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Summary
Background

The diagnosis of an onychomycosis 
should be verified by means of mycolo-
gical laboratory proceedings using mi- 
croscopic native specimen with fluo- 
rescence staining by Blancophor® pre-
paration, and cultural detection of fun-
gi. However, in addition to conventio-
nal diagnostic techniques, new mole-
cular biological methods, in particular 
the polymerase chain reaction (PCR) 
for direct detection of dermatophyte 
DNA in nail samples, have been intro-
duced in mycological routine diagno-
stics. Aim of the work: With a PCR-EIA 
using primers which are specific targe-
ted against the gene of the topoiso- 
merase II, the dermatophytes Tricho-
phyton (T.) rubrum, T. interdigitale, 
and Epidermophyton (E.) floccosum 
should be detected directly in the clini-
cal material.

Patients and methods

In a 4-months-period, altogether 1,293 
nail samples from patients with nail 
disorders were involved in this pros-
pective study. Nail material was collec-
ted by drilling, curettage, or cutting. 
Each sample was investigated by Blan-
cophor® preparation, culture, and uni- 
plex PCR-Elisa-Assay (target: topoiso-
merase II gene) for detection of T. ru-
brum, T. interdigitale, and E. flocco-
sum. 

Results

Culture was positive for dermatophy-
tes in 389 (30%) of the nail samples. 
However, PCR revealed positive results 
in 43% (553 samples). With other 
words, the number of nail samples 
with positive PCR result was 48% hig-
her than that of culture positive 
samples. 365 (94%) out of the 389 cul-
ture positive samples were PCR-positi-
ve, demonstrating a good correlation 
between culture and PCR. This is un-
derlined by the fact that in few cases 
only, in 24 (6%) of the 389 samples, the 
constellation culture positive, and PCR 
negative was found. In addition, there 
was a good agreement between Blanco-
phor® preparation, and results of the 
PCR. Positive preparation was found in 
47% (610 out of 1,293) of the samples. 
A high amount, 446 (73%) out of these 
610 Blancophor® positive samples 
were both PCR and culture positive. 
Further fungi, moulds and yeasts, have 
to be considered as cause for the re-
mainder of positive preparations.

T. rubrum was the most frequent de-
tected causative agent. Culture and/or 
PCR positive were 459 out of 1,293 
samples, corresponding to 35.5%, fol-
lowed by T. interdigitale with 118 posi-
tive samples, corresponding to 9.1%. E. 
floccosum was found in a single nail 
sample by PCR, exclusively.

Conclusion

New molecular biological methods 
complete the conventional mycologi-
cal diagnostics of onychomycosis, and 
increase the diagnostic sensitivity sig-
nificantly. The dermatophyte-PCR pre-
sents a highly specific nucleic acid 
amplification technique for direct de-
tection of the causative agent in the nail 
material.
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Zusammenfassung
Hintergrund

Die Diagnose einer Onychomykose 
sollte sich auf mykologische Laborun-
tersuchungen – das Nativpräparat als 
Kalilaugen- oder fluoreszenzoptisches 
Blancophor®-Präparat und die kultu-
relle Anzüchtung der Pilze – stützen. 
Neue molekularbiologische Metho-
den, insbesondere die Polymeraseket-
tenreaktion (»polymerase chain reac- 
tion« [PCR]) zum Direktnachweis von 
Dermatophyten-DNA in Nagelproben 
wurden etabliert und sind heute zu-
sätzlich zur konventionellen Diagnos-
tik verfügbar.

Ziel der Arbeit

Mit einem PCR-Enzymimmunoassay 
(EIA) unter Verwendung von »Pri-
mern«, die spezifisch gegen das Gen der 
Topoisomerase II gerichtet sind, sollten 
die Dermatophyten Trichophyton (T.) 
rubrum, T. interdigitale und Epidermo-
phyton (E.) floccosum direkt im klini-
schen Material nachgewiesen werden.

Patienten und Methoden

Im Rahmen einer prospektiven Studie 
zur molekularbiologischen Diagnostik 
der Onychomykose wurden in einem 
4-Monats-Zeitraum 1.293 Nagelpro-
ben von Patienten mit Nagelverände-
rungen mit dem Blancophor®-Präpa-

Direktnachweis von Dermatophyten-DNA 
mit PCR bei Nagelerkrankungen
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rat sowie kulturell untersucht. Zusätz-
lich kam eine Uniplex-PCR als soge-
nannter PCR-EIA zum Nachweis von 
T. rubrum, T. interdigitale und E. floc-
cosum zur Anwendung.

Ergebnisse

Die Kultur erbrachte Dermatophyten in 
389 (30%) der Nagelproben. Dagegen 
war Dermatophyten-DNA mittels PCR 
in 553 Proben (43%) nachweisbar. Das 
bedeutet, dass der Anteil der PCR-posi-
tiven Nagelproben 48% höher war, 
wenn mit der Dermatophyten-Kultivie-
rung verglichen wird. 365 (94%) der 389 
Kultur-positiven Materialien waren 
PCR-positiv, was für eine sehr gute Kor-
relation von Kultur und PCR spricht. 
Nur bei 24 (6%) der 389 Nagelproben 
war die Kultur positiv, die PCR jedoch 
negativ. Das Blancophor®-Präparat war 
bei 610 von 1.293 Nagelproben (47%) 
positiv. Ein hoher Prozentsatz von die-
sen 610 Blancophor®-positiven Proben, 
nämlich 446 (73%), waren sowohl PCR-, 
als auch Kultur-positiv. Schimmelpilze 
und Hefepilze sind Ursache von positi-
ven Blancophor®-Präparaten, bei de-
nen die PCR negativ ist.

T. rubrum war der häufigste Erreger 
einer Nagelmykose. Kultur- und/oder 
PCR-positiv für T. rubrum waren 459 
der 1.293 Proben (35,5%), T. interdigi-
tale fand sich in 118 Proben (9,1%). E. 
floccosum war in nur einer einzelnen 
Probe ausschließlich mittels PCR nach-
weisbar.

Schlussfolgerung

Neue molekulare Methoden ergänzen 
die konventionelle mykologische Diag-
nostik der Onychomykose und erhö-
hen damit die diagnostische Empfind-
lichkeit wesentlich. Bei der Dermato-
phyten-PCR handelt es sich um eine 
hochspezifische Nukleinsäure-Ampli-
fikationstechnik zum direkten Nach-
weis der Erreger aus Nagelmaterial.

Schlüsselwörter

Dermatomykosen, Dermatophytosen, 
Tinea pedis, Onychomykose, Tricho-

phyton rubrum, Blancophor®-Präpa-
rat, mykologische Diagnostik, Polyme-
rasekettenreaktion, PCR, Dermato-
phyten-DNA.

Einführung
Die Labordiagnostik von Dermatomy-
kosen beruht traditionell auf dem Na- 
tivpräparat (KOH- oder Blancophor®- 
Präparat) und der Pilzkultur. Auch der 
histologische Nachweis von Pilzele-
menten hat, das soll an dieser Stelle 
unbedingt erwähnt werden, vor allem 
bei der Onychomykose eine sehr hohe 
Empfindlichkeit (10). Diverse moleku-
larbiologische Methoden zum Direkt-
nachweis von Pilz-DNA sind in den 
letzten zwei bis drei Jahren etabliert 
worden. In einer Vielzahl von Pilotstu-
dien sind diese neuen molekularen Me-
thoden zum Nachweis von Dermato-
phyten direkt im klinischen Material – 
Hautschuppen und Nagelspäne – eva-
luiert worden.

Heute, im Jahr 2015, kann man diese 
offenbar sehr sensitiven und spezifi-
schen molekularen Labormethoden in 
der Dermatomykologie kaum noch ig-
norieren.

Der Nachweis von Dermatophyten- 
DNA mit Amplifikationstechniken, die 
in der Regel PCR (»polymerase chain 
reaction«/Polymerasekettenreaktion)- 
basiert sind, scheint eine höhere Sensi-
tivität als die Methoden der konventio-
nellen Pilzdiagnostik aufzuweisen. Der 
Erregernachweis ist ohne vorherige 
Kultivierung des Dermatophyten mög-
lich. Ein weiterer wesentlicher Vorteil 
der Amplifikationstechniken stellt die 
Geschwindigkeit bis zum Vorliegen 
des Ergebnisses dar. Normal ist die 
»24-Stunden-Diagnostik« von Derma- 
tophyten. Mittels Realtime-PCR liegen 
die Ergebnisse sogar bereits nach zwei 
bis vier Stunden vor (14) .

In der vorliegenden, prospektiv durch-
geführten Studie sollte eine große An-
zahl von Nagelproben, die im Rahmen 
der Routinediagnostik in das dermato-
mikrobiologische Labor eingesendet 

wurden, mit einem PCR-EIA (Enzym- 
immunoassay) zum Nachweis von 
Dermatophyten-DNA untersucht wer-
den. Der Wert des molekularbiologi-
schen Direktnachweises von Dermato-
phyten-DNA im Vergleich zur konven-
tionellen Diagnostik sollte bestimmt 
werden. 

Patienten und Methoden
Patienten 
und Untersuchungsmaterialien

Insgesamt 1.293 Nagelproben, die 
über vier Monate, Februar bis Mai 
2011, konsekutiv in das Labor Mölbis 
eingesandt wurden, sind vergleichend 
mittels Blancophor®-Präparat, kultu-
rellem Pilznachweis und PCR-EIA zum 
Nachweis von Dermatophyten-DNA 
untersucht worden. Einsender waren 
zu über 90% niedergelassene Hautärzte 
und Hautärztinnen aus dem Leipziger 
und sächsischen Raum. Die hauptsäch-
liche Verdachtsdiagnose war eine Ony-
chomykose. Erfahrungsgemäß muss 
jedoch davon ausgegangen werden, 
dass zu mindestens 50% auch andere 
Nagelerkrankungen vorlagen und die 
mykologische Diagnostik lediglich 
zum Ausschluss einer Onychomykose 
erfolgte. Der überwiegende Anteil der 
Patienten war > 50 Jahre alt.

Konventionelle 
mykologische Labordiagnostik

Die Nagelspäne wurden mit dem Blan-
cophor®-Präparat sowie kulturell un-
tersucht. 

Blancophor®-Präparat 

Auf einen Objektträger wird mit einer 
Pasteur-Pipette ein Tropfen Blanco-
phor®-Lösung (Bezug über DmykG/
Deutschsprachige mykologische Ge-
sellschaft) getropft. Blancophor® wird 
in 20%-iger wässriger Kaliumhydroxid 
(KOH)-Lösung, analog zur bekannten 
Kalilauge, hergestellt. In diese Ge-
brauchslösung wird das Nagelmaterial 
(Nagelspäne) mittels Platin-Impföse 
eingerührt. Nach Auflegen eines Deck-
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gläschens werden die Objektträger 
über Nacht in der »feuchten Kammer« 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
mikroskopische Auswertung erfolgte 
am Fluoreszenzmikroskop. Mikrosko-
piert wurde mit dem 10er- und 40er- 
Objektiv.

Kultureller Pilznachweis

Für die kulturelle Anzüchtung von 
Dermatophyten, Spross- und Schim-
melpilzen kamen Sabouraud-4%-Glu-
kose-Agar sowie als Selektivmedium 
Mycosel®-Agar zur Anwendung. Die 
Inkubation erfolgte bei 28 °C für min-
destens drei Wochen.

Molekularbiologischer Nachweis 
von Dermatophyten-DNA 
mittels PCR-EIA

Alle Nagelmaterialien wurden zusätz-
lich zum konventionellen mykologi-
schen Erregernachweis mittels eines 
Uniplex-PCR-EIA zum Direktnachweis 
von T.-rubrum-, T.-interdigitale- und 
E.-floccosum-DNA untersucht (2). Der 
PCR-Elisa umfasst im Wesentlichen 
drei Schritte:

1. Extraktion der DNA aus Nagelmate-
rial mittels enzymatischem Verdau 
und Elution der DNA von einer Silikat-
membran.

2. Amplifikation der spezifischen DNA
unter Verwendung von Dermatophy-
ten-spezifischen »Primern«.

3. Visualisierung des PCR-Produkts
mittels Hybridisierung mit spezifi-
schen Sonden und nachfolgendem En-
zymimmunoassay (EIA) (28).

Isolierung der DNA 
aus Nagelmaterial

Die Extraktion der DNA aus Nagelma-
terial erfolgte mit dem kommerziell 
erhältlichen Qiamp®-DNA-Mini-Kit. 
Nach dem enzymatischen Verdau der 
Zellmembranen mit Proteinase K wur-
de die freigewordene DNA während ei-
nes Zentrifugationsschritts an eine Sili-
katmembran einer Spinnsäule gebun-

den. Die gebundene DNA wurde dar-
aufhin in drei Schritten von störenden 
Proteinen gereinigt und mit einem klei-
nen Volumenpuffer von der Spinnsäule 
eluiert. Mit diesem Verfahren wird so-
wohl menschliche DNA aus dem Nagel-
keratin als auch Pilz-DNA gewonnen.

Amplifikation der Dermatophyten- 
DNA mittels PCR

Durch spezifische »Primer« erfolgte 
im »Mastercycler« mittels PCR die 
Vervielfältigung der Dermatophyten- 
DNA. Ein »Primer« des »Primer«- 
Paars war mit Digoxigenin am 5’-Ende 
markiert. Auf diese Weise ist auch das 
entstandene PCR-Produkt mit Digoxi-
genin markiert, wodurch die Detektion 
der DNA ermöglicht wird. Das Ziel-
gen, welches von den »Primern« er-
fasst wird, entsprach dem Topoisome-
rase-II-Gen der Dermatophyten (13).

Verwendete »Primer« und Sonden 
entsprechend den in der Datenbank 
des »National Center for Biotechnolo-
gy Information« (NCBI) in den USA 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) hinter-
legten Sequenzen:

Trichophyton rubrum

–  AB096064.1 Trichophyton rubrum
top2 Gen der DNA der Topoisomera-
se II

–  >Primer_TR-D-Dig CGGCTAGGA- 
GGGCGTGGTAGAA

–  >Primer_TR-U
–  GCCTGTTGTTCCGCTCATTCTT
–  >Sonde_TR–P-B CATATGATTACC-

TTCTGAGCGTAAG
– Fragmentlänge 907 Basen.

Trichophyton interdigitale

–  AB096065.1 Trichophyton interdigi-
tale top2 Gen der DNA der Topoiso-
merase II

–  >Primer _TI- D- Dig GGTGCCAGC-
CATGTCGTAGAC

–  >Primer _TI - U GCATGATTTAG-
AAGTGTAATGCTG

–  >Sonde_TI – P-B TCGAAGCCTT
GGTTAAAAGAAGG

– Fragmentlänge 390 Basen.

Epidermophyton floccosum

–  AB096069.1 Epidermophyton floc-
cosum top2 Gen der DNA der To-
poisomerase II

–  >Primer _EF- D-Dig GATTCAGTT- 
GTGACTAAGTGGACA

–  >Primer _EF- U
– CCGATCCATTCCCTCGGTGGTT
–  >Sonde_EF- P- B ACCTTTTGAGTG-

TAAGTTCCGTCT
–  Fragmentlänge 1.330 Basen.

Der Mastermix enthielt 2,5 mM 
MgCl2, 5*-Puffer mit 400 mM Tris-
HCl, 100 mM (NH4)2SO4) und 0,1% 
Tween-20, außerdem 200 µM je dNTP 
und die Taq-DNA-Polymerase. Der 
PCR-Ansatz wurde mit einem Endvo-
lumen von 30 µl zusammengestellt. 
Das sind 6 µl Mastermix, 16,5 µl H2O, 
0,75 µl »Primer«-U (20 µM nicht mar-
kierter »Primer«), 0,75 µl »Primer«-D-
Dig (mit Digoxigenin markierter »Pri-
mer«) und 6 µl DNS als »Template«.

Als Negativkontrolle kamen 6 µl Was-
ser zum Einsatz, als Positivkontrolle 
6 µl positive DNA. Die Tubes wurden 
mit Mineralöl überschichtet, um Ver-
dunstungen und Kontaminationen zu 
vermeiden.

Das verwendete PCR-Programm bein-
haltete die Initialdenaturierung bei 
95 °C für 5 Minuten 30 Sekunden, es er-
folgten 42 Zyklen: Denaturieren bei 95 
°C für 15 Sekunden, »Annealing« bei 
63 °C für 20 Sekunden, Extension bei 72 
°C für 90 Sekunden und »Final-Extensi-
on« bei 72 °C für 7,7 Minuten.

Visualisierung des PCR-Produkts 
mittels PCR-EIA (DIG-Detektion)

Nach Amplifikation wurde das che-
misch denaturierte PCR-Produkt mit-
tels biotinylierter Sonde (Sequenz 
ebenfalls vom Topoisomerase-II-Gen) 
hybridisiert und an eine Streptavidin- 
beschichtete Festphase gebunden. Un-
gebundene, unspezifische Amplifika- 
tionsprodukte und DNA wurden durch 
Waschen der Mikrotiterplatte ent-
fernt. Nach Zugabe eines Peroxidase- 
konjugierten Anti-Digoxigenin-Anti-
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körpers und Substrats (ABTS-Tablet-
ten) zeigt die Farbentwicklung die po-
sitive Reaktion an. Die Messung der 
optischen Dichte (OD) erfolgt bei einer 
Wellenlänge von 405 nm. Der Uni- 
plex-PCR-EIA erfasst separat T. ru-
brum, T. interdigitale und E. floccosum.

Ergebnisse
Fluoreszenzmikroskopischer 
Pilznachweis in Nagelproben

Von den insgesamt in die Untersu-
chung eingeschlossenen 1.293 Nagel-
proben waren 610 mit Nachweis von 
Pilzmyzel sowie Pilzsporen mittels 
fluoreszenzmikroskopischem Blanco-
phor®-Präparat positiv. Das entsprach 
einem Anteil von 47% positiven Nagel-
proben (Tab. 1).

Kultureller Nachweis von 
Dermatophyten aus den Nagelproben

Von den insgesamt 1.293 Nagelmate- 
rialien waren 389 (30%) positiv, das 
heißt es wuchsen Dermatophyten in 
der Pilzkultur (Tab. 1). Darunter wa-
ren die Dermatophyten-Spezies T. ru-
brum (n = 342) und T. interdigitale (n 
= 47). E. floccosum war kulturell nicht 
nachweisbar.

Molekularbiologischer Nachweis 
von Dermatophyten-DNA 
mittels PCR-EIA

Dermatophyten-DNA war mittels PCR- 
EIA in 553 von 1.293 Proben (43%) 
nachweisbar. Da 30% der Proben kul-
turell-positiv waren, lag der Anteil der 
PCR-positiven Nagelproben 48% höher 
(Tab. 1 u. 2). 

Im Umkehrschluss waren 365 (94%) 
der insgesamt 389 Kultur-positiven 
Materialien auch PCR-positiv (Tab. 2). 
Daraus lässt sich eine sehr gute Korre-
lation zwischen kulturellem Dermato-
phyten-Nachweis und der Dermato-
phyten-PCR ableiten. Nur bei 24 (6%) 
der 389 Kultur-positiven Nagelproben 
war trotz des kulturellen Dermatophy-
ten-Nachweises die PCR negativ.

PCR und Blancophor®-Präparat

Das Blancophor®-Präparat war, wie 
oben ausgeführt, bei 610 von 1.293 Na-
gelproben (47%) positiv. Ein hoher 
Prozentsatz von diesen 610 im fluores-
zenzoptischen Präparat positiven Pro-
ben, nämlich 446 (73%), war dabei so-
wohl PCR-, als auch Kultur-positiv. 
Schimmelpilze und Hefepilze sind 

wahrscheinlich Ursache von positiven 
Blancophor®-Präparaten von Proben, 
die Dermatophyten-PCR negativ wa-
ren.

Erregerspektrum der bei Onychomy-
kose nachgewiesenen Dermatophyten

T. rubrum war der häufigste Erreger 
einer Nagelmykose (Tab. 3). Kultur- 

Tabelle 1

Vergleich der mykologischen Diagnostik mittels Blancophor®-Präparat, 
kulturellem Nachweis der Erreger und PCR-EIA zum Nachweis von 

Dermatophyten-DNA aus Nagelmaterial. Untersucht wurden insgesamt 
1.293 Nagelproben von Patienten mit Verdacht auf beziehungsweise 

zum Ausschluss einer Onychomykose

 Nagelproben  Prozentsatz 

Blancophor®-Präparat-positiv 610 47%

Kultur-positiv 389 30%

PCR-positiv 553 43%

Tabelle 2

Vergleich zwischen kulturellem Dermatophyten-Nachweis und PCR-EIA 
zum Dermatophyten-DNA-Nachweis. Kultur-positive Nagelproben 

n = 389 = 100%

 Nagelproben Prozentsatz

Kultur- und PCR-positiv 365 94%

Kultur-positiv und PCR-negativ  24  6%

Kultur-negativ und PCR-positiv 188 48%

Tabelle 3

Verteilung der mit Kultur und/oder Dermatophyten-PCR-EIA 
in Nagelproben (n = 1.293) gefundenen Dermatophyten-Spezies

 Nagelproben Prozentsatz

Trichophyton rubrum  459  35,5%

Trichophyton interdigitale  118    9,1%

Epidermophyton floccosum    1 0,001%
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und/oder PCR-positiv für T. rubrum 
waren 459 der 1.293 Proben (35,5%), 
T. interdigitale fand sich in 118 Proben 
(9,1%). E. floccosum war in nur einer 
einzelnen Probe ausschließlich mittels 
PCR nachweisbar, kulturell wuchs der 
Dermatophyt nicht (Abb. 1).

Mit Blick auf die einzelnen Dermato-
phyten-Spezies zeigt sich, dass für T. 
rubrum der überwiegende Teil der Pro-
ben (70%) sowohl Kultur- als auch 
PCR-positiv gewesen ist (Abb. 2). Nur 
bei 4% der Nagelproben war trotz ne-
gativer PCR T. rubrum kulturell nach-
weisbar. Im Umkehrschluss waren 
26% der Proben Kultur-negativ, jedoch 
PCR-positiv für T. rubrum. Daraus er-
gibt sich die im Vergleich zur Kultur 
höhere Empfindlichkeit des molekular-
biologischen Nachweises von T. ru-
brum mittels PCR-EIA.

Für T. interdigitale waren etwas weni-
ger Nagelproben sowohl Kultur- als 
auch PCR-positiv (60%). Ebenfalls – ge-
nau wie bei T. rubrum – war nur bei 4% 
der Nagelproben trotz negativer PCR 
T. interdigitale kulturell nachweisbar. 
T. interdigitale war bei 36% der Nagel-
proben kulturell nicht nachweisbar, je-
doch mittels PCR-EIA (Abb. 3). 

Besprechung
Mikroskopischer Pilznachweis 
aus Nagelspänen 
mittels Blancophor®-Präparat

Die konventionellen Methoden Nativ- 
präparat und kultureller Pilznachweis 
werden nach wie vor als »Goldstan-
dard« der dermatomykologischen 
Diagnostik angesehen. Das Blanco-
phor®-Präparat war in der vorliegen-
den Studie bei 610 von 1.293 Nagel-
proben (47%) positiv. Im Vergleich zur 
Kultur und PCR ist das Nativpräparat 
damit die empfindlichste Methode der 
mykologischen Diagnostik von Nagel-
spänen bei Verdacht auf eine bezie-
hungsweise zum Ausschluss einer Ony-
chomykose. Genau wie bei der histolo-
gischen Untersuchung von Nagelmate-
rial gilt auch für das Nativpräparat, 

dass nicht auf den zugrunde liegenden 
Erreger geschlossen werden kann.

Ein hoher Prozentsatz von diesen 610 
Blancophor®-positiven Proben, näm-
lich 446 (73%), waren sowohl PCR- als 
auch Kultur-positiv. Schimmelpilze 
und Hefepilze können Ursache von po-
sitiven Blancophor®-Präparaten, bei 
denen die PCR negativ ist, sein. In einer 
eigenen früheren retrospektiven Un-
tersuchung von 5.077 Patienten mit 
Nagelerkrankungen fand sich jedoch 
lediglich in 34,4% ein positives KOH- 
Präparat (19). Es handelte sich dabei 
um ein einfaches Kalilaugen-Präparat, 
kein fluoreszenzoptisches wie in der 
vorliegenden Untersuchung. Der nied-
rige Anteil positiver KOH-Präparate 
erklärte sich aus der generell geringe-
ren Empfindlichkeit dieses einfachen 
mikroskopischen Nativpräparats ins-
besondere bei Untersuchung von Na-
gelmaterial. Der Anteil von 47% positi-
ven Blancophor®-Präparaten in der 
vorliegenden Studie liegt zwar deutlich 
höher als der Wert von 34,4% des 
KOH-Präparats in der früheren Studie, 
trotzdem kann vermutet werden, dass 
es bei beiden Methoden – KOH- und 
Blancophor®-Präparat – einen relevan-
ten Anteil falsch-negativer Untersu-
chungsergebnisse gegeben hat.

Generell gilt, dass ein positives Nativ- 
präparat keinen Rückschluss auf den 
zugrunde liegenden Erreger zulässt. Es 
kann sich dabei um Dermatophyten, 
jedoch auch um Hefe- und/oder 
Schimmelpilze handeln. Selbst Pilz-
sporen im Nativpräparat sind nicht 
pathognomonisch für Hefepilze. Pilz-
sporen, die zudem meist Arthrosporen 
entsprechen, können mikroskopisch 
durchaus auch bei einer Dermatophy-
ten-Infektion beziehungsweise Tinea 
unguium gefunden werden.

Kultureller Pilznachweis 
aus Nagelspänen

In der vorliegenden Studie waren Der-
matophyten kulturell in 30% (389 von 
1.293) der Nagelproben nachweisbar. 
Auch in der früheren Studie von Müg-
ge et al. (19) fanden sich kulturell nur 

Abb. 1: Verteilung der Dermatophyten- 
Spezies, die mit kultureller Züchtung und/
oder Dermatophyten-PCR-EIA aus Nagel-
spänen (n = 1.293 Proben) nachgewiesen 
wurden

 Trichophyton rubrum
 Trichophyton interdigitale
 Epidermophyton floccosum
 Negative Kulturen

36%

9%

55% 1%

Abb. 2: Trichophyton rubrum. Nachweis 
des Dermatophyten in Nagelspänen (n = 
459 Proben) mit kultureller Züchtung, 
Dermatophyten-PCR-EIA oder beiden Me-
thoden

 Kultur-positiv und PCR-positiv
 Kultur-negativ und PCR-positiv
 Kultur-positiv und PCR-negativ

70%

26%%

4%

Abb. 3: Trichophyton interdigitale. Nach-
weis des Dermatophyten in Nagelspänen 
(n = 118 Proben) mit kultureller Züchtung, 
Dermatophyten-PCR-EIA oder beiden Me-
thoden

 Kultur-positiv und PCR-positiv
 Kultur-negativ und PCR-positiv
 Kultur-positiv und PCR-negativ

36%

60%

4%
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bei 38,6% der Patienten Pilze als Erre-
ger der Onychomykose. Das waren vor 
allem Dermatophyten, zu fast einem 
Drittel jedoch auch Hefepilze, der An-
teil der Schimmelpilze betrug lediglich 
1–2%. Der Dermatophyten-Anteil in-
nerhalb der 38,6% nachgewiesenen Pil-
ze in der Studie von Mügge et al. (19) 
betrug nur 68%, entsprechend zirka 
zwei Drittel aller gezüchteten Pilze, wo-
raus sich ein noch niedrigerer Derma- 
tophyten-Anteil insgesamt kalkulieren 
lässt.

Eine Ursache für die niedrige Nach-
weisrate der kulturellen Züchtung der 
Dermatophyten ist darin zu sehen, 
dass hier und auch in der früheren Stu-
die von Mügge et al. nicht nur Patien-
ten mit dem klinischen Verdacht auf 
eine Onychomykose einbezogen wor-
den sind, sondern auch Patienten mit 
Nagelveränderungen anderer Genese. 
Erfahrungsgemäß werden schätzungs-
weise nur 50% der Nagelveränderun-
gen, die klinisch wie eine Onychomy-
kose imponieren, auch tatsächlich 
durch Pilze verursacht. Deshalb liegt 
der Wert des kulturellen Nachweises 
von Pilzen aus Nagelmaterial von 
38,6% beziehungsweise 30% durchaus 
im plausiblen Bereich.

Wahrscheinlich liegt jedoch auch hier, 
genau wie bei den Nativpräparaten, ein 
beträchtlicher Anteil falsch-negativer 
Ergebnisse vor. Es kann nur spekuliert 
werden, dass es einen signifikanten 
Anteil von Proben gegegeben hat, aus 
denen kulturell keine Pilze gezüchtet 
werden konnten, obwohl vermutlich 
eine Onychomykose vorlag. Die Ursa-
che dafür kann in einer zuvor durchge-
führten lokalen oder systemischen an-
timykotischen Behandlung liegen. Die 
fungizide oder fungistatische Wirkung 
der Antimykotika hemmt das Wachs-
tum der Erreger in der Pilzkultur. Das 
ist auch eine Erfahrung aus der tägli-
chen hautärztlichen Praxis. Viele Pa- 
tienten, die sich mit Verdacht auf Na-
gelpilz vorstellen, wurden bereits vor-
ab antimykotisch topisch behandelt, 
nicht selten wurde über einen Zeit-
raum von mehreren Monaten antimy-
kotischer Nagellack aufgetragen.

Molekularbiologischer Pilznachweis 
in der Dermatomykologie

Neue molekulare Methoden sollen die 
»diagnostische Lücke«, welche Prä- 
parat und Kultur lassen, schließen und 
die Empfindlichkeit sowie Spezifi- 
tät der mykologischen Diagnostik er-
höhen. Nukleinsäure-Amplifikations-
techniken (NAAT) nutzen »Primer« – 
Nukleinsäuresequenzen, die gezielt 
Genabschnitte der einzelnen Dermato-
phyten-Arten erkennen – zum spezifi-
schen Erregernachweis im klinischen 
Material in vitro (9). 

Als spezifische »Primer«-Sequenzen 
werden unter anderem die Sequen- 
zen der Gene der Chitinsynthase (CHS1) 
sowie der Mikrosatelliten-Region 
([GACA][4] oder [GTG][5]) verwendet 
(6, 21, 25). Die meisten Erfahrungen 
gibt es mit »Primern«, die gegen die 
Gensequenz der »Internal Transcribed 
Spacer-1« (ITS1)-Region der fungalen 
ribosomalen DNA (rDNA) gerichtet 
sind. Neben der ITS-1-Region hat sich 
auch eine Kombination aus ITS1-Re- 
gion und 5.8S-ITS2-Region als sehr spe-
zifisch für den Nachweis von Dermato-
phyten erwiesen (23). Verrier et al. (27) 
nutzten die Sequenz eines 28S riboso-
malen DNA-Subunit-Amplicons für die 
noch empfindlichere »nested« PCR. 
Mit dieser »nested« PCR – dabei wird 
die PCR mit einem Extra-»Primer«-Paar 
wiederholt, um kleinste DNA-Mengen 
amplifizieren zu können – ließen sich 
aus Haut- und Haarproben bei Ver-
dacht auf Tinea capitis deutlich mehr 
Dermatophyten nachweisen, als mittels 
herkömmlicher kultureller Verfahren.

Uniplex-PCR-EIA zum Direktnachweis 
von Dermatophyten-DNA 
aus klinischen Proben

Hier kam zum Direktnachweis der 
Dermatophyten aus dem Nagelmate- 
rial ein von Beifuss et al. (2) entwickel-
tes PCR-EIA-Verfahren als adaptierter 
und weiterentwickelter »In-House-As-
say« zum Einsatz (28). Die dabei für 
das »Primer«-Paar verwendete spezifi-
sche Sequenz war eine Region des To-
poisomerase-II-Gens der Dermatophy-

ten. Der Uniplex-PCR-EIA-Test erfasst 
separat T. rubrum, T. interdigitale und 
E. floccosum.

Erwähnt werden soll an dieser Stelle 
jedoch auch, dass prinzipiell weitere 
Erreger nachgewiesen werden können, 
unter anderem M. canis, T. tonsurans, 
T. verrucosum, T. violaceum und T. 
Spezies von Arthroderma benhamiae. 
Alle aufgeführten Dermatophyten wer-
den heute in der dermatomykologi-
schen Routinediagnostik gezielt mit-
tels PCR-EIA nachgewiesen. 

In der vorliegenden Studie war Der-
matophyten-DNA mittels PCR-EIA in 
553 von 1.293 Proben (43%) nachweis-
bar. Das bedeutet, dass der Anteil der 
PCR-positiven Nagelproben 48% höher 
war, wenn mit der Dermatophyten- 
Kultivierung verglichen wird. 365 
(94%) der 389 Kultur-positiven Mate- 
rialien waren PCR-positiv, was für eine 
sehr gute Korrelation von Kultur und 
PCR spricht. Nur bei 24 (6%) der 389 
Nagelproben war die Kultur positiv, 
die PCR jedoch negativ. Der Grund da-
für kann beispielsweise die nicht ho-
mogene Verteilung von Pilzelementen 
im klinischen Material sein.

Eine eigene Pilotstudie mit 218 Patien-
ten unter dem Verdacht beziehungs-
weise zum Ausschluss einer Tinea pe-
dis und Tinea unguium wurde zur Vali-
dierung des hier verwendeten PCR-EIA 
zum Dermatophyten-Nachweis durch-
geführt und ist bereits publiziert (28). 
Kulturell waren bei 23,9% der 218 Pa- 
tienten Dermatophyten nachweisbar 
(T. rubrum oder T. interdigitale). Mit 
dem PCR-EIA war dagegen bei 29,9% 
der Patienten Dermatophyten-DNA 
von entweder T. rubrum oder T. inter-
digitale nachweisbar. E. floccosum 
wurde in der Pilotstudie weder kultu-
rell, noch mit PCR gefunden. Die PCR-
EIA-Technik zum Nachweis von Der-
matophyten-DNA wies im Vergleich 
zur Kultur eine höhere diagnostische 
Empfindlichkeit (79,0%) und diagnos-
tische Spezifität (85,5%) auf.

Ein Vergleich der Ergebnisse des PCR-
EIA mit »Primern« gegen das Topoiso-
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merase-II-Gen aus der Studie von Win-
ter et al. (28) mit einem Mikrosatelli-
ten-PCR-EIA zum separaten Nachweis 
von T.-rubrum-DNA wies für den letz-
teren Test die höchste Anzahl positiver 
Proben (69%) auf, schlechter war hier-
bei sogar das Nativpräparat (Blanco-
phor®) mit 56% Positivrate (20). Der 
PCR-EIA (Topoisomerase II) hatte da-
gegen lediglich eine Positivrate von 
44%. Damit war der PCR-EIA dem Mi-
krosatelliten-PCR-Test unterlegen.

Weitere vergleichende Untersuchun-
gen zwischen den verschiedenen mole-
kularbiologischen Methoden, die ver-
schiedene Zielregionen der Derma- 
tophyten-Gene nutzen und auf ver-
schiedenen NAAT-Techniken beru-
hen, sollten erfolgen, um die PCR-Tech-
niken hinsichtlich ihrer diagnostischen 
Effektivität einschätzen zu können. 

Luk et al. (16) aus Hongkong setzten 
ebenfalls eine Uniplex-PCR mit »Pri-
mern«, die eine Dermatophyten-spezi-
fische Sequenz des Topisomerase-II- 
Gens erkennen, ein. Die PCR wurde 
mit dem KOH-Präparat und dem kul-
turellen Nachweis aus Nagelproben 
von 120 Patienten mit Verdacht auf 
Onychomykose verglichen. Das Nativ- 
präparat war bei 35 Patienten (29,2%) 
positiv, die Kultur bei 12 Patienten 
(10%) und die PCR erbrachte 48 positi-
ve Proben (40%). Zwei Kultur-positive 
Proben wurden mit der PCR nicht er-
kannt. Im Umkehrschluss gelang es je-
doch mittels PCR in 38 Kultur-negati-
ven Nagelproben den Dermatophyten 
mittels PCR nachzuweisen.

Eine Studie aus Polen wies bei Proben 
(sowohl Dermatophyten-Kultur-Isola-
te als auch Hautschuppen und Haar-
wurzeln) von Tieren und von Men-
schen sogar eine 100%-ige Empfind-
lichkeit und Spezifität für die PCR 
zum Nachweis von Microsporum-ca-
nis-DNA nach (4).

Mit einem PCR-Restriktionsfragment-
längenpolymorphismus (RFLP)-Test 
unter Verwendung eines Pan-Derma- 
tophyten-»Primers«, der die ITS-Re- 
gion und zusätzlich die 18S-rDNA-Re-

gion erfasst, wurden in einer Studie in 
Indien 66 Haut- und drei Nagelproben 
untersucht (7). Dermatophyten fanden 
sich mikroskopisch, kulturell und mit-
tels PCR bei 36 (54,54%), 42 (63,63%) 
und 47 (71,21%) der Proben. Unter den 
drei Nagelproben war lediglich eine 
positiv für Dermatophyten, sowohl mi-
kroskopisch als auch kulturell und mit 
PCR.

Sánchez et al. (24) fanden bei 78,2% 
von 225 untersuchten Nagelproben 
eine Konkordanz der herkömmlichen 
kulturellen Nachweismethode der Der-
matophyten und der »nested« PCR 
zum Dermatophyten-DNA-Nachweis. 

Die Empfindlichkeit ließ sich noch stei-
gern, wenn beide Methoden – konven-
tioneller Pilznachweis und molekular-
biologischer Direktnachweis der Pilz-
DNA – gleichzeitig erfolgten. Das Er-
gebnis der mykologischen Untersu-
chung mittels PCR liegt innerhalb von 
24 Stunden vor. Nur die PCR-negati-
ven Proben müssen weiter bebrütet 
werden. Ein Grund dafür ist, dass 
falsch-negative PCR-Ergebnisse, wenn-
gleich selten, möglich sind, und des-
halb noch ein Dermatophyt in der 
Pilzkultur wachsen könnte. Außer- 
dem können Nicht-Dermatophyten- 
Schimmelpilze (»non dermatophyte 
moulds« oder NDM) und Hefepilze 
potenzielle Ursache der Onychomyko-
se sein. Der Nachweis dieser Pilze er-
folgt ausschließlich kulturell.

Hybridisierung von immobilisierten 
Oligonukleotid-Sonden und PCR- 
Produkten zum Direktnachweis von 
Dermatophyten und Candida albicans

Ein in Taiwan entwickelter Oligo-
nukleotid-Array-Test basierte auf der 
Hybridisierung (Digoxigenin-markier-
te Amplicons) von an einer Nylon-
membran immobilisierten Spezies- 
spezifischen Oligonukleotid-Sonden 
(ITS-Region der rRNA) mit durch uni-
verselle »Primer« amplifizierten PCR- 
Produkten. Der Oligonukleotid-Array- 
Test wurde zum Direktnachweis von 
Dermatophyten und Candida albicans 
in Hautproben eingesetzt (11).

Praktische Dermatologie
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Insgesamt 32 Proben von 29 Patienten 
wurden vergleichend mit Kultur und 
dem Oligonukleotid-Array-Test unter-
sucht. Der Oligonukleotid-Array-Test 
hatte im Vergleich zur Kultur eine sig-
nifikant höhere Empfindlichkeit (100% 
vs. 52,6%) und einen besseren negati-
ven Vorhersagewert (100% vs. 59,1%). 
Bei der Spezifität fand sich zwischen 
PCR und dem Oligonukleotid-Array- 
Test kein signifikanter Unterschied.

Multiplex-PCR zum Pilznachweis 
in der Dermatomykologie

Mit einem kommerziell erhältlichen 
PCR-Kit zum Nachweis von T.-ru-
brum-DNA (ITS-Region) und Pan-Der-
matophyten-DNA (Chitinsynthase-1- 
Gen) wurden in einer Studie in Singa-
pur 107 Nagelproben untersucht (5). 
Kulturell waren 57 (53%) Proben posi-
tiv (38 Dermatophyten und 19 Nicht- 
Dermatophyten-Pilze). Dagegen wa-
ren 77 (72%) Nagelproben PCR-positiv  
(63 T. rubrum und 14 Pan-Dermato-
phyten). Insgesamt 37 Proben (35%) 
waren mit beiden Methoden – Kultur 
und PCR – positiv. Die PCR war, da bei 
39 Kultur-negativen Nagelproben mit 
PCR ein Dermatophyt nachgewiesen 
werden konnte, um 37% empfindlicher 
als die Kultur.

Ebenfalls mit diesem kommerziell ver-
fügbaren Multiplex-PCR-Kit wurde in 
Schweden eine Untersuchung durchge-
führt (15). PCR-positiv waren 37% der 
191 Haut- und Haarproben. Kulturell 
fanden sich Dermatophyten dagegen in 
31% der Proben, mikroskopisch waren 
39% der Präparate positiv. Diagnosti-
sche Empfindlichkeit, Spezifität, positi-
ver und negativer Vorhersagewert be-
trugen für die PCR 83%, 84%, 71% be-
ziehungsweise 91%. Bei Hautproben 
erwies sich die PCR mit 88% empfindli-
cher als in Haarproben (58%).

Spiliopoulou et al. (26) nutzten die ge-
rade erwähnte Multiplex-PCR (»Der-
matophyte PCR kit«) zum Nachweis 
von Dermatophyten-DNA aus 418 Na-
gelproben. Der Testkit nutzt zwei »Pri-
mer«-Paare. Das erste (panDerm1 
5 9 - G A A G A A G A T T G T C G T T T -

GCATCGTCTC-39 and panDerm2 
59-CTCGAGGTCAAAAGCACGCCA-
GAG-39) richtet sich gegen das Chitin-
synthase-kodierende Gen (Chitinsyn- 
thase 1 [chs1]) und weist Dermatophy-
ten ganz allgemein nach. Das zweite 
»Primer«-Paar (Trubrum-for 59-TC-
TTTGAACGCACATTGCGCC-39 und 
Trubrum-rev 59-CGGTCCTGAGG-
GCGCTGAA-39) richtet sich gegen das 
Gen der ITS-2-Region und weist spezi-
fisch T. rubrum nach. Mit der Multi- 
plex-PCR fanden sich 126 (30,1%) Der-
matophyten-positive Proben, dagegen 
erbrachte die Kultur nur bei 44 (10,5%) 
der Proben einen positiven Befund mit 
Nachweis des Dermatophyten. Im Na-
tivpräparat waren 63 (15,%) der Pro-
ben positiv. T. rubrum ließ sich in 116 
der 126 (92%) PCR-positiven Nagel-
proben nachweisen, außerdem in 40 
von 44 (91%) Dermatophyten-positi-
ven Kulturen. Durch die PCR erhöhte 
sich der Spezies-spezifische Nachweis 
von Dermatophyten um 21,1%, die 
Rate der PCR-positiven Proben war da-
mit im Vergleich zur Kultur dreimal 
höher.

Multiplex-PCR zum Nachweis 
von Dermatophyten, 
Hefe- und Schimmelpilzen

Ein anderer kommerziell verfügbarer 
Multiplex-PCR-Test, der in Dresden 
entwickelt worden ist, ermöglicht die 
simultane Amplifikation von 23 Der-
matomykose-Erregern (Dermatophy-
ten, Hefen und Schimmelpilzen), deren 
DNA mittels Agarosegelelektrophorese 
detektiert wird (17). Die Identifizierung 
erfolgt für einige der Erreger bis zur 
Spezies-Ebene (z.B. E. floccosum, M. ca-
nis, M. gypseum, T. rubrum, Scopula- 
riopsis brevicaulis). Andere Erreger 
werden jedoch nur bis zur Gattungsebe-
ne identifiziert (z.B. Candida spp., As-
pergillus spp., einige Trichophyton-Ar-
ten). In einer Evaluierungsstudie wur-
den 253 klinische Proben vergleichend 
mittels Mikroskopie, Kultur und Multi-
plex-PCR untersucht (17).

Diagnostische Empfindlichkeit, Spezi-
fität, positiver und negativer Vorhersa-
gewert der PCR betrugen 87,3%, 94,3%, 

87,3% und 94,3%, immer bezogen auf 
Dermatophyten, die auch mikrosko-
pisch und/oder kulturell nachgewie-
sen wurden. Die entsprechenden Wer-
te für Candida spp. betrugen 62,7%, 
93,5%, 77,8%, und 87,4%. Mit der PCR 
ließen sich im Vergleich zur Kultur zu-
sätzlich in 38 Materialien T. rubrum 
und 12 mal T. interdigitale nachwei-
sen.

»Realtime«-PCR 
zum Dermatophyten-DNA-Nachweis

Die »Realtime«-PCR (»Echtzeit«-Poly-
merasekettenreaktion) zum direkten 
Nachweis von Dermatophyten aus kli-
nischem Material ist zwar apparativ 
aufwendig (»LightCycler«), wenn je-
doch einmal etabliert, stellt sie eine 
vergleichsweise schnell durchführbare, 
hochspezifische und empfindliche mo-
lekulare Methode der Amplifizierung 
und gleichzeitigen Quantifizierung der 
DNA dar. Auch mit »Realtime«-PCR 
können mehrere Erreger nachgewiesen 
werden, jedoch nicht gleichzeitig, son-
dern konsekutiv. Eine Untersuchung 
aus Frankreich zeigte, dass trotzdem 
auch kritisch mit den Ergebnissen der 
»Realtime«-PCR umgegangen werden 
muss (22). Falsch-negative Ergebnisse 
sind möglich, vor allem infolge einer 
inhomogenen Verteilung der Derma- 
tophyten-DNA im Haut- oder Nagel- 
material.

Eine schwedische Untersuchung ver-
glich an 202 klinischen Hautproben 
die konventionelle kulturelle Diagnos-
tik mit einer neuen »Realtime«-PCR- 
Methode. Bei 103 (51%) der Proben 
war Pilz-DNA nachweisbar, dagegen 
eine positive Pilzkultur nur bei 79 
(39%). Mit der »Realtime«-PCR ließ 
sich bei 94 der 103 PCR-positiven Pro-
ben (91%) T. rubrum identifizieren, bei 
acht (entsprechend 8%) T. interdigitale 
(3). Hier wird nochmals bestätigt, dass 
die PCR, genau wie in der vorliegenden 
Studie, einen höheren Anteil von posi-
tiven Ergebnissen erbringt, wenn man 
sie mit der Pilzkultur vergleicht. Die 
»Realtime«-PCR scheint dabei noch 
etwas empfindlicher zu sein, als die 
Uniplex-PCR.
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Auch Miyajima et al. (18) setzten eine 
»Realtime«-PCR ein und verwendeten 
»Primer«, die gegen die ITS1-Region 
der rDNA von T. rubrum und T. men-
tagrophytes gerichtet waren. Der ver-
ursachende Dermatophyt ließ sich in 
allen 42 Proben von 32 Patienten mit 
Tinea pedis und Tinea unguium mit 
hoher Empfindlichkeit und Spezifität 
nachweisen. Die »Realtime«-PCR ist 
eine bemerkenswert schnell durch-
führbare Methode, hier lagen die Er-
gebnisse bis zur Spezies-Bestimmung 
aus klinischen Proben innerhalb von 
drei Stunden vor. Aktuell wurde aus 
Polen berichtet, dass der Direktnach-
weis von T. rubrum mittels »Real- 
time«-PCR mit DNA-Extraktion und 
nachfolgender Detektion der Spezies- 
spezifischen DNA nur zwei Stunden 
dauert (14).

Eine Studie aus Frankreich nutzte 
ebenfalls die »Realtime«-PCR zum Di-
rektnachweis von Dermatophyten in 
112 Proben, davon 54 Nagel- und 58 
Hautproben von insgesamt 52 Patien-
ten mit dem Verdacht auf eine Derma- 
tophytose (22). Es wurde eine Proben- 
basierte diagnostische Empfindlichkeit  
von 79% erreicht, die Spezifität betrug 
73%. Dagegen lag die Patienten-basier-
te diagnostische Empfindlichkeit bei 
100%, die Spezifität bei 82%. Die PCR 
führte zu signifikant weniger falsch-ne-
gativen Ergebnissen in Hautproben. 
Die Nachweisrate in Nagelmaterial 
war ebenfalls signifikant besser, wenn 
mit Hautproben verglichen wurde 
(diagnostische Odds-Ratio = 24,0 vs. 
5,5).

Höhere Spezifität molekularer 
Methoden bei der Spezies- 
Identifizierung von Dermatophyten

Zunehmend werden molekularbiologi-
sche Methoden als Kulturbestätigungs-
test zur Identifizierung von kulturell 
isolierten Dermatophyten eingesetzt. 
In der Regel werden dafür Sequenzie-
rungstechniken genutzt. Die gefunde-
nen Sequenzen der Pilzisolate werden 
mit in Datenbanken hinterlegten Re- 
ferenzsequenzen verglichen, und so 
kann auf die Spezies geschlossen wer-

den. Neben der NCBI-Datenbank wird 
zunehmend auch die Datenbank des 
»Centraalbureau voor Schimmelcultu-
res« (CBS) des »Fungal Biodiversity 
Centre« in Utrecht, Niederlande, ge-
nutzt. Eine Studie aus Indien zum Bei-
spiel nutzte zur Untersuchung der ge-
notypischen Variabilität der Derma- 
tophyten einen PCR-Fingerprint-Test 
mit einem repetitiven Oligonucleotid 
(GACA)4-»Primer« zur Identifizie-
rung der Spezies sowie der Stammva- 
riationen von Dermatophyten (8).

Eine neue Zielstruktur zur Spezies- 
Identifizierung von Dermatophyten 
stellt die Genregion, welche die Metal-
loproteinase-1 kodiert, dar (12). Res- 
triktionsfragmentlängenpolymorphis-
mus (RFLP)-Analyse und eine PCR mit 
»Primern«, die gegen das Metallopro-
teinase-1-Gen gerichtet sind, wurden 
gerade erfolgreich eingesetzt, um T. 
rubrum, T. mentagrophytes var. men-
tagrophytes, T. tonsurans, T. men-
tagrophytes var. interdigitale, M. canis 
und M. gypseum zu differenzieren. 
Nach Restriktionsenzymverdau wur-
den die Proben enzymatisch aufge-
trennt. Insgesamt vier verschiedene 
Muster von DNA-Fragmenten ließen 
sich innerhalb der sechs Pilzarten dis-
kriminieren.

Eine andere Studie aus dem Iran ver-
glich die morphologische Differenzie-
rung mit der molekularbiologischen 
Identifizierung (PCR-RFLP nach Am- 
plifizierung der ITS1-5.8S-ITS2-rDNA- 
Region) von Dermatophyten-Isolaten. 
Es fand sich eine sehr schlechte richtige 
Identifizierungsrate für die konventio-
nellen morphologischen Methoden 
(1). Morphologisch waren unter den in 
der Routinediagnostik gefundenen Pil-
zen 18 Isolate (6,8%) T. rubrum und 
136 Isolate (52,10%) T. interdigitale. 
Mit PCR-RFLP war T. rubrum dagegen 
mit 94 Stämmen (36,01%) häufigster 
Dermatophyt. T.-interdigitale-Stäm-
me fanden sich insgesamt 71 (27,2%). 
Von den 94 mit PCR-RFLP als T. ru-
brum identifizierten Isolaten war ein 
hoher Prozentsatz (80,8%) morpholo-
gisch anders differenziert worden, vor-
zugsweise als T. interdigitale (75,5%), 
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jedoch auch als E. floccosum, M. canis, 
T. verrucosum und T. tonsurans. Acht 
Stämme von T. interdigitale und zwei 
E.-floccosum-Stämme waren morpho-
logisch als »unbekannte Spezies« diffe-
renziert worden.

Diese Ergebnisse sind einerseits er-
staunlich und kaum plausibel zu erklä-
ren, da in der Regel davon ausgegan-
gen wird, dass die herkömmliche Pilz-
differenzierung einfach und richtig 
durchführbar sein sollte. Andererseits 
muss kritisch vermerkt werden, dass 
auch in der Routinediagnostik hierzu-
lande, egal ob in Praxis oder im Labor- 
institut, in einem beträchtlichen Pro-
zentsatz keine adäquate Speziesdiffe-
renzierung erfolgt und damit auch kein 
richtiges Ergebnis der Pilzbestimmung 
vorliegt. Erinnert sei beispielsweise an 
die Urease-Reaktion zur Unterschei-
dung von T. rubrum und T. interdigita-
le, die heute kaum noch durchgeführt 
wird, nicht zuletzt auch wegen des 
neuerdings nicht mehr kommerziell 
verfügbaren Harnstoff-Nährmediums 
nach Christensen.

Einmal mehr unterstreicht diese ver-
gleichende morphologische und mole-
kularbiologische Studie aus dem Iran, 
dass der Wert der neuen molekularen 
Amplifikationstechniken auch darin 
zu sehen ist, dass mit diesen modernen  
Methoden eine akkurate und hoch-spe-
zifische mikrobiologische Diagnostik 
mit hoher Richtigkeit der Differenzie-
rungsergebnisse erfolgen kann. Die 
bislang noch vorhandene Expertise in 
der Dermatomykologie geht zumin-
dest in Deutschland mehr und mehr 
verloren. Grund dafür ist, dass myko-
logisch ausgebildete Hautärztinnen 
und Hautärzte heute weitgehend feh-
len.

Abrechnung molekularbiolo- 
gischer Verfahren der derma- 
tomykologischen Diagnostik
Der molekularbiologische Nachweis 
von Dermatophyten-DNA mit der Uni-
plex- oder »Realtime«-PCR und auch 
der Nachweis von anderen Pilzen 

(Hefe- und Schimmelpilz-DNA) mit 
Multiplex-PCR aus Hautschuppen, 
Haaren und Haarwurzeln sowie Nagel-
material ist momentan nur über die 
GOÄ als privatärztliche Laborleistung 
abgebildet und so abrechenbar. Für ge-
setzlich krankenversicherte Patienten 
gab es bislang den Modus der Abrech-
nung über eine sogenannte Analog-
nummer im EBM. Inwieweit das weiter 
so möglich sein wird, ist unklar. Des-
halb muss unbedingt vor Einführung 
der genannten molekularbiologischen 
Methoden in die Routinediagnostik 
mit der jeweiligen Krankenversiche-
rung (KV) gesprochen beziehungswei-
se die Berechtigung zur Abrechnung 
der PCR bei der zuständigen KV bean-
tragt werden.

Um die neuen molekularbiologischen 
Methoden, die zu einem wesentlichen 
Zuwachs der diagnostischen  Empfind-
lichkeit und Spezifität beim Nachweis 
von Erregern von Dermatomykosen 
und Onychomykosen führen, auch in 
der Routinediagnostik durchführen zu 
können, muss die Abrechnung auch 
über den EBM gewährleistet sein. Der 
Berufsverband der Deutschen Der-
matologen (BVDD) und die Deutsche 
Dermatologische Gesellschaft (DDG) 
sind hierbei gefordert, sich dafür einzu-
setzen, dass eine EBM-Kennziffer zum 
molekularbiologischen Dermatophy-
ten-Nachweis in absehbarer Zeit in den 
EBM aufgenommen wird. Die alleinige 
privatärztliche Abrechnung der Der-
matophyten- und Pilz-PCR vertieft die 
Kluft zwischen den Patienten, die in der 
Lage sind, die Kosten zu tragen, und 
dem Großteil derjenigen, die dazu eben 
nicht in der Lage ist. Mit Blick auf die 
hohe Punktprävalenz der Onychomy-
kose von 12,4% in Deutschland, es han-
delt sich bei der Nagelpilzinfektion um 
eine echte »Volkskrankheit«, ist die 
»Zwei-Klassen-Medizin« bei der myko-
logischen Diagnostik nicht zu akzeptie-
ren. Auch wegen der diversen Kompli-
kationen und Folgeerkrankungen der 
Onychomykose sollte die hochemp-
findliche molekulare mykologische 
Diagnostik für die betroffenen Patien-
ten unabhängig vom Krankenversiche-
rungsstatus ermöglicht werden.

Fazit
Der molekularbiologische Nachweis 
von Dermatophyten-DNA hat sich in 
der hier vorgelegten Studie im Ver-
gleich zu den konventionellen mykolo-
gischen Labormethoden des mikrosko-
pischen und kulturellen Pilznachwei-
ses als deutlich empfindlicher erwie-
sen. Eine Vielzahl von weiteren, in den 
letzten Jahren veröffentlichten Studien 
zum Einsatz der PCR in der Derma- 
tomykologie kommt zum selben Er-
gebnis und bescheinigt den Nuklein-
säure-Amplifikationstechniken eine hö- 
here diagnostische Empfindlichkeit als 
dem Nativpräparat und der kulturellen 
Züchtung der Dermatophyten. Trotz-
dem ist das Fazit des überwiegenden 
Anteils der durchgeführten Studien 
zum Einsatz der PCR zum Direktnach-
weis von Pilzen bei Verdacht auf eine 
Dermato- und Onychomykose, dass 
vorerst nicht auf die konventionelle 
Diagnostik verzichtet werden soll. Die 
PCR kann und soll aktuell die traditio-
nelle Diagnostik nicht ersetzen. Ins- 
besondere das mikroskopische Präpa-
rat in Form des fluoreszenzoptischen 
Nachweises von Pilzen im Nagelmate-
rial ist sehr empfindlich, wobei die ge-
fundenen Pilzelemente keinen Rück-
schluss auf die verursachende Pilzgat-
tung oder Pilzspezies zulassen.

Der wesentliche Vorteil der Nuklein-
säure-Amplifikationstechniken zum 
Dermatophyten- oder generellen Pilz-
nachweis besteht nicht zuletzt auch 
darin, dass selbst nicht vitale Pilzele-
mente (Nukleinsäuren) im Nagelmate-
rial beispielsweise auch bei Patienten, 
bei denen vor Materialentnahme eine 
topische (Nagellack) oder systemische 
antimykotische Therapie erfolgte, 
nachgewiesen werden können. Wenn 
die PCR zusätzlich zur konventionellen 
Diagnostik eingesetzt wird, erhöht sich 
die Empfindlichkeit der mykologi-
schen Diagnostik insgesamt signifi-
kant. Die diagnostische Spezifität der 
mykologischen Diagnostik wird eben-
falls erhöht, nicht zuletzt verbessert 
sich die Richtigkeit der Erregeridentifi-
zierung durch die DNA-basierten mo-
lekularen Methoden.
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Ein Vorteil der Amplifikationstechni-
ken zum Dermatophyten-Nachweis 
liegt zudem in der signifikanten Ver-
kürzung der Zeit bis zur Diagnosestel-
lung. Die Uniplex- und Multiplex-PCR, 
auch in der Form der »nested«-PCR, 
kann innerhalb von 24 oder 48 Stun-
den durchgeführt werden. Bei der 
»Real-time«-PCR liegt das Ergebnis 
des Direktnachweises des Erregers aus 
dem klinischen Material bis zur Spe- 
zies-spezifischen Identifizierung des 
Dermatophyten sogar noch schneller 
vor, im Idealfall innerhalb von zwei bis 
drei Stunden.

Die Methode ist wirtschaftlich, ledig-
lich der Personalaufwand ist hoch. Der 
Einsatz von apparativer Technik, zum 
Beispiel Extraktions- und Pipettierau-
tomaten, erlaubt die Rationalisierung 
der Laborarbeit. Mittelfristig wird die 
konventionelle dermatomykologische 
Diagnostik durch molekulare Techni-
ken ergänzt werden. Denkbar sind 
zum Beispiel einfache Analysensyste-
me auf PCR-Basis, die in der Hautarzt-
praxis eine Dermatophyten-Sofort- 
Diagnostik erlauben. 
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