Der Hautarzt

Zeitschrift fiir Dermatologie, Venerologie und verwandte Gebiete

Elektronischer Sonderdruck fiir
P. Nenoff

Ein Service von Springer Medizin

Hautarzt 2012 -63:130-138- DOI 10.1007/s00105-011-2252-4 . h
zur nichtkommerziellen Nutzung auf der

privaten Homepage und Institutssite des Autors

© Springer-Verlag 2011

P. Nenoff : G. Ginter-Hanselmayer - H.-J. Tietz

Onychomykose - ein Update

Teil 2 - Vom Erreger zur Diagnose - konventionelle und molekularbiologische
mykologische Diagnostik

www.DerHautarzt.de @ Springer I\/\edizin



Ubersichten

Hautarzt 2012 - 63:130-138

DOI 10.1007/s00105-011-2252-4
Online publiziert: 30. Oktober 2011
© Springer-Verlag 2011

Erreger

Dermatophyten

Trichophyton (T.) rubrum ist in Deutsch-
land und weltweit der bei Tinea unguium
am héufigsten isolierte Dermatophyt, ge-
folgt von T. interdigitale (T. mentagrophy-
tes; [15, 24, 35]). Ein weiterer, jedoch sel-
ten isolierter ursiachlicher Dermatophyt
bei Onychomykose (OM) ist Epidermo-
phyton floccosum [14].

In einer eigenen retrospektiven Unter-
suchung iiber einen 11-Jahres-Zeitraum
ergab sich folgendes Bild der Erregerver-
teilung bei Onychomykose (OM): 68%
entfielen auf Dermatophyten, 29% auf
Sprosspilze und lediglich 3% auf Schim-
melpilze. Dariiber hinaus ergaben sich
Unterschiede hinsichtlich der Haufig-
keit in den Erregergruppen bei den Ze-
hen- bzw. Fingernégeln. So dominierten
bei Zehennagel-OM die Dermatophy-
ten, wohingegen bei Befall der Fingerna-
gel Sprosspilze hiufiger als Dermatophy-
ten isoliert werden konnten. Unter den
Dermatophyten war T. rubrum mit 91%
die héufigste Spezies, gefolgt von T. inter-
digitale (frithere Bezeichnung: T. men-
tagrophytes var. interdigitale, 7,7%; [22],
B Abb. 1a-c). Weitere Arten, wie T. ton-
surans [23], kamen nur vereinzelt vor.

Auch in der Erhebung am Institut fiir
Pilzkrankheiten und Mikrobiologie Ber-
lin der Jahre 2008 und 2009 war T. ru-
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brum der mit Abstand hiufigste Erreger
(90,3%, n=1432 Patienten, @ Tab.1). Bei
5,2% (82 Patienten) bestand eine Misch-
infektionen aus verschiedenen Spezies.
Auffillig war der relativ hohe Anteil von
T. tonsurans. In den USA ist dieser Der-
matophyt seit Jahrzehnten einer der hau-
figsten Erreger der OM [34]. Sporadische
Erregernachweise wie der von T. souda-
nense werden im Zuge der epidemiolo-
gischen Globalisierung in Zukunft sicher
ebenfalls keine Raritat mehr bleiben.

Zu den zumindest in Europa als ech-
te Raritdt anzusehenden Dermatophy-
ten zéhlt T. schoenleinii, der gerade als
Ursache einer OM bei einem 49-jdhri-
gen polnischen Patienten mit dystrophi-
schen Nagelveranderungen beschrieben
wurde [20]. In Agypten dagegen ist die-
ser anthropophile Dermatophyt durchaus
noch pravalent, so fanden Ahmad etal. 1]
T. schoenleinii bei 2 von 200 (1%) Patien-
ten mit OM.

Sprosspilze

Jeder Nachweis von Erregern, die nicht
zu den Dermatophyten gehéren, muss
kritisch dahingehend hinterfragt werden,
ob es sich um eine Kontamination, ein se-
kundéres Wachstum auf anderweitig pa-
thologisch veranderten Négeln oder um
eine echte OM durch einen Hefe- bzw.
Schimmelpilz handelt [22]. So fand See-
bacher [36] keinen wesentlichen Unter-

schied der Haufigkeit des Hefepilznach-
weises aus Nagelmaterial von klinisch ge-
sunden Individuen und Patienten mit Na-
gelerkrankungen.

Summerbell et al. [41] sind der Mei-
nung, dass die exakte Rolle von Pilzen,
die keine Dermatophyten sind, fiir die
OM noch nicht genau verstanden ist. So
wird nach wie vor kontrovers diskutiert,
wie man den klinischen Befund interpre-
tiert, wenn Hefe- und Schimmelpilze, je-
doch kein Dermatophyt aus pathologisch
veranderten Négeln kulturell nachgewie-
sen worden sind.

In der oben genannten retrospekti-
ven Untersuchung [22] entfielen 42% der
Sprosspilze auf Candida (C.) parapsilo-
sis, 20,1% auf C. guilliermondii und 14,2%
auf C. albicans sowie 10% auf Trichospo-
ron spp.

Inwieweit Trichosporon-Arten in der
Lage sind, eine OM zu verursachen, wird
unterschiedlich gesehen. In einer déni-
schen Studie [42] fand sich Trichosporon
cutaneum in Reinkultur bei 15 von 948 Pa-
tienten mit OM. Mayser et al. [21] zeigten,
dass Trichosporon cutaneum vorzugswei-
se aus Nagelmaterial bei Nagelverdnde-
rungen im Sinne einer OM isoliert wird.
Ein grofler Teil dieser Isolate hatte sich in
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Abb. 1 A a T rubrum: Isolat aus Nagelspanen eines 45-jahrigen Patienten mit Onychomykose. Weif3,
,wollig-flauschiger” Pilzthallus auf Sabouraud-4%-Glukose-Agar. b Braunrote bis purpurrote Untersei-
te der Pilzkolonien von T. rubrum auf Sabouraud-Glukose-Agar. ¢ T. interdigitale: 1solat aus Nagelspa-
nen bei Tinea unguium. Der Thallus ist wei3-gelblich gefarbt, granuldr bis pudrig. (Mit freund|. Geneh-
migung P. Nenoff)

dieser Studie bei der weiteren Differenzie-
rung als Trichosporon mucoides herausge-
stellt. Das stimmt mit unseren eigenen
Erfahrungen {iberein, neben Trichospo-
ron cutaneum ist es sehr haufig Trichospo-
ron mucoides, der aus Nagelmaterial iso-
liert werden kann.

In anderen Regionen der Erde spielt
Trichosporon cutaneum moglicherweise
eine grofiere Rolle. Trichosporon cutan-
eum war der hiufigste Erreger, der sich
von Kindern mit Pilzinfektionen der Fii-
e in einem landlichen Gebiet Mexikos
isolieren lief$ [2].

Selbst Malassezia spp., ein zur physio-
logischen Hautflora gehorender lipophi-
ler Sprosspilz, der eigentlich nur in den
oberen Korperregionen vorkommt, ist
im Einzelfall schon als Ursache einer OM
nachgewiesen worden, zuletzt ganz aktu-
ell von Zhao et al. [48] bei einem Patien-
ten aus China mit Nageldystrophie, bei

dem kulturell Malassezia globosa aus Na-
gelmaterial nachweisbar war.

Schimmelpilze

In der epidemiologischen Untersuchung
von Miigge et al. [22] lielen sich im
Untersuchungszeitraum von 11 Jahren nur
35 Schimmelpilze als Verursacher einer
OM isolieren, 29 von Zehennégeln und 6
von Fingernégeln. Hauptsichlicher Erre-
ger war Scopulariopsis brevicaulis (43%),
gefolgt von diversen Aspergillus-Arten,
u. a. Aspergillus versicolor.
Schimmelpilze [“nondermatophyte
moulds“ (NDM)], insbesondere Fusari-
um-Arten wie Fusarium oxysporum und
Fusarium solani, werden immer haufiger
als Erreger einer OM isoliert. Problema-
tisch ist, wie bereits oben ausgefiihrt, die
Bewertung eines kulturell nachgewiese-
nen Schimmelpilzes, da es sich prinzipiell
auch um eine Kontamination handeln

kann bzw. um saprophytires Wachstum
auf einem primér anderweitig geschadig-
ten Nagel. Folgende Kriterien sollten des-
halb fiir die Entscheidung der Diagnose-
stellung einer durch Schimmelpilze ver-
ursachten OM zugrunde gelegt werden:
positives KOH (oder Calcofluor®)-Prépa-
rat, 3-malige konsekutive kulturelle Isolie-
rung desselben Schimmelpilzes und feh-
lender Nachweis eines Dermatophyten
[43]. Eine aktuelle Studie von Shemer et
al. [38] weist noch einmal auf diese diag-
nostische Herausforderung hin. Die Au-
toren schlagen neue Kriterien fiir die Dia-
gnosestellung einer Nagelinfektion durch
NDM bzw. Schimmelpilze vor. Wenn ein
NDM/Schimmelpilz nachgewiesen wird,
sollte eine weitere Untersuchung von 3 se-
paraten Nagelproben, die gleichzeitig zu
entnehmen sind, erfolgen. Wenn sich der
Erreger in allen Kulturen erneut nachwei-
sen ldsst, ist die Infektion bestitigt, und es
kann gezielt behandelt werden.

Scopulariopsis brevicaulis gilt als mul-
tiresistent gegeniiber Antimykotika und
wird ebenfalls zunehmend als Erreger der
OM gefunden. Unter 7161 Haut- und Na-
gelproben, die iiber 6 Jahre in Kroatien
untersucht wurden, fand sich Scopulariop-
sis brevicaulis bei 39 Patienten, vorzugs-
weise isoliert von den Fiiflen und Zehen-
négeln [31].

Ubertragung

Die fiir die OM relevanten Dermatophy-
ten sind anthropophil, d. h,, sie sind an
den Menschen adaptiert. T. rubrum ist
weltweit und auch in Deutschland der
am héufigsten isolierte Dermatophyt (et-
wa 75% aller isolierten Dermatophyten).
Seit Mitte des 20. Jahrhunderts nimmt die
Prévalenz dieser Spezies in Westeuropa
kontinuierlich zu. T. rubrum als streng an-
thropophiler Pilz wird nahezu ausschlief3-
lich von Mensch zu Mensch iibertragen,
auf direktem (seltener) und vorzugswei-
se indirektem Weg, d. h. tiber mit Pilz be-
fallenen Hautschuppen kontaminierte
Oberflichen oder Fufibéden in Spafibad,
Sauna, Gemeinschaftsdusche, Hotel, Mo-
schee und im hauslichen Bad.

Relativ wenig bekannt ist, dass auch in
Moscheen, in denen die Glaubigen bar-
fufl laufen, Fuf3- und Nagelpilz {ibertragen
werden kann. Eine Studie aus Durban,
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Ubersichten

Tab. 1

Erregerspektrum der Onychomykose, ermittelt am Institut fiir Pilzkrankheiten und

Mikrobiologie, Berlin, bei 1586 Patienten mit klinisch gesicherter Onychomykose und posi-
tivem Erregernachweis in den Jahren 2008-2009

Erreger Zweitkeim Erwachsene Kinder
T.rubrum 1343 13

T rubrum T. mentagrophytes var. interdigitale 33

T.rubrum C. albicans 24 4
T.rubrum S. brevicaulis 15

T. mentagrophytes var. interdigitale 70

T. mentagrophytes var. interdigitale  C. albicans 4

T. mentagrophytes var. interdigitale . brevicaulis

T. tonsurans 46

S. brevicaulis 15

C. albicans 7 2

T. mentagrophytes var. granulosum 3

M. gypseum 2

M. canis 2

T. soudanense 1

Gesamt (absolut) 1562 24
Gesamt (in %) 98,5% 1,5%

Stidafrika, erbrachte, dass von 78 unter-
suchten ménnlichen Moschee-Besuchern
85% Zeichen einer Tinea pedis oder Tinea
unguium aufwiesen, entweder mit positi-
vem Kalilaugenpréparat oder positiver
Pilzkultur, in der Vergleichsgruppe waren
es immerhin noch 41% [33]. Die Weiterga-
be der Interdigitalmykose oder Tinea pe-
dis im hauslichen Bad an die Familienmit-
glieder muss jedoch hierzulande als ent-
scheidendes Glied der Infektionskette der
Dermatophyten angesehen werden.

Labordiagnostik von
Onychomykosen

Die Diagnose einer OM sollte durch den
mykologischen Erregernachweis (mikro-
skopisch und kulturell, neuerdings ggf.
auch molekularbiologisch) gesichert wer-
den [5]. Neben Dermatophyten miis-
sen Spross- bzw. Hefepilze sowie selten
Schimmelpilze als Erreger einer OM be-
riicksichtigt werden. Eine alte Regel be-
sagt, dass erst nach dem Vorliegen eines
positiven mikroskopischen Préparates lo-
kal antimykotisch behandelt werden soll-
te, und erst nachdem die kulturelle Unter-
suchung einen fiir eine OM relevanten Er-
reger ergeben hat, kann auch systemisch
antimykotisch behandelt werden. Eine
grofiere europdische Studie hat jedoch ge-
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zeigt, dass Allgemeinmediziner und auch
Dermatologen hiufig antimykotisch be-
handeln, lokal und systemisch, ohne dass
zuvor eine mykologische Diagnostik er-
folgte [11]. Die Probenahme und nach-
folgende Diagnostik haben lediglich 3,4%
der Allgemeinmediziner und 39,6% der
Dermatologen durchgefiihrt.

Eine retrospektive Studie von Guibal
et al. [16] aus Frankreich wies nach, dass
selbst von Dermatologen bei 53% der Pa-
tienten mit OM, d. h. bei jedem zwei-
ten Patienten, vor Beginn der antimy-
kotischen Therapie keine mykologische
Untersuchung des Nagelmaterials durch-
gefithrt worden war. Zahlen hierzu sind
aus Deutschland nicht bekannt. Die sach-
gerechte Labordiagnostik vor Beginn
einer lokalen und v. a. systemischen anti-
mykotischen Behandlung hat nicht nur
medizinische (zielgerichtete Behandlung
entsprechend dem nachgewiesenen Er-
reger), sondern auch forensische (poten-
zielle Nebenwirkungen und Interaktio-
nen der Antimykotika) und letztlich auch
wirtschaftliche (Vermeidung von unnéti-
gen Kosten) Griinde.

Materialentnahme

Eine antimykotische Lokalbehandlung,
insbesondere mit antimykotischen Nagel-

lacken, sollte mindestens 4, besser 6 Wo-
chen vor der Untersuchung ausgesetzt
worden sein, da insbesondere der kultu-
relle Pilznachweis sonst falsch negativ aus-
fallen kann.

Vor Entnahme der Nagelspdne wird
das Areal mit 70%igem Ethanol desinfi-
ziert, um besiedelnde Bakterien zu redu-
zieren und Schimmelpilzsporen zu elimi-
nieren. Ist dem Untersucher eine Kultivie-
rung des Materials auf einem Selektivagar
zum Nachweis von Dermatophyten, C. al-
bicans und Scopulariopsis moglich, das zur
Hemmung von potenziellen Kontaminan-
ten Cycloheximid (gegen Schimmelpilze)
und Chloramphenicol (gegen Bakterien)
enthalt, kann die Desinfektion entfallen.
Mindestens 20 kleine Nagelspane sind mit
sterilen Instrumenten - Skalpell, schar-
fer Loffel, hochtourige Nagelfrdse - vor-
zugsweise an der Grenze zum Gesunden,
moglichst proximal zu entnehmen. Die
Nagelplatte muss zunichst meist abgetra-
gen werden, um an das mykotisch verin-
derte subunguale Nagelmaterial zu gelan-
gen (8 Abb. 2).

Shemer et al. [39] zeigten nochmals an
194 Patienten mit OM, dass die moglichst
weit proximal durchgefiihrte Materialent-
nahme mittels Kiirettage die hochste Sen-
sitivitdt der mykologischen Diagnostik
nach sich zog.

Ebenfalls Shemer et al. [37, 40] aus Is-
rael verglichen die Effektivitit der her-
kommlichen Kiirettage mit vertikalem
und horizontalem Frisen zur Material-
entnahme bei distaler und lateraler su-
bungualer OM. Die Frastechnik war in
dieser Untersuchung an 60 Patienten sta-
tistisch signifikant besser geeignet, eine
OM labordiagnostisch nachzuweisen, ins-
besondere das vertikale Friasen vom pro-
ximalen Nagelanteil war die am meisten
Erfolg versprechende Methode der Ma-
terialgewinnung. Fiir jede der 3 Metho-
den galt auch hier, je weiter proximal das
Material entnommen wurde, desto hoher
war die diagnostische Empfindlichkeit des
kulturellen Pilznachweises. Auch Qures-
hi et al. [32] aus Detroit (Michigan) wie-
sen in einer prospektiven Untersuchung
nach, dass Fréasen deutlich bessere Ergeb-
nisse insbesondere der Pilzkultur erbrach-
te, wenn man mit einfachem Nagel-Clip-
ping und der Kiirettage vergleicht.



Es soll tibrigens nicht verschwiegen
werden, dass schon Zaumseil [47] im Jahr
1974 gezeigt hat, dass Frasen die effekti-
vere Technik der Materialentnahme zur
mykologischen Diagnostik einer OM dar-
stellt und mehr positive Kulturen erbringt.

Konventionelle Labordiagnostik
von Onychomykosen

Mikroskopischer Pilznachweis
aus Nagelspanen

Kalilaugenpraparat

Seit Jahrzehnten wird in vielen Hautarzt-
praxen als ,,Goldstandard® das Kalilau-
genpraparat zum mikroskopischen Nach-
weis von Pilzen in Hautschuppen und
Nagelspianen durchgefithrt. Die Nagel-
spane und ggf. auch Hautschuppen wer-
den mit einem Tropfen 20%iger Kalilau-
ge (KOH)-Losung auf einen Objekttrager
aufgebracht und in einer ,,feuchten Kam-
mer* iiber Nacht, mindestens jedoch 2 h,
bei Raumtemperatur inkubiert. Die mik-
roskopische Beurteilung hinsichtlich des
Vorkommens von Pilzhyphen, Arthro-
sporen und Sprosszellen erfolgt mit dem
10er- und 40er-Objektiv. Eine Alternative
ist der Einsatz von 20%iger Tetraethylam-
moniumhydroxid (TEAH)-L6sung an-
stelle der Kalilauge. Dadurch ist eine so-
fortige mikroskopische Beurteilung mog-
lich. Nachteilig wirkt sich aus, dass die
Pilzelemente sich bereits nach mehreren
Stunden zersetzen.

Der Anteil falsch-negativer Ergebnisse
des KOH-Prdparates bei OM wird jedoch
von Elewski et al. [13] und Weitzman und
Summerbell [46] mit 5-15% angegeben.
In einer Untersuchung an 204 Patienten
mit OM von Lilly et al. [19] betrug die
Empfindlichkeit des KOH-DMSO (Di-
methylsulfoxid)-Praparates 79,5%.

Eine Studie aus dem Jahr 2003 verglich
den Wert der konventionellen Pilzdiag-
nostik mittels 20%igem Kalilaugenpra-
parat und Kultivierung zum direkten Er-
regernachweis mit der eher selten einge-
setzten Methode des histologischen Pilz-
nachweises durch PAS-Farbung nach Na-
gelbiopsie bei Patienten mit OM. Diese
Daten zeigten, dass die PAS-Farbung nach
Biopsie die sensitivste Methode darstellt
[45]. Sie ist auch dann indiziert, wenn
andere Methoden ein negatives Ergeb-

© Springer-Verlag 2011

Diagnostik

Zusammenfassung

Trichophyton (T) rubrum ist in Deutschland
und weltweit der bei Tinea unguium am hau-
figsten isolierte Dermatophyt, gefolgt von
T.interdigitale (friiher T. mentagrophytes var.
interdigitale). Ein weiterer, jedoch selten iso-
lierter ursdchlicher Dermatophyt bei Onycho-
mykose ist Epidermophyton floccosum. Can-
dida parapsilosis, Candida guilliermondii und
Candida albicans, gefolgt von Trichosporon
spp. sind die wichtigsten Hefepilze, die bei
einer Onychomykose isoliert werden kdnnen.
Hauptséchliche Schimmelpilze als Erreger
einer Onychomykose sind Scopulariopsis bre-
vicaulis und diverse Aspergillus-Arten, u. a. As-
pergillus versicolor sowie Fusarium spp. Diese
s0g.,hon-dermatophyte moulds” (NDM) wer-
den als,emerging pathogens” zunehmend
als Erreger der Onychomykose gefunden.

Die Diagnose einer Onychomykose sollte im-
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mer durch den mykologischen Erregernach-
weis gesichert werden. Neben dem mikros-
kopischen Préparat, am besten fluoreszenz-
mikroskopisch mittels Calcofluor®- oder Blan-
cophor®-Farbung, und der kulturellen Unter-
suchung kommen neuerdings auch moleku-
larbiologische Techniken zum Direktnachweis
der Dermatophyten-DNS aus Hautschuppen
und Nagelspanen zum Einsatz, insbesondere
die PCR (Polymerasekettenreaktion). Die dia-
gnostische Empfindlichkeit ist bei Kombina-
tion dieser konventionellen und molekularen
Methoden am hochsten.

Schliisselworter

Onychomykose - Mykologische Diagnostik -
Fluoreszenzoptisches Praparat - Pilzkultur -
Polymerasekettenreaktion

Abstract

Trichophyton (T.) rubrum is the most frequent-
ly isolated dermatophyte in onychomycosis,
both in Germany and worldwide. T. interdigi-
tale (formerly T. mentagrophytes var. interdigi-
tale) follows in second place. A further howe-
ver rarely isolated dermatophyte in onycho-
mycosis is Epidermophyton floccosum. Can-
dida parapsilosis, Candida guilliermondii, and
Candida albicans, followed by Trichosporon
spp. are the most important yeasts which are
found in onychomycosis. The molds most of-
ten responsible include Scopulariopsis brevi-
caulis, and several Aspergillus species, e. g. As-
pergillus versicolor, and Fusarium spp. The-

se so called non-dermatophyte molds (NDM)
are increasingly isolated as emerging patho-
gens in onychomycosis. The diagnosis of ony-
chomycosis should be verified in the mycolo-

Fungal nail infections - an update. Part 2 - From the causative
agent to diagnosis - conventional and molecular procedures

gy laboratory. Conventional diagnostic met-
hods include the direct examination, ideal-
ly using fluorescence staining with Calcof-
luor® or Blancophor®, and culture. However,
new molecular biological methods primar-
ily employing the polymerase chain reacti-
on (PCR) for direct detection of dermatophy-
te DNA in skin scrapings and nail samples ha-
ve been introduced into routine mycological
diagnostics. The diagnostic sensitivity is hig-
her when both conventional and molecular
procedures are combined.

Keywords

Onychomycosis - Mycological diagnosis -
Fluorescence optical preparation -

Fungal culture - Polymerase chain reaction

nis gezeigt haben und der klinische Ver-
dacht auf eine Pilzbesiedelung dennoch
weiter besteht. Die Untersuchung mittels
Kalilauge und Kultivierung der Pilze auf
Sabouraud-Agar zeigen nur in etwa 50—
70% ein richtiges Ergebnis an. Obwohl das
Kalilaugenpraparat die einfachste, kos-
tengiinstigste und schnellste Methode ist,
zeigten sich falsch-negative Ergebnisse in

5-15%. Die Kultur ist spezifischer als das
Kalilaugenpriaparat, aber auch hier kon-
nen falsch-negative Ergebnisse auftreten,
wenn z. B. nicht mehr vitale Pilzelemen-
te zur Untersuchung gelangen, wenn nicht
ausreichend Nagelmaterial zur Verfiigung
stand oder das Nagelmaterial nicht geeig-
net war, da nicht der pilzbefallene Anteil
entnommen wurde.
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In einer eigenen retrospektiven Unter-
suchung von 5077 Patienten mit Nagel-
erkrankungen fand sich lediglich in 34,4%
ein positives KOH-Préparat [22]. Kultur-
ell liefen sich bei 38,6% der Patienten re-
levante Pilze nachweisen. Der Anteil an
OM lag bei mindestens 50% der unter-
suchten Patienten, d. h., die Empfindlich-
keit sowohl des mikroskopischen Préipa-
rates als auch der Pilzkultur war dufSerst
gering, und das, obwohl alle Untersu-
chungen in einem spezialisierten myko-
logischen Labor einer Universititshaut-
klinik durchgefithrt wurden.

Die geringe Empfindlichkeit des KOH-
Praparates kann durch Einsatz der Chlo-
razol-Black-E-Farbung deutlich erhoht
werden, in einer Studie betrug der positi-
ve pradiktive Wert dieser Spezialfirbung
des Nagelmaterials 94%, wobei durch die
kostenintensivere histologische Aufarbei-
tung der Nagelprobe sogar 99% erreicht
wurden [19].

Dumont [10] untersuchte 100 konse-
kutive Diabetiker mit Neuropathie, bei
denen klinisch eine OM bestand. Die Dia-
gnostik mittels KOH-Praparat und kultu-
rellem Pilznachweis erbrachte lediglich
bei 20 bzw. 24% der Patienten ein positi-
ves Ergebnis. Zwei Dermatologen, die die
klinischen Bilder begutachtet hatten, du-
Berten lediglich bei 20 oder 30 der 100 Pa-
tienten den Verdacht auf eine OM. Daraus
berechnete Dumont den positiven pradik-
tiven Wert der Diagnostik der Dermatolo-
gen mit 57,8 und 35,6%, der negative pra-
diktive Wert betrug 85,0 und 90,5%. Die
Ergebnisse der Expertenbeurteilungen
unterschieden sich signifikant voneinan-
der. Der Autor schliefit ganz richtig da-
raus auf die Notwendigkeit der Etablie-
rung empfindlicherer (Labor-)Methoden
fir die mykologische Diagnostik.
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Abb. 2 «Total dys-
trophische Onycho-
mykose/Tinea ungui-
um durch T. rubrum bei
einem 68-jahrigen Pa-
tienten nach Entnah-
me von Nagelmaterial
mittels Skalpell zur my-
kologischen Diagnos-
tik. (Mit freundl. Ge-
nehmigung P. Nenoff)

Fluoreszenzoptisches Praparat

Eine weitere Moglichkeit der mikrosko-
pischen Beurteilung besteht in der Nut-
zung eines Fluoreszenzmikroskops mit
UV-Blauanregung (spezieller Filter, UVA-
Spektrum von 365 nm). Der Kalilauge
wird dafiir ein Fluoreszenzfarbstoff zu-
gegeben: Blankophor®, Calcofluor® oder
Acridinorange. Dieser bindet am Chi-
tin und bewirkt eine gut sichtbare Fluo-
reszenz von Pilzhyphen, Arthrosporen
und Sprosszellen. Diese Fluoreszenztech-
nik ist empfindlicher als das herkommli-
che, lichtmikroskopische KOH-Préparat.
In einer aktuellen eigenen Untersuchung
von Hautschuppen und Nagelspanen be-
trug die diagnostische Sensitivitit des Cal-
cofluor’-Priparates, wenn man mit dem
kulturellen Erregernachweis vergleicht,
80,1% [18].

Histologischer Pilznachweis
im Nagel

Mikroskopischer Pilznachweis mittels
Nativpraparat und mykologische Kulti-
vierung haben insbesondere fiir die Dia-
gnostik von OM nur eine begrenzte Sen-
sitivitat. Die histologische Untersuchung
mit PAS-Farbung des Nagelmaterials wird
dagegen als deutlich empfindlichere Me-
thode zum Nachweis eines Nagelpilzes an-
gesehen. Die Aufbereitung der Nagelplat-
te ist jedoch technisch anspruchsvoll und
zeitraubend. Fiir Nativpraparat und Kul-
tur wird Material aus den subungualen
Hyperkeratosen verwendet. Die Stanz-
biopsie wird direkt aus der Nagelplatte
fiir die Diagnostik einer PSO oder PSWO
entnommen, fiir die sonstigen Formen
der OM reichen auch Nagel-Clippings.

In einer Studie an der New York Uni-
versity wurden tiber 8 Monate alle unter

dem Verdacht auf OM eingesandten Na-
gelproben histologisch untersucht, insge-
samt lie3 sich bei 66 Patienten eine OM
nachweisen [8]. Bei 97% fanden sich Hy-
phen im subungualen Material. Bei den
restlichen 3% (2 Fille) waren Hyph-
en nur im Material aus der Nagelplat-
te vorhanden, nicht aber im subungua-
len Gewebe. Die Autoren schliefen da-
raus, dass die histologische Diagnostik
von OM eine sehr empfindliche Metho-
de darstellt. Herbst et al. [17] setzten den
histologischen Pilznachweis als Zusatz-
untersuchung bei Patienten, bei denen
sich der klinische Verdacht auf eine OM
auch durch wiederholte Nativuntersu-
chungen und Pilzkulturen nicht erhérten
lief3, ein. Von 32 histopathologisch nach-
gewiesenen Fillen von OM war in nur 14
von 29 Fillen (48%) die Pilzkultur posi-
tiv gewesen.

Anbei sei erwédhnt, dass eine Stanz-
biopsie letztlich sogar eine geeignete Ma-
terialentnahme fiir die Durchfithrung der
Fluoreszenzmikroskopie darstellen wiir-
de. Kritisch vermerkt werden muss, dass
die histologische Untersuchung keinen
Riickschluss auf die verursachende Pilz-
gattung oder Spezies ermoglicht, selbst
zwischen Dermatophyten, Hefe- oder
Schimmelpilzen kann nicht differenziert
werden.

Insgesamt hat sich die Histomykologie
in den Praxen und Kliniken, die sie durch-
fithren, als schnelle und nahezu doppelt
so sensitive Methode wie die Pilzkul-
tur erwiesen und kann als etabliert an-
gesehen werden [19]. Insbesondere wenn
KOH-Priparat und Kultur mehrfach ne-
gativ waren, kann die histologische Unter-
suchung einer Nagelbiopsie oder eines
Nagel-Clippings die Diagnose kldren. Na-
trlich erlaubt die Histologie keine Erre-
geridentifikation, genauso wenig, wie das
KOH-Priparat.

Inwieweit histologisch vom Patholo-
gen beschriebene ,,PAS-positive” Pilzele-
mente tatséchlich der Beweis fiir eine OM
sind, muss trotzdem im Einzelfall vom
Dermatologen auf Plausibilitat kritisch
hinterfragt werden, um nicht sekundéres
mykotisches Wachstum beispielsweise bei
Psoriasis unguium ,,falsch-positiv* als Na-
gelpilzinfektion zu deuten.



Kultureller Erregernachweis

Die mykologische Diagnostik bis hin zur
kulturellen Anzucht des verursachenden
Dermatophyten ist unbedingt anzuraten,
nicht zuletzt wegen differenzialdiagnos-
tisch auszuschlieflender Nagelverande-
rungen, u. a. angeborene und erworbene
Nageldystrophien, Psoriasis unguium und
Lichen planus unguium. Insbesondere auf
dystrophisch veranderten Nageln kommt
es zu sekunddrem oder saprophytirem
Wachstum von Spross- oder Hefepilzen
(C. parapsilosis, Rhodotorula) und auch
Schimmelpilzen (Aspergillus spp., Fusa-
rium spp.). Eine systemische antimyko-
tische Behandlung - da keine Kausalitéit
vorliegt — ist hierbei mit Blick auf Neben-
wirkungen und Kosten in der Regel un-
notig.

Ein international tibliches Standard-
ndhrmedium fiir mykologische Untersu-
chungen ist der Sabouraud-Glukose-Agar,
der Pepton und Glukose enthélt. Alterna-
tiv kann Kimmig-Agar, dem auflerdem
NaCl und Glyzerin zur Stimulierung der
Konidien- und Pigmentbildung zugesetzt
ist, eingesetzt werden, es reduziert sich je-
doch die Wachstumsgeschwindigkeit. Al-
le diese Ndhrmedien enthalten Antibioti-
ka (z. B. Chloramphenicol 50 mg/l, Peni-
cillin/Streptomycin 40.000 IE/1), um das
Wachstum von Bakterien zu hemmen
[26].

Konkret kann man fiir den kulturel-
len Nachweis von Dermatophyten so-
wie Spross- und Schimmelpilzen bei-
spielsweise folgende Ndhrmedien ein-
setzen: Sabouraud 2%- oder 4%-Gluko-
se-Agar oder alternativ Kimmig-Agar
als Basisndhrboden. Fiir den selektiven
Nachweis von Dermatophyten und eini-
gen Sprosspilzen kommt der Basisndhr-
boden Sabouraud-Glukose-Agar + Ac-
tidion” (=Cycloheximid 400 mg/l) zur
Anwendung. Cycloheximid (isoliert aus
Streptomyces noursei) ist ein Hemmstoff
des Wachstums von Schimmelpilzen, ei-
niger Sprosspilze und Bakterien. Alter-
nativ kann man auch den kommerziell
erhiltlichen Mycosel®-Agar (z. B. Bec-
ton Dickinson, Heidelberg) verwen-
den. Dieser enthilt bereits Cyclohexi-
mid. Neu etabliert hat sich ein qualitativ
hochwertiges und preiswertes Medium,
das auf der Grundlage von 2%-Sabou-

raud-Dextrose-Agar Cycloheximid und
Chloramphenicol enthalt (Dermato-
phytenagar modifiziert, SIFIN, Berlin).

Dermatophyten wachsen sehr lang-
sam (3 bis 4 Wochen) auf den genannten
Pilznahrboden, am besten bei einer Tem-
peratur von 26-32°C. Die diagnostische
Empfindlichkeit der Pilzkultur wird mit
ca. 80% angegeben. Britische Mykologen
fanden, dass sogar mit 30-50% falsch-ne-
gativen kulturellen Befunden zu rechnen
ist [9].

Wenig beachtet, aber moglich ist der
Umstand, dass auch beim kulturellen
Pilznachweis falsch-positive Befunde be-
obachtet werden konnen, d. h. der Nach-
weis von T. rubrum oder anderen, apa-
thogenen Dermatophyten (z. B. T. terres-
tre) ohne klinisches Korrelat. Auf letzte-
ren Erreger, T. terrestre, der weitgehend als
apathogen angesehen wird, aber nur sel-
ten aus einer Kultur von Nagelspénen iso-
liert werden kann, wiesen bereits Baran
und Badillet [3] im Jahr 1983 hin.

Immer sollte das klinische Korrelat die
Grundlage fiir die Diagnosestellung OM
sein, unabhéngig von den Ergebnissen der
Labordiagnostik, weshalb der Pilznach-
weis durch Dermatologen in eigener Pra-
xis weiterhin Standard bleiben sollte.

Molekularbiologische
mykologische Diagnostik

Dermatophytennachweis mittels
PCR (Polymerasekettenreaktion)

In den letzten 2 bis 3 Jahren wurden
mehrere molekularbiologische Metho-
den zum direkten und schnellen Nach-
weis von Dermatophyten aus Nagelma-
terial sowie Hautschuppen etabliert [6,
25]. Eine Gensonde zum spezifischen
Nachweis von T. rubrum aus klinischem
Nagelmaterial wurde bereits 1999 entwi-
ckelt [12]. Die am haufigsten eingesetz-
te Methode ist die Polymeraseketten-
reaktion (,,polymerase chain reaction®,
PCR). Die in einem ersten Arbeitsschritt
aus dem keratinhaltigen Material der
Nagel sowie Hautschuppen extrahier-
te DNS wird in einem zweiten Arbeits-
schritt mittels spezifischer Sonden (Pri-
mer, das sind kurze, die jeweilige Der-
matophyten-DNS spezifisch erkennen-
de und bindende Sequenzen aus Nuk-

leinsaurebasen) gebunden und im sog.
Thermocycler amplifiziert. Es schlief3t
sich ein dritter Detektionsschritt an, bei
dem die amplifizierte bzw. vermehrte
DNS nachgewiesen wird. Dieses ,,Sicht-
barmachen® der DNS geschieht entwe-
der mittels Agarosegel-Elektrophore-
se oder neuerdings mit einer sonden-
gestiitzten ELISA-Technik (,enzyme
linked immunosorbent assay“). Dieser
molekularbiologische Dermatophyten-
nachweis direkt aus dem Nagelmate-
rial erlaubt eine Sofortdiagnostik inner-
halb von 24 h [4]. Eine Multiplex-PCR
zum Nachweis von T.-rubrum-DNS so-
wie weiteren klinisch relevanten Der-
matophyten (Pan-Dermatophyten-Pri-
mer) ermdglicht sogar eine 5-h-Diag-
nostik [7].

Im oben genannten PCR-ELISA-Test
wird das Topoisomerase-II-Gen als spe-
zifische Sequenz fiir die Primer (Oligo-
nukleotid als Startpunkt fiir die PCR) ge-
nutzt [18, 25, 27, 28]. Die DNS-Isolierung
erfolgt mit dem Qiagen QIAamp DNA
Mini Kit 250. Einer der beiden Primer ist
Digoxigenin-markiert. Nach Amplifika-
tion wird das PCR-Produkt zur Visuali-
sierung mittels biotinylisierter Sonde hy-
bridisiert, dann an eine Streptavidin-be-
schichtete Festphase gebunden. Nach Zu-
gabe eines Peroxidase-konjugierten An-
ti-Digoxigenin-Antikorpers sowie eines
Substrates zeigt die Farbentwicklung
im ELISA die positive Reaktion an. Der
Uniplex-PCR-ELISA-Test erfasst separat
T. rubrum, T. interdigitale und Epidermo-
phyton floccosum.

Beifuss et al. [4] wiesen bei 163
(79,9%) von 204 KOH-positiven Haut-
und Nagelproben mit der PCR-ELISA-
Methode Dermatophyten-DNS nach.
Zielsequenz des eingesetzten Primer-
Paares war auch hier das Topoisomera-
se-II-Gen der Dermatophyten-Spezies.
Die Kultur auf Dermatophyten war da-
gegen bei nur 59,8% der Proben posi-
tiv. Beide Methoden — PCR und Kultur
- unterschieden sich signifikant (McNe-
mar-Test, p<0,005); 316 konsekutiv ge-
wonnene Haut- und Nagelproben einer
Hautarztpraxis waren in 25% positiv
mittels PCR-ELISA auf Dermatophy-
ten, der kulturelle Erregernachweis war
dagegen bei nur 7,3% positiv.
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Ubersichten

Diese Dermatophyten-PCR-ELISA-
Technik hat sich mittlerweile auch in
der mykologischen Routinediagnostik
bewdhrt. In einer eigenen Pilotstudie
an 3664 dermatomykologischen Unter-
suchungsmaterialien lag die diagnosti-
sche Sensitivitat der Kultur auf Derma-
tophyten bei 82,1%, die Spezifitit — da
es prinzipiell keine falsch-positiven Kul-
turergebnisse auf Dermatophyten geben
kann - bei 100%. Mit 85,8% war die Sen-
sitivitdt der PCR im Vergleich zur Kul-
tur hoher [18].

In einer weiteren prospektiven Studie
tiber 32 Monate fanden sich bei 34,7% der
14.891 untersuchten Hautschuppen und
Nagelspane Dermatophyten mittels kul-
turellem Nachweis und/oder Dermato-
phyten-PCR: 3437 (66,5%) waren Kul-
tur- und PCR-positiv, 682 (13,2%) Pro-
ben waren Kultur-positiv, jedoch PCR-
negativ, und in 1054 Proben (20,4%) war
die Kultur negativ, trotzdem lief§ sich mit-
tels PCR ein Dermatophyt nachweisen.
Folgende Aufteilung der Dermatophyten
fand sich: 73,6% T. rubrum, 25,6% T. inter-
digitale, 0,65% Microsporum canis (nicht
bei OM) und 0,15% Epidermophyton floc-
cosum [27].

Trotz der tiberragenden Empfind-
lichkeit der PCR sollten, genau wie bei
der Bewertung der kulturellen Diagnos-
tik, die Ergebnisse der molekularbiolo-
gischen Diagnostik immer vor dem kli-
nischen Bild beurteilt werden, d. h., die
Klinische Plausibilitét steht im Vorder-
grund. Selbst die PCR kann nicht zwi-
schen Kontamination und Infektion
trennen. Dass eine blofie Kontamina-
tion — d. h. ein Dermatophytennach-
weis mittels Kultur oder PCR als Aus-
druck eines ,, Anflugkeimes®, ohne dass
dem Krankheitswert zukommt - als
falsch-positives Ergebnis zahlenma-
Big beriicksichtigt werden miisste, wird
trotzdem die Ausnahme sein. Wenn ein
entsprechendes klinisches Bild vorliegt
und eine pathogene Dermatophyten-
art nachgewiesen wurde, dann liegt mit
hinreichender Wahrscheinlichkeit eine
Tinea unguium vor, und man kann be-
handeln.

Mittlerweile sind verschiedene Primer
mit Zielsequenzen verschiedener Gene
von Dermatophyten eingesetzt worden.
Neben dem erwéhnten Topoisomerase-I1-
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Gen sind das u. a. das Gen der ITS-Region
(»internal transcribed spacer®), Chitinase-
Gen, die 18 S-rDNA und Mikrosatelliten-
marker [29]. Bewéhrt hat sich beim allei-
nigen Nachweis von T. rubrum die sehr
spezifische und wahrscheinlich auch sehr
empfindliche PCR unter Verwendung von
Primern mit der Zielsequenz der ITS-Re-
gion [30]. Man kann mit der Uniplex-PCR
selbstverstandlich nur die Dermatophyten
identifizieren, fiir die ein spezifischer Pri-
mer eingesetzt wird. Das sind bei Nagel-
material neben T. rubum noch T. interdi-
gitale und E. floccosum, prinzipiell sind
weitere Spezies auch in der Routinediag-
nostik verfiigbar, so z. B. Microsporum ca-
nis, T. tonsurans, T. violaceum und Arthro-
derma benhamiae [28, 44]. Weitere selte-
ne Dermatophyten-Spezies sowie Spross-
und Schimmelpilze miissen nach wie vor
durch kulturelle Anziichtung auf Pilz-
nihrmedien detektiert werden.

Zusammenfassend ldsst sich jedoch
sagen, dass die PCR zum Direktnachweis
von Dermatophyten im Moment die klas-
sische Diagnostik — Nativpraparat und
Kultur - erginzt. Der Anteil positiver Er-
gebnisse wird deutlich erhoht, im positi-
ven Fall wird die Zeit bis zur Diagnose-
stellung wesentlich verkiirzt. Die kulturel-
le Untersuchung dauert 3 bis 4 Wochen,
das Ergebnis der PCR liegt nach 1 bis 2 Ta-
gen vor. Die Methode ist wirtschaftlich in
Bezug auf die Investitionskosten und Ver-
brauchsmaterialien, nur der relativ hohe
Personalaufwand ist limitierend. Mittel-
fristig muss davon ausgegangen werden,
dass die konventionellen Labormethoden
der Dermatomykologie von molekularen
Techniken abgelost werden.

Fazit fiir die Praxis

Dermatophyten, Hefepilze und Schim-
melpilze konnen als Erreger einer Ony-
chomykose identifiziert werden. Die Dia-
gnose einer Onychomykose sollte immer
durch den mykologischen Erregernach-
weis gesichert werden. Neben dem mik-
roskopischen Praparat und der kulturel-
len Untersuchung kommen auch mole-
kularbiologische Techniken zum Direkt-
nachweis der Dermatophyten-DNS aus
Hautschuppen und Nagelspanen zum
Einsatz, insbesondere die Polymerase-

kettenreaktion. Die diagnostische Emp-
findlichkeit ist bei Kombination dieser
konventionellen und molekularen Me-
thoden am héchsten.
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Kubella K
Patientenrechtegesetz

Heidelberg: Springer 2011, 275 S., 106 Abb.,
(ISBN 978-3-642-22740-0), 89.00 EUR

Ein,Patienten-
rechtegesetz” gibt
es in Deutschland
nicht, ein Vorschlag
zur Kodifikation
des Behandlungs-
vertrages im BGB
wird hier vorgelegt.
Dem ca. 4-seitigen
LEntwurf eines
Patientenrechte-
gesetzes” folgt eine nahezu 100-seitige
Begriindung. Auf insgesamt 260 Seiten

der fundierten Arbeit werden die Gesetze

Kathrin Kubells

Patientenrechtegesetz

£) Springer

in den Niederlanden, Finnland und Frank-
reich beriicksichtigt. Der Entwurf fixiert

die richterrechtlich begriindete Rechtslage
in entscheidenden Fragen: Behandlungs-
vertrag, Krankenhausaufnahmevertrag,
sachgemalle Behandlung, Aufklarung, Ein-
willigung, Information und Mitwirkung des
Patienten, Dokumentation, Befundsiche-
rung, Einsichtnahme in Krankenunterlagen,
Schweigepflicht, Beweislast im Schadens-
fall, Anwendung des Werkrechts. Dazu
Formulierungsvorschlage zu unzuldssigen
abweichenden Vereinbarungen.

Einzelne Vorgaben kénnen kritisch gesehen
werden, so wenn festgelegt werden soll,
ein Kind sei vor Vollendung des 14. Lebens-
jahres generell einwilligungsunfahig. Der
Textvorschlag wird die Diskussion um ein
Patientenrechtegesetz befordern, inso-
fern ist die Arbeit durchaus verdienstvoll.
Ein Gesetz, welches ohnehin geltendes
Recht festschreibt, wird man aber kaum als
dringlich bezeichnen kdnnen. Befiirworter
mogen auf eine Verbesserung durch die
Wirkung gesetzlicher Regelungen setzen,
eigentlich neue Regelungen oder gar Ver-
scharfungen zu Lasten der Arzte briuchte
der Gesetzentwurf nicht, vielleicht etwas
mehr gefiihlte Rechtssicherheit.
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