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Es ist nach wie vor ein besonderer Vorzug des Fachgebietes Haut-
und Geschlechtskrankheiten, dass (Labor-)Diagnostik und Therapie
in einer Hand liegen. Hautarzte, die in der eigenen Praxis aktiv La-
boruntersuchungen durchfiihren, merken jedoch, dass die Rahmen-
bedingungen dafiirimmer schwieriger werden. Es gilt, die Richtli-
nien der Arztekammer fiir die interne und externe Qualititssiche-

rung durchzusetzen.

Bundesirztekammer, kurz RiliBAK,

zur Labordiagnostik in Kraft getreten.
Simtliche Labore, also auch das Praxis-
labor des Dermatologen, benétigen seit
dem 1. April 2010 ein Qualitits-Manage-
ment-System (QMS), dessen Anforde-
rungen im Teil A der RiliBAK formuliert
werden [1]. Die Abrechnungsméglich-
keiten gegeniiber der KV sind immer
restriktiver, sodass gerade kleine Labor-
einrichtungen Schwierigkeiten haben, in
diesem Bereich trotzdem kostendeckend
zu arbeiten.

Man unterscheidet zwischen den
allgemeinen Laboruntersuchungen, die
prinzipiell in jeder Arztpraxis durchgefiihrt
werden konnen (Tab. 1), und den fach-

I m April 2010 ist eine Richdlinie der

spezifischen Laborleistungen in der Der-
matologie (Tab. 2). Letztere zihlen zur
Kernkompetenz des Facharztes fiir Haut-
und Geschlechtskrankheiten. Die Erhal-
tung dieser fachspezifischen dermatolo-
gischen Laboruntersuchungen auch in
der Zukunft ist eng an die qualititsgerechte
Durchfiihrung in der Hautarzepraxis ge-
kniipft. Die Expertise, iiber welche ganz
sicher die Mehrheit der Dermatologen
im deutschsprachigen Raum verfiigt, muss
jedoch gerade durch die nachwachsende
jiingere Generation der Hautirzte immer
wieder neu erworben werden. Basis ist
die Facharztausbildung, die an den Haut-
kliniken eben auch die einzelnen Labor-
bereiche umfassen sollte. Die einmal
erworbene Expertise muss im Rahmen

Tabelle 1

Allgemeine Laborleistungen, die in der dermatologischen Praxis

vorgehalten werden kdnnen

— BSR (Blutsenkungsreaktion)

— Glucose i.S.

— FEinfache Urindiagnostik (Urin-Status inklusive Eiweil} und Glukose, Urin-Sediment)

— Mikroskopische Untersuchung eines Korpermaterials als Nativprdparat oder nach ein-
facher Farbung (Methylenblauprédparat, Kalilaugen-Praparat)

— Mikroskopische Untersuchung eines Korpermaterials nach differenzierender Farbung

(Calcofluor- oder Blankophor-Praparat)

— Einfache kulturelle mikrobiologische Untersuchung (Eintauchndhrbdden/Urin)
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von Ringversuchen (z. B. Mykologie,
IgE-Bestimmung) immer wieder unter
Beweis gestellt werden.

Es ist nicht méglich, hier alle in Tab.
1 und 2 aufgefiihrten Laborleistungen
darzustellen. Der CME-Artikel fokussiert
deshalb auf eine Auswahl der wesentlichen
fachspezifischen dermatologischen La-
borleistungen.

Teil 1 beschiftigt sich mit der My-
kologie, insbesondere mit den mikrosko-
pischen Priparaten zum Pilznachweis,
der mykologischen Kultur und Differen-
zierung der Dermatophyten, Hefen und
Schimmelpilze, dem Gram-Priparat zum
Nachweis von Neisseria gonorrhoeae und
der Gonokokkenkultur sowie der andro-
logischen Labordiagnostik.

Der folgende Teil 2 wird dann auf
das Trichogramm, die allergologische In
vitro-Diagnostik in der Hautarztpraxis
und die Autoimmundiagnostik einge-
hen.

Mykologie
Mikroskopischer Nachweis von
Pilzen

Grundlagen des mykologischen
Prdparates

Einfachste Methode des mikrosko-
pischen Pilznachweises in Hautschup-
pen, Nagelmaterial und Haarwurzeln ist
das Priparat mit 20%iger Kalilauge
(KOH)), alternativ mit Tetraethylammo-
niumhydroxid (TEAH). Die empfind-
lichste Technik zum mikroskopischen
Pilznachweis in Hautschuppen, Nagel-
spinen, Haarwurzeln, Haaren sowie
Tesa-Film-Abrissen der Haut ist jedoch
die Fluoreszenzfirbung mit optischen
Authellern aus der Gruppe der Diami-
nostilbene. Diese binden sich an Chitin,
den Hauptbestandteil der Zellwand der
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Tabelle 2

Fachspezifische Laborleistungen in der Dermatologie

Andrologische Diagnostik

Spermiogramm mit immunologischer, biochemischer und mikrobiologischer Ejaku-

latuntersuchung

Allergologie

Gesamt-IgE und spezifisches IgE, ggf. Tryptase

Autoimmundiagnostik
Antinukleédre Faktoren (ANF)

Mykologie

Mykologisches Nativpraparat/Fluoreszenzoptisches Praparat

Mykologische Kultur

Differenzierung von Dermatophyten und Schimmelpilzen
Morphologische und biochemische Differenzierung von Hefepilzen

(Resistenzbestimmungen)

Sexuell iibertragbare Erkrankungen (STD)

Mikroskopische Untersuchung eines Kérpermaterials auf Treponemen (Dunkelfeld-

mikroskopie)

Syphilis-Serologie (Cardiolipinmikroflockungstest CMT], Venereal Disease
Laboratatory Test [VDRL], Treponema-pallidum-Hamagglutinations-Test [TPHA])

Gonokokkenkultur
Trichomonadenkultur

Trichogramm

DPilze. Verfiigbare Farbstoffe sind Blan-
kophor® oder Calcofluor®. Die Ge-
brauchslésung wird mit 20%iger KOH-
Losung hergestellt. Mittels Fluoreszenz-
mikroskop werden Sporen, Sprosszellen,
bis zu den sehr kleinen Malassezia-
Sprosszellen sowie Hyphenstiicke und
Arthrosporen (zerfallendes Myzel) un-
terschieden.

KOH- und TEAH-Priparat

Schuppen, Nagelspine oder Haare wer-
den mit einem Tropfen KOH-Lésung
auf den Objekttriger gebracht und am
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besten iiber Nacht, mindestens jedoch
2 Stunden, in der ,feuchten Kammer"
inkubiert. Die mikroskopische Beurtei-
lung auf Pilzhyphen und Arthrosporen
erfolgt mit dem 10er- und 40er-Objek-
tiv (Abb. 1).

Eine Alternative zu diesem Vorgehen
stellt das Priparat mit 20%iger Tetra-
ethylammoniumhydroxid-Lésung dar.
Hierbei ist eine sofortige mikroskopische
Beurteilung méglich. Ein Nachteil der
Methode ist es, dass die Pilzelemente
bereits nach mehreren Stunden zersetzt
werden.

Abb. 1: Kalilaugen-
Praparat mit Nach-
weis von septierten
Hyphen eines Der-
matophyten in
Hautschuppen. Eine
Gattungs- oder Art-
Differenzierung ist
nicht moglich.
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Fluoreszenzoptisches Pilzpriparat
Haut- oder Nagelmaterial (mindestens
5-10 Hautschiippchen oder Nagelspine)
werden mittels steriler (abgeflammcter)
Impfése in einen Tropfen Blankophor®
oder Calcofluor®-Losung auf einen Ob-
jeketriger gegeben, darauf kommt ein
Deckglischen. Inkubiert wird iiber Nacht
bei Raumtemperatur in einer ,feuchten
Kammer®. Tesa-Film (Abrisspriparat von
der Haut) wird auf dem Objekttriger in
einen Tropfen Calcofluor/Blankophor-
Losung geklebt und ebenfalls in ,feuch-
ter Kammer® inkubiert. Die Priparate
werden mittels Fluoreszenzmikroskop
beurteilt.

Aussage des KOH- und
fluoreszenzoptischen Préparates

Da ein positives KOH- und fluoreszenz-
optisches Priparat keine Aussage beziig-
lich der Gattung oder Art des Pilzes er-
laubt und das Priparat auch falsch-posi-
tiv oder falsch-negativ sein kann, ist zur
Isolierung bzw. nachfolgenden Differen-
zierung des Erregers die mykologische
Kultur unabdingbar. Malassezia-Hefe-
zellen im Priparat von Kopfschuppen
lassen zwar den Schluss auf die Gattung
Malassezia zu, die einzelne Art, z. B. Ma-
lassezia furfur, kann jedoch nicht diffe-
renziert werden. Nur die Pityriasis versi-
color ist anhand der in Haufen gelagerten
Sprosszellen und der kurzen, gebogenen
Hyphen (Malassezia spp.) eindeutig mi-
kroskopisch zu identifizieren.

Kultureller Pilznachweis

Testprinzip

Pilze sind heterotrophe Mikroorganis-
men. Die Nihrmedien enthalten deshalb
die fiir Wachstum und Fortpflanzung
notigen organischen Nihrstoffe, u. a.
eine Kohlenstoff-Quelle (Glukose), eine
Stickstoff-Quelle (Pepton, Fleischex-
trakt), Wasser, Vitamine, auflerdem An-
tibiotika.

Von jeder Materialprobe sollten zwei
Nihrbéden beimpft werden, einer davon
enthilt Cycloheximid (Actidion®) zur
Unterdriickung des Schimmelpilzwachs-
tums.

Der Ansatz wird bei 26-32 °C, am
besten bei 28 °C, iiber drei (ggf. 4) Wo-
chen inkubiert und mindestens zweimal
wochentlich visuell auf Pilzwachstum
kontrolliert [2, 3]. Die Differenzierung
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der Dermatophyten, Hefe- und Schim-
melpilze erfolgt anhand makromorpho-
logischer (Kolonieober- und -unterseite,
sowie Pigmentierung) und mikromor-
phologischer Charakteristika (Ausbildung
von Makro- und Mikrokonidien bzw.
anderer Wachstumsformen) sowie bio-
chemischer Eigenschaften [4].

Praanalytik

Eine Lokalbehandlung, insbesondere mit
antimykotischen Lacken, sollte mindes-
tens zwel, besser vier Wochen vor der
Untersuchung ausgesetzt worden sein,
da das Ergebnis der Pilzkultur sonst
falsch-negativ ausfallen kann. Der dys-
trophisch verinderte Nagel wird soweit
abgetragen, dass das Material zur Pilzun-
tersuchung maglichst weit proximal ent-
nommen werden kann. Lebende Pilze
sind vorzugsweise an der Grenze zwi-
schen der mykotischen Verinderung und
der gesunden Restnagelplatte zu finden.
Durch Desinfektion der Entnahmestelle
mit 70%igem Ethanol erreicht man eine
Reduktion von hautbesiedelnden Bakte-
rien und Schimmelpilzsporen (,Anflug-
keime®) [5].

Nigelspine werden mit Skalpell oder
scharfem Loffel von der Oberfliche bis
in die Tiefe des Nagels abgehobelt [6].
Als giinstig hat sich die Materialentnah-
me mit Frise erwiesen. Die faserigen, oft
kriimeligen Bestandteile der subungualen
Hyperkeratosen enthalten am ehesten
vitale Pilzelemente. Die zur Untersuchung
gelangenden Nagelpartikel sollten klein,
aber zahlreich sein. Analog dazu werden
Hautschuppen von trockenen Lisionen
ebenfalls an der Grenze zum Gesunden
mit dem Skalpell abgekratzt. Die vorhe-
rige Desinfektion ist in diesem Fall op-
tional.

Durchfiihrung der Methode

Standardnihrmedien fiir mykologische
Untersuchungen sind Sabouraud-Glu-
kose-Agar, der Pepton und Glukose (2
oder 4 %) enthilt (international iiblicher
Standardnihrboden), oder der alternativ
einsetzbare Kimmig-Agar (zusitzliche
Bestandteile sind NaCl und Glyzerin;
stimuliert Konidien- und Pigmentbil-
dung, reduziert jedoch die Wachstums-
geschwindigkeit). Beide Medien enthal-
ten Antibiotika (z. B. Chloramphenicol
50 mg/l, Penicillin/Streptomycin 40.000
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IE/l), um das Bakterienwachstum zu un-
terdriicken.

Fiir die selektive Anzucht von Der-
matophyten und einigen Sprofipilzen
kommt der Basisnihrboden Sabouraud-
Glukose-Agar + Actidion® (= Cyclohex-
imid) zur Anwendung. Cycloheximid
(isoliert aus Streptomyces noursei) ist ein
Hemmstoff des Wachstums von Schim-
melpilzen und einigen Sprosspilzen. Al-
ternativ kann man auch den kommerzi-
ell erhildichen Mycosel®-Agar (z. B.
Becton Dickinson, Heidelberg) verwen-
den. Dieser enthilt bereits Cyclohexi-
mid.

Immer zwei Nihrboden — einer mit,
einer ohne Cycloheximid — werden beimpft.
Meist verwendet man Nihrmedien in
Petrischalen, alternativ jedoch auch sog.
Schrigagar-Réhrchen (Abb. 2). Dazu gibt
man Hautschuppen oder Nagelspine bzw.
Haarwurzeln mittels steriler (abgeflamm-
ter) (Platin-)Impfose auf den Nihrboden.
Fiir Calcofluor-Priparat und Beimpfen
der Nihrmedien sind separate Impfésen
zu verwenden, da die im Calcofluor-Re-
agenz enthaltene KOH das Wachstum
der Pilze stéren kann. Die Mindest-Pro-
benmenge betrigt auch hier 5-10 Haut-
schiippchen oder Nagelspine. Analog dazu
sind Abstriche von der Haut auf die Nihr-

medien auszustreichen.

Differenzierung der Dermatophyten

Die Unterscheidung der einzelnen Der-
matophyten erfolgt aufgrund ihrer mor-
phologischen und physiologischen Ei-
genschaften.

Die makroskopische Differenzierung
stiitzt sich auf die Eigenschaften Wachs-
tumsgeschwindigkeit, Struktur und Kon-

Abb. 2: Trichophyton
rubrum: Wachstum
auf Sabouraud-4 %-
Glukose-Nahrmedi-
um mit (links) und
ohne (rechts) Cyclo-
heximid (Actidion) in
Schragagar-Rohr-
chen.T.rubrum ist,
wie alle Dermato-
phyten, resistent ge-
geniber Cyclohexi-
mid, wird also nicht
im Wachstum ge-
hemmt.

sistenz der Kolonien sowie Pigmentierung
der Kolonieober- und -unterseite.

Dermatophyten sind gekennzeichnet
durch folgende makroskopischen Merk-
male:

— Oberseite oft flaumig, wollig und weif§
mit Bildung von Luftmyzel (= echtes
Myzel)

— gelegentlich violett, rétlich, orange,
griinlich oder gelblich-weif} gefirbtes
Luftmyzel

— Unterseite pigmentiert, oft rotbraun,
purpurn, manchmal gelb-braun,
leuchtend-gelb, beige

— Pigment (Farbstoff) diffundiert kaum
in den Nihrboden

— Unterseite der Kolonien (Fruchtkér-
per = Thallus) ist glatt, nicht gefurcht
oder gefaltet

Fiir die mikroskopische Identifizierung

nutzt man Mikrostrukturen, wie Spiral-

hyphen, Arthrosporen, Chlamydosporen,

Makro- und Mikrokonidien. Die Ma-

krokonidien stellen die Grundlage der

Gattungsdiagnose dar. Zur Identifizie-

rung einzelner Dematophyten-Arten sei

auf die weiterfithrende Literatur verwie-

sen [7, 8].

Methoden der physiologischen
Differenzierung

Physiologische Tests sind hilfreich, wenn
die Morphologie keine eindeutige Art-
bestimmung zulidsst. Gepriift werden
Temperaturempfindlichkeit, Pigment-
bildung, Vitaminabhingigkeit, NaCl-
Empfindlichkeit, Enzymaktivititen,
Haarperforation und pH-Anderung.
Dazu werden spezielle Nihrbsden beno-
tigt: Kartoffel-Dextrose-Agar, Hafer-
mehlagar, polierter Reis, Wort-Agar,
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Abb. 3: Harnstoffspaltung (Indikator: Phe-
nolphthalein, reaktiv = Rotfarbung des
Agars) auf Harnstoffagar nach Christen-
sen (z.B. Heipha Diagnostika Dr. Miiller
GmbH, Heidelberg). Unterscheidung von
T.rubrum (A, negativ), T. interdigitale (B,
positiv) und T. ajelloi (C, positiv).

Czapek-Dox-Agar, Harnstoft-Agar, Tri-
chophyton-Agar Nr. 1-6, NaCl-supple-
mentierter Agar, Bromkresolpurpur-
Milch-Agar u.a.

Entscheidend ist der Urease-Test, mit
dem man die Fihigkeit zur Harnstoffspal-
tung und deren Schnelligkeit bestimmt.
Trichophyton (T.) mentagrophytes (neue
Taxonomie: T. interdigitale) bewirkt einen
Farbumschlag von gelb nach rot innerhalb
von 7 Tagen, T. rubrum spaltet Harnstoff
nicht bzw. benétigt dafiir mindestens 14
Tage. Urspriinglich eingesetzt fiir die
Differenzierung von T. rubrum und T.
interdigitale, lisst die Harnstoffspaltung
aber auch Riickschliisse auf andere Der-
matophyten-Arten zu (Abb. 3).

Dermatophyten reagieren auf be-
stimmte Protein- oder Aminosiuren im
Nihrmedium mit besserem Wachstum.
Ebenso besteht eine Autotrophie fiir Vit-
amine. Ausnahmen sind:

— T. tonsurans: Stimulation durch Thi-
amin

—T. verrucosum: Stimulation eines
Teiles der Stimme durch Inosit

Als Basisnihrboden verwendet man vit-

aminfreien Casein-Agar bzw. Ammoni-

umnitrat-Agar.
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Differenzierung der Hefepilze

Wichtige Identifizierungskriterien der

einzelnen Hefepilzgattungen sind u. a.:

— Makromorphologie (Koloniewachs-
tum, -farbe)

— Mikromorphologie (Wachstum auf
Reis-Agar)

— Bildung von sexuellen (Asco-) und/
oder asexuellen (Blasto-)Sporen

— Stoffwechselleistungen: biochemische
Differenzierung (Assimilation und
Fermentation von Kohlehydrat- und
Stickstoffquellen)

— Wachstumsfihigkeit bei 37 °C

Hefepilze haben folgende makrosko-

pische Merkmale:

— weifle bis beige, u. U. rote Farbe

— glatte, gewdlbte, matt glinzende Ko-
lonien, Durchmesser bis 5 mm

— evtl. pseudomyzeliale Elemente, die
in den Nihrboden einwachsen (= sub-
merses Wachstum der Hefepilze, im
Gegensatz zum vegetativen Luftmyzel
der Dermatophyten und Schimmel-
pilze)

— gelegentlich raue (gefaltete, gefurchte)
Kulturoberseite

— Anhand der mit dem bloflen Auge
sichtbaren Merkmale ist keine Diffe-
renzierung moglich!

Ausnahmen sind:

— Candida (C.) parapsilosis: Rauform:
faltige, raue Oberfliche (kein Luft-
myzel!), cave: glatte Form von C.
parapsilosis!

— Trichosporon spp.: stark gefaltete
Oberfliche, zihe Kolonien, die schwer
mit der Impfése zu entnehmen sind

— Rhodotorula spp.: roter Sprofipilz
(apathogene Hefe)
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Mikroskopische Differenzierung

von Hefepilzen auf Reis-Agar

Wenn man Hefepilzkolonien auf Sabou-
raud-Glukose-Agar unter dem Mikros-
kop betrachtet, sicht man Sprosszellen,
eventuell Pseudomyzel. Eine Gattungs-
oder Artidentifizierung ist nicht mog-
lich. Zur mikroskopischen Differenzie-
rung ist eine Subkultur auf Reis-Agar
notwendig. Es handelt sich um ein Man-
gelmedium, das kaum Nihrstoffe ent-
hilt.

Hefekolonien entnimmt man mit
einer Impfdse und bringt sie mit drei
Impfstrichen auf den Reis-Agar auf,
darauf kommt ein steriles Deckglischen.
Nach 24, besser 48 Stunden Inkubation
bei Raumtemperatur kénnen die mi-
kroskopischen Merkmale unter dem
10er- bzw. 40er-Objektiv beurteilt wer-
den:

— ovale bzw. runde Sprosszellen

— Ausbildung von Pseudomyzel

— Chlamydosporen-Bildung (Abb. 4,
C. albicans, ggf. C. dubliniensis)

Die medizinisch relevanten Hefepilzarten

bilden artspezifische Strukturen aus Pseu-

domyzel und Sprosszellen [9].

Zur biochemischen Differenzierung
kommt ein chromogener Nihrboden,
z. B. Chromagar Candida (BD, Heidel-
berg), zur Anwendung. Eine Hefepilzko-
lonie wird auf dem chromogenen Agar
ausgestrichen, die Inkubation erfolgt bei
37 °C iiber Nacht. Differenzierung ent-
sprechend der Koloniefarbe:

— griin: C. albicans,

— blau: C. tropicalis,

— violett: C. glabrata,

— violett und raue, ausstrahlende Kolo-

nien: C. krusei (Abb. 5).

Abb. 4: Candida albi-
cans: Ausbildung von
Chlamydosporen auf
Reis-Agar.
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Biochemische Differenzierung
von Hefepilzen
Die biochemische Differenzierung basiert
auf der Assimilation (Verwertung) und
Fermentation (Spaltung) von Kohlehyd-
rat-Quellen (Glukose, Galaktose, Sac-
charose, D-Xylose, Inosit u. a.) sowie von
Stickstoff-Quellen (Pepton, KNO3)
Dazu nutzt man eine kommerziell ver-
fiigbare ,,bunte Reihe® (z. B. ID 32 C,
bioMérieux SA, Marcy/Eroile, France).
Ein ID-32-C-Streifen verfiigt iiber
32 Vertiefungen mit den verschiedenen
Kohlehydrat- oder Stickstoffquellen. Der
Hefepilz wird in einem halbfesten Mini-
malmedium suspendiert und anschlieflend
in die Vertiefungen gegeben. Die Inku-
bation erfolgt bei 30 °C. In Abhingigkeit
vom Wachstum wird nach 24 oder nach
48 Stunden anhand eines ,,Analytischen-
Profil-Index“ die Hefepilzart bestimmt.
Neuerdings besteht ein Online-Zugang
zur Software ApiwebTM, die die aktuelle
Version des Differenzierungsindex’ be-
inhaltet.

Differenzierung der Schimmelpilze

Ein GrofSteil der als Laborkontaminati-
onen oder Krankheitserreger bekannten
Pilzgattungen ldsst sich anhand einfacher
morphologischer Merkmale identifizie-
ren (z. B. Aufbau und Firbung der Spo-
rentriger, Form, Wandstirke, Pigmen-
tierung und Septierung der Konidien).
Schimmelpilze sind durch schnelles
Wachstum (3—10 Tage) gekennzeichnet,
sie bilden reichlich Luftmyzel aus und
die Kolonien sind griin, blau, braun
(Abb. 6) oder schwarz pigmentiert, die
Kolonieunterseite ist oft dunkel gefirbt,
grau-braun bis schwarz [10].

Mikrobiologischer Nachweis von
genitalen Infektionen

mit Neisseria gonorrhoeae
Mikroskopisches Priaparat mittels
Gram-Firbung

Im Gegensatz zu vielen anderen Infek-
tionen hat die direkte Mikroskopie bei
Verdacht auf Gonorrhé noch immer
ihre Berechtigung. Gemeint ist das
Grampriparat direkt von Urethralab-
strichen bei minnlichen und weiblichen
Patienten sowie von Zervikalabstrichen
bei Frauen. Mikroskopische Priparate
von Abstrichen, die in Transportmedien
ins Labor gelangen, miissen meist zuvor
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C.albicans

¥

C.crusei

C. tropicalis

fiir den kulturellen Ansatz vorbereitet

werden. Anhaftendes Material ist dann
zum Teil bereits verbraucht, daher ist
die Sensitivitdt solcher Priparate gemin-
dert.

Die Aussagekraft der Mikroskopie ist
abhingig von der klinischen Symptoma-
tik und von der technischen Durchfiithrung.
Wichtig ist bei der Entnahme von Ureth-
ralabstrichen, dass die letzte Miktion ei-
nige Stunden zuriickliegt. Rachen- und
Rektalabstriche eignen sich nur im Zu-
sammenhang mit einer kulturellen Anzucht
zur mikroskopischen Diagnostik, weil
durch die hohe Rate mikroskopisch dhn-
licher Begleitflora kein eindeutiger Beweis
des Vorhandenseins von Neisseria (N.)
gonorrhoeae moglich ist.

Finden sich im Gram-Priparat die
typischen kaffeebohnen- oder semmel-
formigen gramnegativen Diplokokken
intrazellulir oder intraleukozytir, so kann
je nach Abstrichort eine Infektion mit
Gonokokken mehr oder weniger sicher
angenommen werden. Das Methylenblau-
Priparat kann nur den Hinweis auf das
Vorhandensein von Diplokokken geben
und ist weniger zu empfehlen.

Abb. 5: Hefepilzdiffe-

renzierung mittels

- oY Chromagar (Chroma-
. | garCandidaBD,Bec-

_ ton Dickinson, Hei-
C.glabrata g delberg).

Abb. 6: Scopulariop-
sis brevicaulis: fakul-
tativ-pathogener
Schimmelpilz mit ty-
pischer zimtbrauner
Koloniefarbe, Primar-
kultur aus Nagelspa-
nen bei Onychomy-
kose des GrofRzehen-
nagels.

Kultureller Erregernachweis

Prinzip

In jedem Fall muss sich an das mikrosko-
pische Priparat ein molekularbiologischer
Nachweis oder der kulturelle Erreger-
nachweis anschliefSen. Gemifl EBM muss
begriindet werden, wenn beide Methoden
—PCR und kultureller Nachweis — durch-
gefiihre werden. Aus mikrobiologischer
Sicht ist die parallele Verfahrensweise in
den meisten Fillen anzustreben, weil
durch Nukleinsiureamplifikation auch
geringere Erregermengen erfasst werden,
die Begleitflora weniger stérend ist und
auch durch ungiinstige Transportbedin-
gungen nicht mehr lebensfihige Bakterien
noch nachgewiesen werden kénnen.
Ebenso ist die Kultur fiir ein aktuelles
Antibiogramm zwingend nétig. Bei der
zunehmend auftretenden Resistenz gegen
z. B. Chinolone ist dies wichtig, um The-
rapieversagen zu vermeiden.

Vorgehen bei der
Gonokokken-Kultur

Fiir den kulturellen Ansatz ist ein direktes
Beimpfen der vorgewirmten Nihrmedi-
en die optimale Variante. Sehr gute Er-
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fahrungen liegen jedoch auch mit Trans-
portmedien vor (hiufig Amies- oder
Stuart-Medium mit oder ohne Zusatz
von Aktivkohle). Hier sind die Gono-
kokken nach eigenen Erfahrungen und
Literaturangaben noch bis zu 48 Stunden
nach Entnahme vital und wachsen in der
Kultur.

Standardmiflig kommen fiir die An-
zucht der Gonokokken Selektivmedien
wie Thayer-Martin-, Martin-Lewis- oder
New-York-City-Medium zum Einsatz
[11]. Verschiedene Antibiotika- und An-
timykotika-Zusitze unterdriicken das
Wachstum der Begleitflora und etleichtern
das Erkennen positiver Kulturen. Koch-
blutagar dient als nichtselektives Medium
im Ansatz und bei Isolierungen zum Zweck
von Reinkulturen. Grundsitzlich erfolgt
die Bebriitung bei 37 °C in CO,-ange-
reicherter Atmosphire. Der traditionelle
Kerzentopf schafft ebenso wie kommer-
zielle Systeme das erforderliche mikro-
aerophile Milieu. Nach 24 Stunden sind
in den meisten Fillen nur winzige Kolo-
nien sichtbar.

Erst nach 48 Stunden sind glatte,
grau-opake Kolonien (, Tautropfen®-Form)
mit einem Durchmesser zwischen 0,6 und
1,5 mm deutlich erkennbar. Fillt die
orientierende Identifizierung mittels Oxi-
dasereaktion positiv aus, miissen sich zur
Bestitigung entweder biochemische Tests,
direkte Immunfluoreszenz oder auch
DNA-Sonden-basierte Methoden an-
schliefen (z.B. Accuprobe von BioMeri-
eux). Prinzipiell konnen auf den Selek-
tivmedien auch andere Spezies zur Anzucht
gebracht werden und miissen differenzi-
aldiagnostisch von N. gonorrhoeae durch
die oben genannten Methoden abgegrenzt
werden. Eine Reihe kommerzieller Sys-
teme priift innerhalb weniger Stunden
die Stoffwechselleistungen der geziichte-
ten Bakeerien und erlaubt die eindeutige
Diagnose.

Resistenztestung der Gonokokken
Die Resistenztestung sollte sich anschlie-
Ben und kann durch Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK),
Agardilution und -diffusion bzw. mit
dem E-Test erfolgen [12]. Orientierend
kann im Vorfeld der Nitrocefintest ein-
gesetzt werden, um das Vorhandensein
einer Plasmid-kodierten Betalaktamase
zu priifen.
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Andrologie

Die Andrologie gehért zum Fach ,,Haut-
und Geschlechtskrankheiten®, das in
Deutschland medizinhistorisch die Mut-
terdisziplin dieses Spezialgebietes ist.
Entsprechend wird in der neuen Muster-
weiterbildungsordnung der ,,Erwerb von
Kenntnissen, Erfahrungen und Fertig-
keiten in ... der Erkennung androlo-
gischer Stérungen und Indikationsstel-
lung zur weiterfithrenden Behandlung®
gefordert. Kernstiick der andrologischen
Labordiagnostik ist die Ejakulatanalyse,
die in Form des Basisspermiogramms
unter Beriicksichtigung der aktuellen
WHO-Empfehlungen 2010 [13] und der
RiliBiK gut im Hautarztlabor erbracht
werden kann.

Grundlagen der andrologischen
Labordiagnostik

Die andrologische Diagnostik nur als
Ejakulatanalyse aufzufassen, ist drztlich
nicht vertretbar. Der Vergleich mit der
Himarologie liegt nahe, die auch nicht
nur auf das Blutbild reduziert werden
kann. Die Infertilititsdiagnostik umfasst
immer die Anamnese, klinische Unter-
suchung, Ejakulatanalyse und Hormon-
bestimmungen sowie bedarfsweise erwei-
terte Labordiagnostik hinsichdich Sper-
mienfunktionen, Seminalplasma und
Hodengewebe. Bis auf die erweiterte Di-
agnostik kann dies vom Dermatologen
erbracht werden. Im Hinblick auf die
Maéglichkeiten der modernen Methoden
der assistierten Reproduktion erméglicht
diese Basisdiagnostik die Identifizierung
mdglicher Ursachen einer Fertilititssto-
rung und lisst erste Aussagen iiber deren
Schweregrad und Therapierbarkeit zu.
Die endokrinologische Basisdiagnos-
tik umfasst in erster Linie die Bestimmung
der Basiskonzentrationen von LH, FSH
und Testosteron im Serum, die meist von
spezialisierten Laboratorien vorgenommen
werden. Die FSH-Serumkonzentrationen
zeigen einerseits in weiten Grenzen eine
positive Korrelation mit dem Schidigungs-
grad der Spermatogenese, andererseits
eine negative Korrelation mit Hodenvo-
lumen und Spermiengesamtzahl im Eja-
kulat. Die Bestimmung des Inhibin-B
erlaubt eine verbesserte Aussage der Fer-
tlititsreserve. Die Untersuchungen des
Ejakulates hingegen sollten vor Ort er-
folgen, da ein Probenversand bzw. Pro-
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bentransport meist die Werte verfilscht
und daher vermieden werden sollte. (Zu
den Besonderheiten der andrologischen
Anamnese und der Erhebung des klinischen

Status siehe[14]).

Ejakulatuntersuchungen

Die Frage nach den Labormethoden zur
Einschitzung der minnlichen Fertilitit
muss unter Bezugnahme auf das Fertili-
sierungspotential der Spermatozoen in
vivo beantwortet werden: Es werden mo-
tile, normomorphe Spermien mit intak-
ter Membranstruktur und -funktion
sowie physiologisch gepackter DNA be-
nétigt, die in der Lage sind, die Eizelle
zu erreichen, an Eizellstrukturen zu bin-
den, die Eizellhiillen zu penetrieren und
mit dem haploiden Chromosomensatz
eine normale Embryogenese zu induzie-
ren. Spermienfunktionstests reprisen-
tierten in vitro Labormodelle von Teil-
schritten des Fertilisierungsprozesses in
vivo. Das Basis-Spermiogramm ist dabei
nur der erste Schritt der andrologischen
Labordiagnostik mit dem Charakter einer
Screening-Untersuchung. Da spezialisier-
te Zentren nicht allerorten verfiigbar
sind, gewinnt dieses Screening fiir eine
erste und schnelle Orientierung an Be-
deutung. Um eine verlissliche Befundung
des Ejakulates zu garantieren, sind einige
Regeln zu beachten.

Laborausstattung

Die Basisausstattung sollte neben einem
geeigneten Gewinnungsraum ein Pha-
senkontrast-Mikroskop, zugelassene
Zihlkammern (Abb. 7), Pipetten, Wir-
meplatte (-kammer), Firbevorrichtung,
Prizisionswaage oder graduierte Proben-
gefifle sowie die benstigten Chemikalien
umfassen.

Ejakulatgewinnung

Das Ejakulat sollte nach Gewinnung kei-
nen extremen mechanischen Belastun-
gen, Temperaturen, Erregern und sper-
mientoxischen Substanzen ausgesetzt
sein. Die Karenzzeit sollte unbedingt
beachtet werden und 2 bis 7 Tage betra-
gen. Wichtig ist, das Ejakulat in seiner
Gesamtheit zur Diagnostik zu bringen.
Als Probengefifle eignen sich graduierte
Zylinder oder andere sterile Probenge-
fife, die vor und nach Gewinnung aus-
gewogen werden.
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Abb. 7: Zahlkammer

zur Quantifizierung

der Spermien im Eja-
kulat.

Parameter und Referenzwerte des Basis-Spermiogrammes

(nach WHO 2010, [1])

Ejakulatvariable Referenzwerte
Volumen >1,5ml

pH 7.2-8,0
Verfliissigungszeit 15 bis 60 min.

Spermatozoenkonzentration
Gesamtspermatozoenzahl
Motilitat

> 15 x 10° pro ml
> 39 x 10° pro Ejakulat

> 40% Gesamtmotilitat

Hinweise zur Methodik

Morphologie erfolgt nach Ausstrichfir-
bung (Tab. 3 und 4).

Qualitatssicherung

Nach den neuesten Richtlinien der
Bundesirztekammer ist eine Teilnahme
an Mafinahmen zur Qualititssicherung
verpflichtend. Die Organisation der ex-
ternen Qualititssicherung ist einfach via
Teilnahme z.B. am QuaDeGA-Pro-
gramm der Deutschen Gesellschaft fiir
Andrologie DGA zu realisieren. Wesent-

Tabelle 3

z.B. skaliertes Zentrifugenrdhrchen

Indikator-Papier

z.B. Neubauer-Zahlkammer, nach Verdiinnung mit immobilisierender Losung

> 32% mit Vorwdrtsbeweglichkeit

Morphologie

Vitalitdt

(> 4 % Spermatozoen mit
normaler Morphologie)

> 58% vital, d.h. Spermatozoen,

die keinen Farbstoff annehmen

Leukozyten

<1x10° /ml

Nativprdparate (ca. 10 pl) im Phasenkontrast, 400-fache VergroRerung

Farbung von Ausstrichpréparaten nach Papanicolaou und/oder Shorr;
ggf. Schnellfarbung (z.B. Hemacolor®)

Farbung mit 0,5 % Eosin (,rot = tot”)

Bestimmung Peroxidase-positiver Zellen

Tabelle 4

Spermiogramm-Nomenklatur (nach WHO 2010, [1])

Normozoospermie
Oligozoospermie

Asthenozoospermie

Normale Ejakulatbefunde
< 15x10° Spermatozoen/ml
Einschrdnkung der Motilitdt

(weniger als 40% motile Spermien)

Teratozoospermie

Oligoasthenoteratozoospermie
Nekrozoospermie

Azoospermie

Hypospermie (Parvisemie)

Aspermie

Ejakulatuntersuchung

Das Basis-Spermiogramm umfasst die
Angaben folgender Variablen: Volumen,
pH-Wert, Viskositit, Farbe, Geruch und
Verfliissigungszeit. Nach Beurteilung im
Nativpriparat erfolgt die Bestimmung
der Spermien-Konzentration (in Mill.
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Verminderung des Anteils normomorpher Spermien
unter 4%

Alle drei Variablen sind gestort (,,0AT-Syndrom*)
Keine vitalen Spermatozoen

Keine Spermatozoen im Ejakulat
Ejakulatvolumen < 1,5 ml

Kein Ejakulat

Spermien/ml) und Gesamtzahl (pro Eja-
kulat) sowie die Differenzierung der
Spermien-Motilitit in progressiv motil,
lokal motil und immotil (Angabe in %).
Die Spermien-Vitalitit wird mittels Eo-
sin-Y-Firbung evaluiert (% vitale Sper-
mien), die Differenzierung der Spermien-

licher Baustein einer qualititsgesicherten
Ejakulatanalyse ist die Dokumentation.

Am Einfachsten und Ubersichtlichsten
gelingt dies in Tabellenform.

Interpretation der Spermiogramme

Die Interpretation der spermiologischen
Untersuchungsergebnisse bereitet oft
Schwierigkeiten, weil einerseits Minner
mit normalen Spermiogramm-Ergebnis-
sen nicht in der Lage waren, eine Konzep-
tion zu erreichen und andererseits patho-
logisch eingestufte Proben sich als fertil
erwiesen. Die Ejakulatanalyse allein er-
laubt keine Diagnosestellung. Begriffe wie
,Oligo-Astheno-Teratozoospermie® oder
»OAT-Syndrom® haben nur deskriptiven
Charakter! Es miissen fiir eine erste Ein-
ordnung der Befunde die Anamnese, der
klinische Befund und die endokrinolo-
gische Situation im Kontext der erhobenen
Ejakulatbefunde gewertet werden. Trotz-
dem besteht kein Zweifel daran, dass die
Spermiogramm-Variablen eine zentrale

453



Fortbildung

Bedeutung fiir die Fertilitdtsbeurteilung
haben. In Kohortenstudien ergaben sich
sowohl signifikante Korrelationen zwi-
schen Spermaqualitit und Schwanger-
schaftsrate als auch Cut-off-Spermio-
gramm-Werte zwischen fertilen und in-
fertilen Minnern. Es ist das Hauptprob-
lem, dass fiir den einzelnen Patienten nicht
mit der gleichen Sicherheit die Fertilitit
prognostiziert werden kann. Zwei Griin-
de sind dafiir verantwortlich:

(i) Wichtige Spermienfunktionen wer-
den im Basis-Spermiogramm nicht
erfasst, z.B. Spermien-Oozyten-In-
teraktionen, Zervixmukuspenetration
sowie Spermien-DNA-Integritit.

(ii) Kompensationsmechanismen durch
die Partnerin bleiben unberiicksich-
tigt. Demzufolge kann fiir den ein-
zelnen Patienten die Fertilitit nur
grob prognostiziert werden.

Folgende Aussagen zum Spermiogramm

sind heute allgemein anerkannt:

1. Der Nachweis intakter motiler Spermi-
en mit normaler Morphologie schliefit
absolute Zeugungsunfihigkeit aus.

2. Verschlechterung der Spermiogramm-
Variablen ist mit steigender Infertilitits-
Wahrscheinlichkeit assoziiert.

3. Die von der WHO empfohlenen Re-
ferenzwerte fiir ein normales Spermi-
ogramm (Tab. 3) sind nicht zwingende
Cut-off-Werte zwischen fertilen und
infertilen Minnern.

4. Fiir den Individualfall kann die Ferti-
licitswahrscheinlichkeit nur in groben
Bereichen angegeben werden.

5. Eine signifikante Verminderung der
Fertilititskapazitit ist anzunehmen bei
einer Spermienkonzentration < 5 Mil-
lionen/ml, einem Prozentanteil mo-
tiler Spermien unter 20 % und bei
einem Prozentanteil normomorpher
Spermien < 4 %.

6. Das Fertilisierungspotenzial sinkt dra-
matisch bei weniger als 0,9 Millionen
motiler normomorpher Spermien pro
Ejakulat; es ist

7. nahezu aufgehoben, wenn dieser Wert
30.000 unterschreitet.

8. Die endgiiltige Diagnosestellung soll-
te nicht ausschliefllich anhand eines
Spermiogrammes erfolgen. Es emp-
fiehlt sich die Analyse von mindestens
zwei Spermiogrammen idealerweise

nach Beginn eines neuen Spermatoge-
nese-Zyklus (12 Wochen).
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