin,
Berlin) mit und ohne Zusatz von Cyclo-
heximid (Actidion®, Mycosel® Agar, Bec-
ton Dickinson, Heidelberg) zur Unterdrii-
ckung des Schimmelpilzwachstums ver-
wendet. Die Inkubation erfolgte fiir 4 Wo-
chen bei 28°C.

Dermatophyten-DNS-Nachweis
mittels PCR-Elisa-Test

Die Extraktion der Pilz-DNS aus dem Na-
gelmaterial erfolgte mittels Qiamp® DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden). Im PCR-Elisa-
Test wurde das Topoisomerase-II-Gen als
Target genutzt. Einer der beiden Primer
war Digoxigenin-markiert. Nach Ampli-
fikation wurde das PCR-Produkt mittels
biotinylisierter Sonde hybridisiert und an
eine Streptavidin-beschichtete Festpha-
se gebunden. Nach Zugabe eines Peroxi-
dase-konjugierten Anti-Digoxigenin-An-
tikorpers und Substrates zeigt die griine
Farbentwicklung im positiven Fall den
Nachweis eines Dermatophyten an. Der
Uniplex-PCR-Elisa-Test erfasste separat
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T. rubrum, T. interdigitale und Epidermo-
phyton floccosum.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Der Stamm wurde einer Analyse (Identi-
fikation und Referenzerstellung) mittels
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisa-
tion Time-Of-Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) unterzogen. Die Kul-
tivierung fiir die MALDI-Biotyper-Analy-
se erfolgte entsprechend den Empfehlun-
gen des Herstellers. Der Pilz wurde tiber
Nacht in Sabouraud-Bouillon bei 28°C in-
kubiert. Ein Milliliter des Sedimentes der
Kultur wurde fiir 2 min bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
Wasser (HPLC quality, Merck, Darm-
stadt) suspendiert, geschiittelt und dann
nochmals fiir 2 min bei 13.000 Upm zen-
trifugiert. Das verbleibende Pellet wurde
in 300 pl Wasser suspendiert, und danach
wurden 900 pl Ethanol (absolut) hin-
zugefiigt. Nach erneuter Zentrifugation
(2 min bei 13.000 Upm) wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet fiir einige
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.
Das verbleibende Pellet wurde in 50 pl
70%iger Ameisensdure suspendiert. Nach
Zugabe von 50 pl reinem Acetonitril und
Zentrifugation fiir 2 min bei 13.000 Upm
wurde jeweils 1 pl des Uberstandes auf 8
verschiedene Positionen einer MALDI-
Targetplatte aufgebracht und bei Raum-
temperatur kurz luftgetrocknet. Nach
vollstindiger Trocknung wurden die Pro-
ben mit jeweils 1 pl der Matrix (HCCA
portioned, Bruker Daltonik GmbH, Bre-
men) Uiberschichtet und erneut bei Raum-
temperatur getrocknet.

Die MALDI-TOF-MS-Messung er-
folgte mit einem Microflex-LT-Massen-
spektrometer (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen). Die Spektren wurden automa-
tisch im linear-positiven Modus inner-
halb eines Massenbereiches von 2000-
20.000 Da aufgezeichnet. Insgesamt wur-
den 6x40 Laser-Shots fiir die einzelnen
Summenspektren aufsummiert. Zur Ana-
lyse und Referenzerstellung der Spektren
kam die MALDI Biotyper 3.1 Software zur
Anwendung.

Sequenzierung der Internal-
transcribed-spacer-Region
der ribosomalen DNS

Die Spezies-Identifizierung des Dermato-
phyten war erst durch Sequenzierung der
Internal-transcribed-spacer (ITS)-Re-
gion der ribosomalen DNS moglich [5].
Dazu musste ein DNS-Fragment von ca.
1000 bp durch PCR mit einem univer-
sellen Primer, der gegen pilztypische Se-
quenzabschnitte gerichtet ist (V9D und
LSU 266), amplifiziert werden [2]. Die Se-
quenz der ITSI-, ITS2- und 5,8S-Region
des fraglichen Stammes wurde nach dem
Prinzip der Ahnlichkeitssuche (,BLASTn
search®) mithilfe validierter Datenban-
ken [Integrated Database Network Sys-
tem (IDNS version v3_5_8r4(r18069) von
SmartGene, Schweiz und der Online Der-
matophyte Database des Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Utrecht, Nieder-
lande, http://www.cbs.knaw.nl] auf Spe-
ziesebene identifiziert.

Reservoir fiir T. thuringiense
- mykologische
Umgebungsuntersuchung

Um die Infektionsquelle fiir T. thuringien-
se aufzudecken, wurde der Patient nach
seinen héduslichen Lebensverhaltnissen
befragt. Er ist Backer von Beruf, lauft viel
in offenen Sandalen und hélt Papageien.
Des Weiteren unternahm er mehrere Rei-
sen in warme Linder. Uber die Zeitdauer
der Nagelverdnderungen konnte er keine
genauen Auskiinfte geben.

Als Haustiere wurden Ziervogel gehal-
ten, es handelte sich um 2 Papageien (Rot-
lori). Ein weiteres potenzielles Erregerre-
servoir war die Nagerpopulation im be-
ruflichen und dérflich-hauslichen Um-
feld des Patienten. Es erfolgten mykologi-
sche Untersuchungen der Vogel sowie von
gefangenen Nagetieren und Kleinsdugern.

Mykologische Untersuchung
der Vogel

Federn der Papageien, Schuppen der
Grof3federn, Flaumfedern und Geschab-
sel von den Zehenkrallen sowie Speiseres-
te beider Vogel wurden mykologisch, teil-
weise auch bakteriologisch untersucht.
Die Abnahme der Materialien von den



Zusammenfassung - Abstract

beiden Papageien erfolgte nach tierarztli-
chen Empfehlungen.

Mykologische Untersuchung
der Nagetiere und Kleinsauger

Insgesamt 13 Kleinséuger, darunter 11 Na-
getiere, vom Bauernhof der Béckerei wur-
den in die Untersuchung einbezogen. Das
Vorgehen war analog dem von Kolipp und
Hoffmann [8] beschriebenen Verfahren.
An verschiedenen Fangplitzen auf dem
Hof inklusive verschiedener Gebédude-
innenrdume wurden Miusefallen aufge-
stellt. Von den gefangenen Kleinsdugern
(Mause, Maulwiirfe) sowie einem im Ka-
fig gehaltenen Hauskaninchen wurden
Haare mit einer sterilen Schere bis auf
3 mm abgeschnitten und die Haarstiimpfe
mit einer Epilationspinzette aus dem Fell
der Haut herausgezogen. Die mykologi-
sche Untersuchung erfolgte analog dem
oben beschriebenen Vorgehen.

Ergebnisse
Mykologische Diagnostik

Im Blancophor®-Praparat lielen sich in
Nagelspanen keine Pilzelemente nach-
weisen, weder Sporen noch Myzel. Auf
Sabouraud 4%-Glukose-Agar sah man
nach 10 Tagen Inkubation bei 28°C Ko-
lonien eines Fadenpilzes. Die Kolonien
wiesen einen peripher flachen und aus-
strahlenden, weifllich-rétlich gefarbten,
leicht granuldren sowie flauschigen Thal-
lus auf. Zentral waren die Kolonien auf-
geworfen, verrukos sowie gefaltet und ge-
furcht auf der Oberseite (B8 Tab. 1). Der
Rand erschien aufgrund des Durchschim-
merns der Kolonieunterseite dunkelrot bis
braun-rot (8 Abb. 2a,b). Die Kolonieun-
terseite war stark pigmentiert, braun-rot
bis purpurrot, im Farbton different zu
T. rubrum (B Abb. 2c). Gedacht wurde
aufgrund der makroskopischen Merkma-
le zunichst an T. interdigitale, aufgrund
der Pigmentierung der Kolonieriickseite
an T. tonsurans und T. ajelloi, jedoch auch
an einen keratinophilen Schimmelpilz,
z. B. Chrysosporium keratinophilum.
Mikroskopisch fielen runde und ling-
liche, Keulen (,clavate®)- und Birnen
(»piriform®)-férmige Mikrokonidien auf,
auflerdem einige unregelmaflig begrenz-

© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2014
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Zusammenfassung

Hintergrund. Im Jahr 1969 haben Kolipp
und Hoffmann erstmals den Dermatophy-
ten Trichophyton (T)) thuringiense isoliert.
Seitdem ist diese geophile Dermatophyten-
Spezies wahrscheinlich nicht wieder isoliert
bzw. beschrieben worden — weder vom Tier
noch vom Menschen. Erst jetzt ist T. thuring-
iense wieder gefunden worden, jedoch nicht
bei einem Tier, sondern erstmals beim Men-
schen.

Patient, Methode und Ergebnisse. Ein
58-jahriger Patient wies Hyperkeratosen des
rechten Grof3zehennagels auf. Aus Nagelspa-
nen wuchs ein Dermatophyten-dhnlicher Pilz
mit randbetonten, peripher ausstrahlenden,
flachen, weif3-violetten, zentral etwas flau-
schigen Kolonien. Auf der Riickseite hatte der
Pilz eine braunrote Farbung. In typischer Wei-
se wiesen die Makrokonidien zylindrische bis
keulenférmige Gestalt auf, die Mikrokonidien
waren oval bis keulenférmig mit breiter Basis.
Die Spezies-ldentifizierung als T. thuringien-
se basierte letztlich auf der Sequenzierung
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der Internal-transcribed-spacer (ITS)-Region
der ribosomalen DNS. Eine antimykotische
Behandlung erfolgte wegen der Geringfiigig-
keit des Befundes und fraglicher pathogener
Bedeutung des Dermatophyten nicht.
Schlussfolgerung. Der geophile Dermato-
phyt T. thuringiense ist hier zum zweiten Mal
isoliert worden, erstmalig aus menschlichem
Untersuchungsmaterial — Nagelspane — unter
dem Verdacht auf eine Nagelpilzinfektion. Es
ist jedoch nach wie vor unklar, ob T. thuring-
iense den Zehennagel lediglich sekundér be-
siedelt hat bzw. als Kontamination angese-
hen werden muss oder ob dieser Dermato-
phyt das Potenzial eines virulenten Krank-
heitserregers fiir eine Dermato- und Onycho-
mykose hat.

Schliisselworter

Hyperkeratose - Pilz - Makrokonidien -
Nagelpilzinfektion - Antimykotische
Behandlung

Abstract

Background. In 1969, Kolipp and Hoffmann
isolated Trichophyton (T.) thuringiense spec.
nov. Koch when they performed their thesis
dealing with the distribution and epidemio-
logy of dermatophytes and keratinophil-

ic fungi in mice and other small mammals.

At that time, T. thuringiense was detected

as saprophytic fungus of the skin of different
mice species (e.g. Mus musculus) both in ru-
ral and urban settings in the area of Thuringia
in Germany. There were no further reports on
this dermatophyte species until now, neither
in animals, nor in man.

Patient, methods and results. Currently, we
were able to isolate this geophilic fungus for
the first time from a human being. A 58 year
old patient baker by trade and living in a ru-
ral setting (village) suffered from nail chang-
es like hyperkeratosis and thickening of the
nail plate of his big toe. From his nail samples
grew a dermatophyte with peripheral radi-
ating and flat colonies which were a bit cot-
tony in the centre. On Sabouraud’s 4% dex-
trose agar the thallus of the fungus was white

Trichophyton thuringiense H.A. Koch 1969. A rare geophilic
dermatophyte—now isolated for the first time from man

to purple stained, the reverse side showed a
dark red to brown color. In a typical manner,
macroconidia were cylindrical to clavate, mi-
croconidia obovoidal to short-clavate with
broad base. The species identification of T.
thuringiense was done and confirmed by se-
quence analysis of the internal transcribed
spacer (ITS) region of the ribosomal DNA. An-
tifungal treatment has been refused from the
patient.

Conclusion. In conclusion, this is the second
description of the geophilic dermatophyte T.
thuringiense, which could be isolated for the
first time from a human being, in particular
from nail sample of the big toe under the sus-
picion of onychomycosis. However, it is still
uncertain if this fungus should be considered
either as secondary colonization of the nail
plate, or as causative agent of tinea unguium
or onychomycosis.

Keywords
Hyperkeratosis - Fungus - Macroconidia -
Fungal nail infection - Antimycotic therapy

Der Hautarzt 3 - 2014

| 223



‘ Originalien

Abb. 2 A Trichophyton thuringiense. a Subkultur: 10 Tage alte Kolonien auf Sabouraud 4%-Glukose-Agar bei 28°C. Der weil3-
liche, leicht rétlich-violette Thallus ist flach, ausstrahlend und granuldr (mit freundl. Genehmigung P. Nenoff). b Zentral er-
habene Einzelkolonie mit peripher ausstrahlendem wei3-violett geférbtem, flachem Luftmyzel (mit freundl. Genehmigung
P. Nenoff). ¢ Die Kolonierlickseite ist dunkelrotbraun bis purpurfarben pigmentiert (mit freundl. Genehmigung P. Nenoff)

Abb. 3 A Trichophyton thuringiense: mikroskopische Aufnahmen von Lactophenol-Baumwollblau-Préparaten. a Haufen von
runden und ldnglich ovalen, apikal keulenférmigen Mikrokonidien, auBerdem runde und deformierte Chlamydosporen (mit
freundl. Genehmigung P. Nenoff). b Endsténdig an den verzweigten Myzelien finden sich piriforme, T-rubrum-ahnliche Mik-
rokonidien (mit freundl. Genehmigung P. Nenoff). ¢ Spiralhyphen, dhnlich wie bei T. interdigitale und Microsporum persicolor
(mit freundl. Genehmigung P. Nenoff)

te sowie auch runde Chlamydosporen
(B Abb. 3a,b). Dariiber hinaus fanden
sich Raquettehyphen und einige Spiral-
hyphen, die aus 1 bis 3 Windungen be-
standen (B Abb. 3c). Die Harnstoffspal-
tung auf Harnstoffagar nach Christensen
(Heipha Diagnostika Dr. Miiller GmbH,
Heidelberg) war positiv (Indikator: Phe-
nolphthalein, reaktiv = Rotfirbung des
Agars).

Aus Hautschuppen von der Fuflsoh-
le sowie einem Abstrich vom Zehenzwi-
schenraum waren weder fluoreszenzmi-
kroskopisch noch kulturell Pilze nach-
weisbar. Bei einer Folgeuntersuchung ca.
ein halbes Jahr spater war aus Nagelspa-
nen desselben Zehennagels kein Derma-
tophyt kulturell nachweisbar. Das subun-
guale Himatom war nicht mehr erkenn-
bar, jedoch die leichten Hyperkeratosen
des Nagels.
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Dermatophyten-DNS-
Direktnachweis aus Nagelmaterial
mittels PCR-Elisa-Test

Mittels des Dermatophyten-PCR-Elisa-
Tests fand sich in den Nagelspanen kei-
ne Dermatophyten-DNS von T. rubrum,
T. interdigitale oder Epidermophyton floc-
cosum.

Sequenzierung der
Internal-transcribed-spacer-Region

Die Sequenzierung mittels ITS-PCR er-
brachte eine 96%ige Ubereinstimmung
der Dermatophyten-DNS-Sequenz mit
der von T. thuringiense (8 Abb. 4a). Die-
ser als Vergleich herangezogene T.-thu-
ringiense-Stamm ist im Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Utrecht, Nie-
derlande, deponiert. Es handelt sich da-
bei um einen der 1969 von Koch isolier-

personliches Exemplar fur P. Nenoff

ten Dermatophyten-Stdmme. Das Den-
drogramm der Dermatophyten-Spezies
weist T. thuringiense als gut abgrenzbare
Pilzart innerhalb einer Vielzahl weiterer
Dermatophyten-Arten aus (8 Abb. 4b).
Bei Ubereinstimmung der Sequenzen der
Nukleinsdurebasenabfolge der DNS von
96% beim untersuchten Dermatophyten-
Stamm mit der in der Datenbank hinter-
legten Sequenz des ,Referenzstammes®
kann von der richtigen Speziesidentifizie-
rung ausgegangen werden.

MALDI-TOF-MS-Analyse des
Dermatophyten-Stammes

Die Identifizierung mittels Matrix Assis-
ted Laser Desorption/Ionisation Time-
Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF MS) ergab nach Abgleich mit der
Pilzdatenbank von Bruker einen nied-
rigen log(score)-Wert gegen T. eboreum



(B Abb. 5a). Der Vergleich der Spektren
lasst jedoch eine klare Differenzierung
beider Spezies — T. eboreum und T. thu-
ringiense — zu [10]. Nachdem der gemesse-
ne Spektrensatz in die MALDI-Biotyper-
Datenbank iitbernommen werden konn-
te, ist eine sichere Identifizierung der Spe-
zies T. thuringiense sehr wahrscheinlich.
Im Dendrogramm sind die Trichophyton-
Arten, erkennbar an der Distanz, gut von-
einander abgrenzbar (8 Abb. 5b).

Deponierung des Isolates
in Stammsammlungen

Der hier isolierte T.-thuringiense-Stamm
wurde inzwischen im Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht,
Niederlande, deponiert unter der Num-
mer CBS Nr. 132929 (hinterlegt von P. Ne-
noff) bzw. alternativ CBS Nr. 124118 (hin-
terlegt von Y. Griser). Dariiber hinaus
befindet sich der Stamm jetzt auch in der
offenen Sammlung des Leibniz-Instituts
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mik-
roorganismen und Zellkulturen GmbH,

personliches Exemplar fur P. Nenoff
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§i §3¢ \ ?a,\) se (Stamm CBS Nr.417.71,
§ 3§83 wurde 1971 von H. Koch
BN %E _L beim CBS hinterlegt) ver-
A “ % wandt (mit freundl. Geneh-
s § Y 3%

migung P. Nenoff)

Braunschweig, Deutschland, und kann
unter der Stammnummer DSM 25999
von Interessenten erworben werden.

Umgebungsuntersuchung
in der Backerei

Die Kleinsduger wurden wéhrend des
Frithlings bis zum Sommer, vom Juni bis
zum August, gefangen. Unter den Na-
gern waren Hausmause (Mus musculus
Linné) und Spitzmause (Crocidura spec.
Hermann). In Deutschland leben mehre-
re Spitzmausarten. Hier fanden sich Feld-
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spitzméause (Crocidura leucodan Her-
mann) und die Hausspitzmaus (Croci-
dura russula Hermann). Zusitzlich wur-
den 2 Maulwiirfe (Talpa europaea) und
ein Hauskaninchen (Oryctolagus cunicu-
lus forma domestica) in die Untersuchun-
gen einbezogen.
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Von den beiden Papageien lieflen sich
diverse Schimmelpilze ziichten, dazu auch
Hefepilze sowie einige nichtrelevante Bak-
terien. Ein Nachweis von T. thuringiense
gelang nicht. Im Fell der gefangenen Na-
getiere waren ebenfalls unterschiedliche
Schimmelpilze, jedoch auch Dermatophy-

Genehmigung P. Nenoff)

ten nachweisbar. Bei den Dermatophyten
handelte es sich, wie zu erwarten, um geo-
phile Pilze, insbesondere T. terrestre, und
um einen zoophilen Dermatophyten, Mi-
crosporum persicolor. Beide Pilze finden
sich iiblicherweise im Fell der in der Er-
de lebenden Nager (,Carrier”) als Konta-



minationen (,, Anflugsporen®). T. thuring-
iense fand sich bei den Kleinsdugern aus
der Wohn- und Arbeitsumgebung des Ba-
ckers nicht.

Diskussion

Im Jahr 1969 haben Kolipp und Hoffmann
[8] erstmals den Dermatophyten, der spé-
ter als T. thuringiense spec. nov. Koch be-
zeichnet wurde, isoliert. Die beiden Dok-
toranden untersuchten das Vorkommen
und die Epidemiologie von Dermato-
phyten und keratinophilen Schimmelpil-
zen bei Méusen und anderen Kleinsédu-
gern in Thiiringen. Im selben Jahr, 1969,
publizierte H.A. Koch, der Doktorva-
ter der beiden Studenten, die Beschrei-
bung dieser neuen Dermatophyten-Spe-
zies im Journal Mykosen [6]. T. thuringien-
se wurde damals als saprophytérer Pilz im
Fell von verschiedenen Miusearten (z. B.
Mus musculus) sowohl im landlichen
Raum als auch im grof3stadtischen Mi-
lieu (Erfurt, Thiiringen, DE) nachgewie-
sen. Seitdem ist diese geophile Dermato-
phyten-Spezies wahrscheinlich nicht wie-
der isoliert worden, weder vom Tier noch
vom Menschen, zumindest gab es keiner-
lei Hinweise auf diesen Pilz in der Litera-
tur. Koch hat 1971 mehrere der T.-thurin-
giense-Stamme beim CBS in den Nieder-
landen deponiert (CBS Nr. 417.71). Dieses
Isolat ist heute noch vorhanden und kann
fir Vergleichszwecke erstanden werden.
Kolipp und Hoffmann hatten im Er-
furter Raum in Thiiringen 1967 bis 1968
iiber 1000 kleine freilebende Nagetiere,
vor allem Miuse, auf keratinophile Pilze
untersucht. Dafiir stellten sie an verschie-
denen Fangplitzen in Kiichen, auf Dach-
boden, Stillen, Hofen, Speisekammern,
in Schulen, in einer Kirche und an ande-
ren Orten Schlagfallen zum Mausefang
auf. Die beiden Studenten gewannen von
den gefangenen Mausen mit einer steri-
len Rasierklinge Fellgeschabsel, auflerdem
wurden Haare epiliert 6, 8]. Die myko-
logische Untersuchung erbrachte bei ins-
gesamt 19 Méusen einen bis dahin unbe-
kannten Fadenpilz, am ehesten ein Der-
matophyt. Unter diesen 19 isolierten
Stimmen waren 17 landlichen Ursprungs,
2 stammten von in der Stadt gefangenen
Miusen. Diese Isolate waren keiner der
bis zum damaligen Zeitpunkt beschrie-

benen Dermatophyten-Arten zuzuord-
nen. Die keratinophilen Pilze, die auf den
verwendeten Néhrmedien mit Anteilen
von Erde oder Haaren gut wuchsen, zeig-
ten auch auf den in der Mykologie tibli-
chen Nahrboden gutes Wachstum [8]. Die
neue, bis dahin noch nicht bekannte Pilz-
spezies bezeichnete Koch nach umfing-
lichen mikroskopischen und physiologi-
schen Untersuchungen nach der geografi-
schen Region, in welcher der Pilz erstmals
isoliert wurde, als Trichophyton thuring-
iense [6]. Eine damals vertretene Auffas-
sung war, dass T. thuringiense der T.-ter-
restre-Gruppe nahesteht.

Ein perfektes Stadium der imperfek-
ten Pilz-Spezies T. thuringiense ist nicht
bekannt. So verliefen schon die En-
de der 60er-Jahre des letzten Jahrhun-
derts durchgefithrten Kreuzungsversu-
che (,,Mating type experiments®) mit Ar-
throderma (A.) quadrifidum, A. multifi-
dum, A. curreyi und A. lenticularum er-
folglos [6].

Schon Koch fand, dass alle Miuse, die
Dermatophyten und Schimmelpilze im
Fell trugen, frei von Haut- und Fellver-
anderungen waren. Es ist also bei Nach-
weis von T. thuringiense allenfalls von
einem Carrier-Status der Tiere auszuge-
hen, nicht von einer Dermatophyten-In-
fektion. Koch hatte 8 der T.-thuringien-
se-Isolate hinsichtlich ihrer Pathogeni-
tat im Meerschweinchenversuch getestet.
Es gelang nicht, bei diesen Nagern eine
Dermatophytose hervorzurufen, allen-
falls 2 Meerschweinchen zeigten eine vo-
riibergehende Rotung der rasierten Haut.
Ein spektakularer Selbstversuch von Koch
im Jahr 1969 hat ebenfalls nicht zu einer
Infektion durch T. thuringiense gefiihrt.
Koch nahm deshalb an, dass diese Pilz-
spezies die menschliche Haut nicht be-
siedelt oder infiziert [6, 7]. Der Nachweis
von T. thuringiense im Rahmen der vor-
liegenden Untersuchung widerlegt zu-
mindest die Annahme, dass dieser Der-
matophyt nicht die menschlichen Haut-
anhangsgebilde — die Nagel — besiedeln
kann. Prinzipiell kann natiirlich auch le-
diglich eine fliichtige Oberflachenkonta-
mination mit Sporen von T. thuringiense
vorgelegen haben. In der Literatur (Medli-
ne-Recherche) wurden keine Quellen ge-
funden, die das Vorkommen dieses Pil-
zes beim Menschen beschreiben. Diese

Recherche bestitigte auch Koch im Jahr
2009 (H.A. Koch, personliche Mitteilung
2009).

Jetzt ist es gelungen, diesen geophilen
Dermatophyten wieder zu isolieren, je-
doch nicht von Tieren, sondern erstmals
vom Menschen. Die Spezies-Identifizie-
rung als T. thuringiense basierte letztlich
auf der Sequenzierung der ITS-Region
der ribosomalen DNS.

Die Ubereinstimmung der Sequen-
zen der Nukleinsdurebasenabfolge der
DNS des hier beschriebenen T.-thuring-
iense-Stammes mit dem aus der Daten-
bank des CBS in Utrecht betrug 96%.
Kiirzlich wurde ein weiteres Isolat mor-
phologisch als T. thuringiense identifi-
ziert (Prof. J. Brasch, Kiel). Das Leipziger
und das Kieler Isolat von T. thuringiense
waren genotypisch 100% identisch. Auf-
grund dessen und der grofleren Genom-
variabilitdt bei sich sexuell vermehrenden
Spezies, wie es die geophilen Microsporum
und Trichophyton spp. sind, konnte gefol-
gert werden, dass es sich hier um die be-
reits etablierte Spezies T. thuringiense han-
delte. Matingversuche wiren zur weiteren
Charakterisierung des Stammes in diesem
Stadium hilfreich, zumal es jetzt mehrere
Isolate gibt, die man kreuzen konnte.

Eine antimykotische Behandlung er-
folgte wegen der Geringfligigkeit des Be-
fundes und fraglicher pathogener Bedeu-
tung des Dermatophyten nicht bzw. wur-
de auch vom Patienten nicht gewtiinscht.

Bei Umgebungsuntersuchungen in der
Bickerei des Patienten und dem anliegen-
den Bauernhof unter Einbeziehung von in
Fallen gefangenen Mausen, 2 Maulwiir-
fen und 1 Hauskaninchen sowie 2 Papa-
geien lie3 sich T. thuringiense nicht wie-
der nachweisen. Dagegen wurden ver-
schiedene andere Dermatophyten, Schim-
melpilze und Hefepilze isoliert. Das wa-
ren T. terrestre/Arthroderma quadrifidum,
Microsporum persicolor, der keratinophile
Schimmelpilz Castanedomyces australien-
sis, auflerdem Cladosporium spp., Alterna-
ria spp., Mucor spp., Aspergillus flavus, As-
pergillus versicolor, Paecilomyces lilacinus,
Penicillium spp., Scopulariopsis brevicau-
lis, Candida albicans und Candida para-
psilosis.

Sowohl fiir T. terrestre als auch Casta-
nedomyces australiensis wurde die Iden-
tifizierung mittels MALDI-TOF MS
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bestitigt. Beide keratinophilen Pilze sind
geophil und finden sich typischerwei-
se im Erdboden. Beim Menschen wer-
den diese Schimmelpilze, genau wie auch
die geophilen Dermatophyten T. terrestre
oder hier T. thuringiense, aus Nagelmate-
rial isoliert. In der Regel muss wohl von
einer sekundiren Besiedlung ausgegan-
gen werden [9]. Im Einzelfall ist jedoch
beim mehrmaligen Nachweis dieser Er-
reger auch von einer Onychomykose aus-
zugehen und entsprechend zu behandeln
[4].

Zusammenfassend ldsst sich feststel-
len, dass es sich um die erst zweite Be-
schreibung des seltenen geophilen Der-
matophyten T. thuringiense handelt, der
zudem zum ersten Mal von einem Men-
schen isoliert werden konnte. Der Der-
matophyt entstammte einer Probe von
Nagelspédnen, die unter dem Verdacht
auf eine Onychomykose der Zehennagel
(bzw. um eine solche auszuschlieflen) ent-
nommen wurden.

Es ist jedoch nach wie vor unklar, ob
T. thuringiense den Zehennagel lediglich
sekundar besiedelt hat bzw. als Kontami-
nation angesehen werden muss oder ob
dieser Dermatophyt das Potenzial eines
virulenten Krankheitserregers fiir eine
Dermato- und Onychomykose hat.

Fazit fiir die Praxis

== Neben den haufigen und iiblicher-
weise nachgewiesenen Dermatophy-
ten ist in der Routinediagnostik in
Hautarztpraxis und Klinik im Einzel-
fall auch mit seltenen Dermatophy-
ten-Arten zu rechnen. Eine Raritat
stellt der hier nachgewiesene geophi-
le Dermatophyt T. thuringiense dar.

== Beim Verdacht auf eine seltene oder
vielleicht sogar bisher unbekannte
Dermatophyten-Art, empfiehlt sich
eine weiterfiihrende mykologische
Diagnostik unter Einbeziehung von
molekularbiologischen Methoden.
Neben der PCR zum direkten Nach-
weis der Dermatophyten-DNS (bei be-
kannten Spezies) ist das die Sequen-
zierung der ITS-Region mit nachfol-
gendem Sequenzvergleich in einer
validierten Datenbank. Aber auch
die Identifikation mithilfe der MALDI-
TOF-MS-Analyse (MALDI Biotyper) ist
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moglich, wenn die Referenzspektren
neuer Spezies in die Datenbank auf-
genommen werden und die Abgren-
zung zu nahe verwandten Spezies gut
moglich ist.

== Aus den vorliegenden Untersu-
chungsergebnissen kann nicht zwei-
felsfrei auf die pathogenetische Be-
deutung von T. thuringiense geschlos-
sen werden. Dafiir waren weitere
Untersuchungen zum Nachweis des
Erregers beim Menschen und hin-
sichtlich der Beziehung des Derma-
tophyten zur Infektion der Haut oder
Nagel erforderlich. Allerdings steht
auBBer Zweifel, dass es erstmals gelun-
genist, T. thuringiense vom Menschen
zu isolieren.
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