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Molekularbiologischer 
Direktnachweis von Dermatophyten 
im klinischen Material bei Verdacht 
auf Onychomykose und Tinea pedis

Eine prospektive Studie zum Vergleich 
konventioneller dermatomykologischer 
Diagnostik und der Polymerasekettenreaktion

Die dermatomykologische Diagnostik be-
ruht auf dem mikroskopischen und kul-
turellen Erregernachweis. Eine Regel be-
sagt, dass erst nach dem Vorliegen eines 
positiven mikroskopischen Präparates lo-
kal antimykotisch behandelt werden soll-
te, und frühestens nachdem die kulturelle 
Untersuchung einen Erreger ergeben hat, 
beginnt die systemische antimykotische 
Therapie [19, 21, 23]. Das mikroskopische 
Nativpräparat ermöglicht selbst durch 
Zugabe von kontrasterhöhenden Farb-
stoffen oder fluoreszierenden optischen 
Aufhellern nur einen orientierenden Di-
rektnachweis von Pilzelementen im klini-
schen Material, ohne dass ein Rückschluss 
auf Gattung oder Art des Erregers mög-
lich ist [18]. Der kulturelle Erregernach-
weis ist spezifischer als das Kalilaugen-
präparat, dafür jedoch langwierig, die Er-
gebnisse liegen erst nach 3 bis 4 Wochen 
Inkubationsdauer vor [20]. Zudem kön-
nen avitale Pilzelemente zu falsch-negati-
ven Ergebnissen führen.

Erst seit wenigen Jahren finden mole-
kulare Nachweismethoden auf Grundla-
ge der Polymerasekettenreaktion („poly-
merase chain reaction“, PCR) Einzug in 

die Dermatomykologie [1, 3, 5, 24]. Zur 
molekularbiologischen Identifizierung 
von Dermatophyten sind verschiedene 
Genregionen als Zielsequenzen für die  
Primer verwendet worden, u. a. der „In-
ternal Transcribed Spacer“ (ITS) der ribo-
somalen DNS und das Topoisomerase-II-
Gen [11].

Das Prinzip der Methode basiert da-
rauf, dass die Dermatophyten-DNS in 
einem ersten Arbeitsschritt aus dem ke-
ratinhaltigen Material der Nägel sowie 
Hautschuppen extrahiert wird. In einem 
zweiten Arbeitsschritt wird die DNS mit-
tels spezifischer Primer – das sind kur-
ze, die jeweilige Dermatophyten-DNS 
spezifisch erkennende und bindende Se-
quenzen aus Nukleinsäurebasen – gebun-
den und im sog. Thermocycler amplifi-
ziert. Es schließt sich ein dritter Detek-
tionsschritt an, bei dem die amplifizierte 
bzw. vermehrte DNS nachgewiesen wird. 
Dieses „Sichtbarmachen“ oder Visualisie-
ren der DNS geschieht entweder mittels 
Agarose-Gel-Elektrophorese oder alter-
nativ mit einer Sonden-gestützten ELI-
SA („enzyme linked immunosorbent as-
say“)-Technik. Dieser molekularbiologi-

sche Dermatophytennachweis direkt aus 
dem Nagelmaterial erlaubt eine Sofortdia-
gnostik innerhalb von 24 h [2]. Als spezi-
fische Sequenz für die Primer wurde hier 
das Topoisomerase-II-Gen genutzt. Der 
Uniplex-PCR-ELISA-Test erfasste separat 
Trichophyton (T.) rubrum, T. interdigitale 
und Epidermophyton (E.) floccosum [27].

Methoden

Patienten und Materialentnahme

Über einen Zeitraum von 3 Monaten 
wurden 218 Patienten mit dem klinischen 
Verdacht auf eine Fuß- und Nagelpilzin-
fektion in die Studie aufgenommen. Alle 
Patienten wiesen disponierende Faktoren 
für eine Tinea pedis und/oder Onycho-
mykose auf: Ulzerationen unterschiedli-
cher Genese am Unterschenkel und/oder 
an den Füßen/Zehen bzw. plantar, chro-
nisch venöse Insuffizienz (Varikosis, Ul-
cus cruris venosum), arteriell beding-
te Ulzerationen, periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit, diabetisches Fußsyn-
drom (Malum perforans), Lymphödem 
(idiopathisch, postinflammatorisch, post-
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Tab. 1  Sequenzen der Primer und Sonden, basierend auf der Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI), USA

AB096064.1 Trichophyton rubrum

Topoisomerase-II-Gen  

Primer_TR-D-Dig CGGCTAGGAGGGCGTGGTAGAA

Primer_TR-U GCCTGTTGTTCCGCTCATTCTT

Sonde_TR-P-B CATATGATTACCTTCTGAGCGTAAG

Länge des Fragments: 907 Basen  

AB096065.1 Trichophyton interdigitale 

Topoisomerase-II-Gen  

Primer_TI-D-Dig GGTGCCAGCCATGTCGTAGAC

Primer_TI-U GCATGATTTAGAAGTGTAATGCTG

Sonde_TI-P-B TCGAAGCCTTGGTTAAAAGAAGG

Länge des Fragments: 390 Basen  

AB096069.1 Epidermophyton floccosum

Topoisomerase-II-Gen  

Primer_EF-D-Dig GATTCAGTTGTGACTAAGTGGACA

Primer_EF-U CCGATCCATTCCCTCGGTGGTT

Sonde_EF-P-B ACCTTTTGAGTGTAAGTTCCGTCT

Länge des Fragments: 1330 Basen  
D „downstream“, U „upstream“.

operativ) und Stauungsdermatitis (Der-
moepidermitis bei Lymphödem, kardial 
bedingte Stauung).

Nach Desinfektion des betreffen-
den Areals mit Ethanol wurden von der 
Fußsohle, dem Zehenzwischenraum so-
wie vom Zehennagel Hautschuppen und 
Nagelspäne mittels Skalpell entnommen. 
Eine vorherige antimykotische Lokal- und 
systemische Therapie war für mindestens 
4 Wochen vor der Untersuchung ausge-
setzt worden. Die mykologische Diagnos-
tik umfasste das fluoreszenzoptische Prä-
parat, die kulturelle Anzüchtung von Pil-
zen sowie den PCR-ELISA-Assay zum 
Nachweis von Dermatophyten-DNS.

Fluoreszenzoptisches Pilzpräparat

Haut- oder Nagelmaterial (mindestens 5 bis 
10 Hautschüppchen oder Nagelspäne) wur-
den mittels steriler (abgeflammter) Impföse 
in einen Tropfen Blancophor-Lösung auf 
einen Objektträger gegeben und mit einem 
Deckgläschen bedeckt. Inkubiert wurde 
über Nacht bei Raumtemperatur in einer 
„feuchten Kammer“. Die Präparate werden 
mittels Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

Kultureller 
Dermatophytennachweis

Die kulturelle mykologische Untersu-
chung erfolgte auf Sabouraud-4%-Glu 
kose-Agar (Sifin GmbH, Berlin), dem 
zusätzlich Chloramphenicol 100 mg/l 
zur Unterdrückung des Bakterienwachs-
tums zugesetzt wurde. Für die selekti-
ve Anzucht von Dermatophyten kam 
Sabouraud-Glukose-Agar + Actidion 
(= Cycloheximid) zur Anwendung  
(Mycosel-Agar, Becton Dickinson, Hei-
delberg), auch diesem Nährmedium 
wurde Chloramphenicol 100 mg/l bei-
gemengt.

PCR-ELISA-Assay zum Nachweis 
von Dermatophyten-DNS

Isolierung der DNS
Die Extraktion der DNS aus den Pilzen in 
Hautschuppen und Nagelmaterial erfolg-
te mittels Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen, 
Hilden). Nach einem enzymatischen Ver-
dau der Zellmembranen mit Proteinase K 
wird die freigewordene DNS während 
eines Zentrifugationsschrittes an eine Si-
likatmembran einer Spinnsäule gebun-
den. Die gebundene DNS wird in Folge in 
3 Schritten von störenden Proteinen ge-
reinigt und mit einem kleinen Volumen-
Elutionspuffer von der Spinnsäule eluiert. 

Es werden sowohl Human-DNS als auch 
Erreger-DNS isoliert.

Polymerasekettenreaktion
Durch spezifische Primer erfolgte im 
Mastercycler mittels PCR die Vervielfälti-
gung der Dermatophyten-DNS. Ein Pri-
mer des Primerpaars war mit Digoxige-
nin am 5’Ende markiert. Auf diese Wei-
se ist das entstandene PCR-Produkt mit 
Digoxigenin markiert, um so die Detek-
tion der DNS zu ermöglichen. Zur Iden-
tifizierung wurde das Topoisomerase-II-
Gen genutzt, die Primersequenzen sind 
von Hsu et al. [13] beschrieben worden 
(. Tab. 1).

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 (Bio-Budget Techno-
logies GmbH, Krefeld). Der PCR-An-
satz wurde mit einem Endvolumen von 
30 µl zusammengestellt. Das sind 6 µl 
Mastermix, 16,5 µl H2O, 0,75 µl Primer-U 
(20 µM Primer unmarkiert von biomers.
net, Ulm), 0,75 µl Primer-D-Dig (Pri-
mer markiert mit Digoxigenin, Eurofins 
MWG Operon, Ebersberg) und 6 µl DNS 
als Template. Als Negativkontrolle kam 
stattdessen 6 µl Wasser zum Einsatz, als 
Positivkontrolle 6 µl positive DNS. Die  
Tubes wurden mit Mineralöl überschich-
tet, um Verdunstungen und Kontamina-
tionen zu vermeiden. Das verwendete 
PCR-Programm beinhaltete die Initial-
denaturierung bei 95°C für 5 min 30 s, 
es erfolgten 42 Zyklen: Denaturieren bei 
95°C für 15 s, „Annealing“ bei 63°C für 
20 s, „Extension“ bei 72°C für 90 s und 
„Final Extension“ bei 72°C für 7,7 min.

PCR-ELISA (DIG-Detektion)
Nach Amplifikation wurde das chemisch 
denaturierte PCR-Produkt mittels bioti-
nylisierter Sonde (Sequenz ebenfalls vom 
Topoisomerase-II-Gen) hybridisiert und 
an eine Streptavidin-beschichtete Fest-
phase gebunden. Ungebundene, unspezi-
fische Amplifikationsprodukte und DNS 
werden durch Waschen der Mikrotiter-
platte entfernt. Nach Zugabe eines Per-
oxidase-konjugierten Anti-Digoxigenin-
Antikörpers und Substrates (ABTS-Tab-
letten, Roche Diagnostics Deutschland, 
Mannheim) zeigt die Farbentwicklung 
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Zusammenfassung
Hintergrund.  Onychomykosen sind welt-
weit im Anstieg begriffen. Vor einer antimy-
kotischen Therapie steht die exakte Diagnos-
tik, die derzeit mit den Routineverfahren Mi-
kroskopie und mit kulturellem Erregernach-
weis erfolgt. Diese konventionellen mykolo-
gischen Methoden weisen jedoch Nachtei-
le auf. Das mikroskopische Präparat ermög-
licht keine Gattungs- oder Speziesidentifizie-
rung, es werden lediglich avitale Pilzelemen-
te nachgewiesen. Der Zeitaufwand für die 
Pilzkultur ist hoch, beim kulturellen Nachweis 
besteht zudem eine beträchtliche subjektive 
Fehlermöglichkeit bei der Bestimmung der 
Pilzspezies.
Patienten und Methodik.  Über einen Zeit-
raum von 3 Monaten wurden in einer chir-
urgischen Praxisklinik insgesamt 218 Patien-
ten – alle wiesen disponierende Faktoren für 

eine Nagel- und Fußpilzinfektion auf – mit 
Verdacht auf Tinea pedis und/oder Onycho-
mykose in die prospektive Studie aufgenom-
men. Zusätzlich zur konventionellen Diagnos-
tik der Nagelspäne und Hautschuppen mit-
tels Nativpräparat mit Blancophor und Pilz-
kulturen wurde ein PCR (Polymeraseketten-
reaktion)-ELISA-Test zum Direktnachweis von 
Dermatophyten-DNS durchgeführt. Letzterer 
erlaubt aufgrund von spezifischen Primern, 
die gegen das Topoisomerase-II-Gen gerich-
tet sind, die Identifizierung von Trichophyton 
(T.) rubrum, T. interdigitale und Epidermo-
phyton floccosum im klinischen Material.
Ergebnisse.  Kulturell waren bei 23,9% der 
Patienten Dermatophyten nachweisbar (T. 
rubrum oder T. interdigitale). Mittels PCR-
ELISA-Test konnte dagegen bei 29,9% der Pa-
tienten Dermatophyten-DNS von entweder 

T. rubrum oder T. interdigitale nachgewiesen 
werden. Epidermophyton floccosum wurde 
weder kulturell noch mit PCR gefunden. Die 
PCR-ELISA-Technik zum Nachweis von Der-
matophyten-DNS wies im Vergleich zur Kul-
tur eine höhere diagnostische Sensitivität 
(79,0%) und diagnostische  
Spezifität (85,5%) auf.
Schlussfolgerung.  Der PCR-ELISA-Test er-
möglicht eine schnelle und sehr spezifische 
sowie empfindliche Diagnostik einer Derma-
tophytose der Nägel und der Haut innerhalb 
von 24 (bis maximal 48) Stunden mit Identifi-
zierung des Erregers bis zur Speziesebene.

Schlüsselwörter
Trichophyton rubrum · Trichophyton 
interdigitale · Diagnostische Sensitivität · 
Diagnostische Spezifität · Dermatophytose

Molecular biological detection of dermatophytes in clinical samples when 
onychomycosis or tinea pedis is suspected. A prospective study comparing 
conventional dermatomycological diagnostics and polymerase chain reaction

Abstract
Background.  The prevalence of onychomy-
cosis is rising worldwide. Before starting anti-
fungal treatment, an exact mycological diag-
nosis should be obtained. The current labo-
ratory diagnosis of dermatomycoses is based 
on the detection of the causative agent by 
microscopy and culture. These convention-
al diagnostic methods for fungal infections 
often are not the best solution because they 
are time-consuming, cultures are false-nega-
tive and direct examination identifies non-vi-
tal structures which cannot be used for spe-
ciation.
Patients and methods.  A total of 218 pa-
tients presenting in a surgical practice over 3 
months with clinical signs of tinea pedis and/
or onychomycosis were involved in the pro-
spective study. All patients had predispos-

ing factors for tinea pedis and tinea unguium, 
such as vascular insufficiency, diabetes mel-
litus, and leg ulcers. Nail specimens and skin 
scrapings were investigated for fungi using 
Blancophor preparation, and cultured. In ad-
dition to conventional diagnostics, PCR (poly-
merase chain reaction) for detection of der-
matophyte DNA was employed. This PCR-Elisa 
assay is based on the use of specific primers 
which target the topoisomerase II gene. This 
allows the highly specific molecular identifi-
cation of Trichophyton (T.) rubrum, T. inter-
digitale, and Epidermophyton floccosum 
directly in clinical samples.
Results.  23.9% of patients were culture-pos-
itive for dermatophytes (either T. rubrum, 
or T. interdigitale). With PCR, dermatophyte 
DNA either of T. rubrum or T. interdigitale 

could be detected in nail samples and skin 
scrapings from at least 29.9% of all patients. 
Epidermophyton floccosum was not found 
in this study, neither by cultivation nor by 
PCR. The diagnostic sensitivity of the PCR-Eli-
sa assay was calculated as 79.0%%; the diag-
nostic specificity as 85.5%.
Conclusion.  PCR-Elisa evaluation makes pos-
sible a rapid, specific and sensitive diagnosis 
of dermatophytosis of the nails and skin with-
in 24 (maximal 48) hours with identification 
of the involved species.

Keywords
Trichophyton rubrum · Trichophyton 
interdigitale · Diagnostic sensitivity · 
Diagnostic specificity · Dermatophytosis
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die positive Reaktion an. Die Messung der 
optischen Dichte (OD) erfolgt bei einer 
Wellenlänge von 405 nm (Photometer 
TECAN Sunrise, Crailsheim). Der Uni-
plex-PCR-ELISA-Test erfasst separat T. 
rubrum, T. interdigitale und E. floccosum.

Statistik

Die statistische Auswertung der Ergeb-
nisse erfolgte mittels t-Test, Korrelatio-
nen wurden über die χ2-Methode berech-
net und als ROC („receiver operating cha-
racteristic“)-Kurven dargestellt. Außer-
dem wurden die diagnostische Spezifität 
und diagnostische Sensitivität des Verfah-
rens berechnet.

Ergebnisse

Patienten

Von den 218 Patienten waren 111 männ-
lich und 107 weiblich. Die Mehrzahl der 
Patienten hatte das 5. Lebensjahrzehnt 
erreicht, Kinder waren nicht dabei. Das 
Durchschnittsalter der männlichen Pa-
tienten lag bei 58,1 Jahren und das der 
weiblichen bei 60,9 Jahren. Der Alters-
unterschied zwischen den Geschlechtern 
war nicht signifikant. Es handelte sich um 
Patienten einer chirurgischen Praxiskli-
nik, die disponierende Faktoren und Er-
krankungen für Fuß- und Nagelpilzinfek-
tionen aufwiesen. Insgesamt 11,9% der Pa-
tienten waren Diabetiker bzw. hatten ein 
diabetisches Fußsyndrom. Von den in die 

Studie einbezogenen 218 Patienten hat-
ten 199 vor der Probeentnahme keinerlei 
antimykotische Therapie erfahren. Drei 
Patienten hatten sich einer systemischen 
antimykotischen Therapie mit Terbinafin 
250 mg unterzogen. Zwischen der letzten 
lokalen oder oralen Behandlung und der 
Probeentnahme lag in jedem Fall ein Min-
destabstand von 4 Wochen. Insgesamt 
waren 19 Patienten vorab lokal und/oder 
systemisch antimykotisch vorbehandelt.

Fluoreszenzoptischer Nachweis 
von Pilzelementen mittels 
Blancophor-Präparat

Aus Hautschuppen ließen sich bei 24,8% 
der Patienten Pilzmyzel und/oder Pilz-
sporen nachweisen. Für Nagelspäne ergab 
sich ein ähnliches Bild mit 26,6%.

Kultureller Dermatophyten-
nachweis aus Nagelmaterial 
und Hautschuppen

Aus den 218 untersuchten Proben von 
Hautschuppen und Nagelspänen (gleich-
zeitiger Nachweis bei einem Patienten 
wurde als ein Ereignis gewertet) ließen 
sich T. rubrum bei 39 Patienten (17,9%) 
und T. interdigitale in 13 Fällen (6%) in der 
Kultur isolieren (. Tab. 2). In 166 Fällen 
(76,1%) erfolgte kein Nachweis. E. flocco-
sum fand sich kulturell überhaupt nicht.

Mykologische Begleitflora

In Hautschuppen waren bei insgesamt 
16% aller Proben Sprosspilze nachweis-
bar. Der apathogene Hefepilz Rhodotorula 
spp. wurde am häufigsten isoliert (54%), 
gefolgt von Candida spp. (an erster Stel-
le Candida parapsilosis) mit 34%. Bei 24% 
der Patienten ließen sich aus Hautschup-
pen Schimmelpilze isolieren, dominiert 
von Penicillium spp. (40% aller Schim-
melpilze).

Die Nachweisrate von Sprosspilzen 
in Nagelspänen war halb so hoch wie in 
Hautschuppen. Hinsichtlich der Vertei-
lung der einzelnen Spezies ergaben sich 
jedoch analoge Ergebnisse. In 56% der 
Fälle trat Rhodotorula spp. allein oder 
vergesellschaftet mit anderen Sprosspil-
zen auf. Wiederum war Candida parap-
silosis mit 7 Nachweisen (39%) die häu-
figste Candida-Spezies. Die begleitende 
Schimmelpilzflora in Nagelspänen und 
Hautschuppen zeigte eine ähnliche Ver-
teilung, mehrheitlich war Alternaria spp. 
allein oder vergesellschaftet mit anderen 
Schimmelpilzen, u. a. Penicillium spp., 
nachweisbar. Scopulariopsis brevicaulis 
ließ sich bei insgesamt 4 Patienten aus Na-
gelspänen isolieren.

Ergebnisse der Untersuchung auf 
Dermatophyten-DNS mittels PCR

Mit der PCR konnten aus den untersuch-
ten Hautschuppen und Nagelspänen al-
ler in die klinische Studie einbezogenen 
Patienten in 42 Fällen (19,3%) T. rubrum 
und in 23 Fällen (10,6%) T. interdigita-
le nachgewiesen werden (. Tab. 2). Bei 
153 Patienten (70,1%) war keine der bei-
den Spezies mit der PCR bestimmbar. In 
keinem Fall waren T. rubrum und T. inter-
digitale gleichzeitig nachweisbar. E. flocco-
sum wurde nicht gefunden.

Bezogen auf das Untersuchungsmate-
rial erwies sich das Blancophor-Präpa-
rat als am empfindlichsten, gefolgt von 
der PCR und erst danach von der Kultur 
(. Tab. 3). Die vergleichsweise hohe Rate 
an positiven Nativpräparaten (24,8% bei 
Hautschuppen und 26,6% bei Nagelspä-
nen) beruht darauf, dass neben Derma-
tophyten auch Spross- und Schimmelpil-
ze zu einem reaktiven Blancophor-Prä-
parat führen. Die Nachweisrate für Der-

Tab. 2  Kultureller Nachweis der Dermatophyten mittels Kultur und PCR, bezogen auf die 
Patienten, unabhängig vom Untersuchungsmaterial (n=218 Patienten)

  Kultur PCR

Anzahl Prozent Anzahl Prozent

Kein Nachweis 166 76,1 153 70,1

Dermatophyten 52 23,9 65 29,9

Davon  

Trichophyton interdigitale 13 6,0 23 10,6

Trichophyton rubrum 39 17,9 42 19,3

Tab. 3  Vergleich der Ergebnisse des Pilznachweises mittels Blancophor-Präparat, Kultur 
und PCR auf Dermatophyten-DNS, bezogen auf das Untersuchungsmaterial  
(Hautschuppen und Nagelspäne, n=218 Patienten)

  Blancophor-Präparat Kultureller Nachweis 
von Dermatophyten

PCR auf Dermatophy-
ten-DNS

Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent

Hautschuppen 54 24,8 34 15,6 47 21,6

Nagelspäne 58 26,6 21 9,6 43 19,7
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matophyten mittels PCR (21,6% bei Haut-
schuppen und 19,7% bei Nagelspänen) ist 
im Vergleich zur Kultur (15,6% bei Haut-
schuppen und 9,6% bei Nagelspänen) we-
sentlich höher (. Tab. 3).

Diagnostische Sensitivität 
und Spezifität

Als richtig positiv bzw. richtig negativ gin-
gen diejenigen Ergebnisse in die Berech-
nung ein, die mit der Kultur und der PCR 
übereinstimmend ermittelt wurden. Als 
falsch negativ wurden Befunde gewertet, 
die kulturell positiv, in der PCR aber ne-
gativ waren. Als falsch positiv wurden Be-
funde gewertet, die kulturell negativ, aber 
in der PCR positiv waren. Daraus erge-
ben sich die folgenden Zahlen: richtig ne-
gativ 142, richtig positiv 41, falsch nega-
tiv 11 und falsch positiv 24. Die aus diesen 
Werten kalkulierte diagnostische Spezifi-
tät der PCR – bezogen auf den Dermato-
phytennachweis gesamt – beträgt 85,5%, 
die diagnostische Sensitivität der PCR im 
Vergleich zur kulturellen Methode liegt 
bei 79,0%.

Ein alternativer Berechnungsansatz, 
bei dem nicht nur die kulturell nachge-
wiesenen Dermatophyten, sondern auch 
die in der PCR positiven als richtig positiv 
angesehen werden, ergab sogar eine Sen-
sitivität von 85,5% und Spezifität der PCR 
von 100%.

„Receiver-operating-
characteristic-Kurven“

Für die Berechnung bzw. statistische Ver-
deutlichung der Zuverlässigkeit des je-
weiligen Nachweisverfahrens wurden die 
diagnostische Spezifität und diagnosti-
sche Sensitivität in einem Diagramm in 
Form sog. „Receiver-operating-characte-
ristic-Kurven“ (ROC-Kurven) dargestellt. 
Der Abszissenwert stellt dabei die Spezifi-
tät, der Ordinatenwert die Sensitivität dar 
(aufgetragen nicht mit einem Prozent-
wert, sondern mit einem Wert zwischen 
0 und 1). Die Fläche (ein Wert zwischen 
0,500 und 1,000) unter der Kurve gilt als 
Maß für die Leistungsfähigkeit des Labor-
verfahrens. Je größer die Fläche ist, desto 
größer ist die Sensitivität des Verfahrens.

Mittels ROC ließ sich eine höhere dia-
gnostische Sensitivität und Spezifität für 
die PCR (gelbe und violette Kurve) gegen-
über dem kulturellen Nachweis der Der-
matophyten (graue und grüne Kurve), un-
abhängig vom entnommenen Probema-
terial, nachweisen (. Abb. 1). Spezifität 
und Sensitivität waren bei Hautschuppen 
noch etwas höher, wenn mit Nagelspänen 
verglichen wird. Die Fläche unterhalb al-
ler 4 Kurven (gelb, violett, grau, grün) bis 
zur Bezugslinie (rot) belegt den gleicher-
maßen hohen Aussagewert beider Nach-
weisverfahren (PCR und Kultur).

Diskussion

Die konventionelle mykologische Diag-
nostik mit Kalilaugenpräparat weist eine 
ungenügende diagnostische Empfind-
lichkeit auf (35–80%), der kulturelle Pilz-
nachweis versagt auch häufig (Empfind-
lichkeit ca. 50–80% bei Onychomykosen; 
[17, 18]). Neue molekulare Methoden sol-
len die „diagnostische Lücke“ schließen 
und die Effektivität der mykologischen 
Diagnostik erhöhen. In den letzten Jah-
ren wurden molekularbiologische Me-
thoden zum Nachweis von Dermatophy-
ten aus Nagelmaterial sowie Hautschup-
pen etabliert [9, 10, 12]. Eine Gensonde 
zum Nachweis von T. rubrum aus Nagel-
material wurde bereits 1999 entwickelt [7].

Die am häufigsten eingesetzte Metho-
de ist jedoch die PCR. Dafür wird DNS 
aus Nagelmaterial sowie Hautschuppen 
extrahiert und mittels spezifischer Pri-
mer amplifiziert. Die Detektion der am-
plifizierten DNS erfolgt entweder mit-
tels Agarose-Gel-Elektrophorese oder al-
ternativ, wie hier, mit einer Sonden-ge-
stützten ELISA-Technik. Der molekular-
biologische Dermatophytennachweis di-
rekt aus dem Nagelmaterial erlaubt eine 
Sofortdiagnostik innerhalb von 24 h, eine 
Multiplex-PCR zum Nachweis von T.-
rubrum-DNS sowie weiteren Dermato-
phyten (Pan-Dermatophyten-Primer) 
ermöglicht sogar eine 5-h-Diagnostik  
[5, 6, 8].

Im hier eingesetzten PCR-ELISA-Test 
wurde das Topoisomerase-II-Gen als 
spezifische Sequenz für die Primer (Oli-
gonukleotid als Startpunkt für die PCR) 
genutzt. Die DNS-Isolierung erfolgte mit 
dem Qiagen QIAamp DNA Mini Kit 250 
von Roche. 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-Antikörpers sowie eines 
Substrates zeigt die Farbentwicklung 
im ELISA die positive Reaktion an. Der 
Uniplex-PCR-ELISA-Test erfasst separat 
T. rubrum, T. interdigitale und E. flocco-
sum.

Im Vergleich mit dem Standardverfah-
ren, der kulturellen Anzüchtung („Gold-

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

Se
ns
iti
vi
tä
t

1 - Spezi�tät

Quelle der Kurve
Abstrich
Hautschuppen
Nagelspäne
DNS-Hautschuppen
DNS-Nagelspäne
Bezugslinie

ROC-Kurve

Abb. 1 9  Diagnosti-
sche Spezifität und dia-
gnostische Sensitivität 
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nachweises mittels Kul-
tur und PCR (ROC-Kur-
ve). (Mit freundl. Ge-
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standard“), betrug die diagnostische Spe-
zifität der PCR 85,5%, die diagnostische 
Sensitivität lag bei 79,0%, bezogen auf den 
Dermatophytennachweis insgesamt. Die-
se Werte bestätigen die sehr gute allgemei-
ne Vorhersagekraft der PCR im Vergleich 
mit dem bisherigen Standardverfahren. 
Die genannte Relation drückt sich in den 
Einzelnachweisraten wie folgt aus: Unab-
hängig vom Erreger und unabhängig von 
der Art der Proben war die Nachweishäu-
figkeit mittels PCR im Vergleich zum kul-
turellen Nachweis höher. Die kulturellen 
Befunde zeigten bei 23,9% der Patien-
ten ein positives Ergebnis, mit der PCR 
konnte der Erregernachweis bei 29,9% der 
Untersuchten geführt werden.

Auch erregerspezifisch erbrachte die 
PCR höhere Nachweisraten sowohl für 
T. rubrum als auch für T. interdigitale. Für 
T. rubrum war die Übereinstimmung der 
Ergebnisse (PCR und Kultur) höher als 
für T. interdigitale (. Tab. 2). Sowohl mit 
kulturellem Nachweis (39 Patienten) als 
auch mit PCR (42 Patienten) war T. ru-
brum häufiger nachweisbar als T. interdi-
gitale (13 bzw. 23 Patienten). E. floccosum 
wurde in keinem Fall nachgewiesen, was 
als indirekte Bestätigung der Zuverlässig-
keit beider Verfahren gelten kann.

Die amplifizierten Fragmentlängen 
sind mit 907 bp (T. rubrum) und 1330 bp 
(E. floccosum) sehr lang. Um sicherzu-
stellen, dass DNS in ausreichender Qua-
lität extrahiert wurde, um bei dieser Frag-
mentlänge, insbesondere für E. floccosum, 
eine Amplifizierung zu gewährleisten, 
sind Kontrollen erfolgt. Für alle 3 unter-
suchten Dermatophyten kamen Positiv-
kontrollen zur Anwendung. Dafür wur-
de DNS aus Koloniematerial aller 3 Der-
matophyten extrahiert, mit den spezifi-
schen Sonden amplifiziert und letztlich 
auch noch mittels Sequenzierung bestä-
tigt, dass es sich um die jeweils richtige 
Spezies handelt.

Brasch et al. [4] führten Untersu-
chungen mittels PCR in 464 Schup-
pen- und 230 Nagelproben durch. Sie 
setzten zum Nachweis von T.-rubrum-
Primersequenzen der ITS-Region ein 
(TGGTCTGGCCTTGACTGACC und 
GTAAGGATGGCTAGTTAGGGGG; 
Sequenzen 5‘ bis 3‘). Von den Hautschup-
pen waren 16% sowohl mittels Kultur und 
PCR positiv für T. rubrum, 9% nur in der 

PCR und 3% nur in der Kultur. Dagegen 
war das Kalilauge (Kaliumhydroxid)-Prä-
parat nur bei 5% der Proben reaktiv. Für 
Nägel fanden sich folgende Werte: 17% 
Kultur und PCR positiv, 20% PCR posi-
tiv, 3% Kultur positiv und 7% KOH posi-
tiv. Letztlich führte die PCR also zu einer 
höheren Positivrate der mykologischen 
Diagnostik.

Beifuss et al. [2] wiesen bei 163 (79,9%) 
von 204 KOH-positiven Haut- und Na-
gelproben mit der PCR-ELISA-Methode 
Dermatophyten-DNS nach. Zielsequenz 
des eingesetzten Primer-Paares war auch 
hier das Topoisomerase-II-Gen der Der-
matophyten-Spezies. Die Kultur auf Der-
matophyten war dagegen bei nur 59,8% 
der Proben positiv. Beide Methoden – 
PCR und Kultur – unterschieden sich si-
gnifikant (McNemar-Test, p<0,005); 316 
konsekutiv gewonnene Haut- und Nagel-
proben einer Hautarztpraxis waren mit-
tels PCR-ELISA auf Dermatophyten in 
25% positiv, der kulturelle Erregernach-
weis war dagegen bei nur 7,3% positiv.

In einer eigenen prospektiven Unter-
suchung über 32 Monate fanden sich bei 
34,7% der 14.891 getesteten Hautschuppen 
und Nagelspäne Dermatophyten mittels 
kulturellem Nachweis und/oder Derma-
tophyten-PCR; 3437 (66,5%) waren Kul-
tur- und PCR-positiv, 682 (13,2%) Kul-
tur-positiv, jedoch PCR-negativ, und in 
1054 Proben (20,4%) war die Kultur nega-
tiv, trotzdem ließ sich mit PCR ein Der-
matophyt nachweisen. Folgende Auftei-
lung der Dermatophyten fand sich: 73,6% 
T. rubrum, 25,6% T. interdigitale, 0,65% 
Microsporum canis und 0,15% E. flocco-
sum [25].

Brillowska-Dabrowska et al. [5] publi-
zierten 2007 eine Studie mit Ergebnissen 
aus 118 Nagelproben, die im Rahmen der 
Routinediagnostik untersucht und mit 
einer PCR verglichen wurden. Es fand 
sich eine hohe Übereinstimmung der Er-
gebnisse der konventionellen Diagnostik 
und der PCR. Die Autoren dieser Studie 
schlussfolgerten, dass die PCR nicht nur 
die Schnelligkeit der Diagnostik, sondern 
auch die Empfindlichkeit des Nachweises 
der Erreger der Nagelpilzinfektion deut-
lich verbessert.

Verrier et al. [26] nutzten einen „Po-
lymerase Chain Reaction-Terminal Res-
triction Fragment Length Polymorphism“ 

(PCR-TRFLP)-Assay zum direkten Nach-
weis von Dermatophyten und sog. Nicht-
Dermatophyten-Schimmelpilzen [“non-
dermatophyte-moulds“ (NDM), also 
Schimmelpilze] aus Nagelmaterial. Mit 
dem Multiplex-PCR-Ansatz ließen sich 
gleichzeitig Trichophyton spp. und 12 wei-
tere NDM nachweisen. Bei 74% der Pa-
tienten fand sich mit der PCR ein Erreger, 
während die Kultur negativ blieb.

Ähnliche Resultate erzielten Luk et 
al. [16] aus Hongkong mit einer Derma-
tophyten-PCR zum Nachweis von T. ru-
brum und T. interdigitale bei 120 Patien-
ten mit Onychomykose. KOH-Präparat, 
Kultur und PCR hatten Positivraten von 
29,2, 10 bzw. 40%. Nur 2 Kultur-positive 
Proben wurden mittels PCR nicht identi-
fiziert, wohingegen die PCR in 38 Nagel-
proben, die kulturell negativ waren, einen 
Erreger erbrachte. Die Autoren dieser Stu-
die ziehen den Schluss, dass die PCR im 
Vergleich zum KOH-Präparat und zur 
Kultur eine höhere Positiv- und eine nied-
rigere Negativrate hat. Die Dermatophy-
ten-PCR wird auch von ihnen als zusätzli-
che diagnostische Methode zum Erreger-
nachweis bei Onychomykose empfohlen.

Der PCR-ELISA-Test erlaubt – eben-
so wie die konventionelle Kultur, aber im 
Gegensatz zur mikroskopischen Untersu-
chung – die Identifizierung des Dermato-
phyten bis zur Speziesebene. Eine PCR-
Dermatophytendiagnostik führt darüber 
hinaus – ein Vorteil gegenüber der Kultur 
– unabhängig von morphologischen Ver-
änderungen und den Entwicklungssta-
dien der Erreger zu richtigen Ergebnis-
sen. Ein weiterer Vorteil der PCR ist, dass 
nur eine geringe Menge an DNS (und da-
mit an Probematerial) benötigt wird.

Die PCR kann im Gegensatz zur Kul-
tur jedoch nicht zwischen avitalem Ge-
nom und vitalen Dermatophyten diffe-
renzieren, da jegliche DNS amplifiziert 
wird, die vorhanden ist. Durch die hohe 
diagnostische Sensitivität der PCR ist da-
rüber hinaus eine erhöhte Störanfälligkeit 
gegeben, Kontrollen sind daher notwen-
dig. Mittlerweile sind weitere Primer eta-
bliert worden und befinden sich bereits in 
der mykologischen Routinediagnostik im 
Einsatz. Das betrifft T. tonsurans, T. vio-
laceum, Microsporum canis, Trichophyton 
species von Arthroderma benhamiae und 
neuerdings T. verrucosum.
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Die Dermatophyten-PCR verkürzt den 
Zeitpunkt bis zur Diagnosestellung erheb-
lich (von etwa 4 Wochen beim kulturellen 
Nachweis auf 1 Tag). Mittels PCR kann so 
unmittelbar die Indikation für eine anti-
mykotische Therapie gestellt werden. 
Auch für die Therapiekontrolle ist die 
PCR eine bestens geeignete Methode. Jen-
sen und Arendrup [14] postulierten ganz 
aktuell, dass die molekularen Methoden 
zum Dermatophytennachweis die etab-
lierten klassischen Dermatophytendetek-
tionsverfahren ergänzen, evtl. sogar erset-
zen werden. Möglicherweise erlauben an-
dere Primer, die z. B. die Mikrosatelliten-
sequenz von T. rubrum erkennen, eine hö-
here Empfindlichkeit des Nachweises [22]. 
Erwähnt werden soll auch der neue An-
satz einer Multiplex-PCR, mit der gleich-
zeitig verschiedene Dermatophyten-Spe-
zies nachgewiesen werden können [15]. 
Prinzipiell scheint auch die Realtime-PCR 
am Lightcycler ein Erfolg versprechen-
der Ansatz zum Nachweis von Dermato- 
phyten zu sein [3].

Fazit für die Praxis

F	�Die PCR auf Dermatophyten ergänzt 
die klassische dermatomykologische 
Diagnostik – Nativpräparat und Kul-
tur. Der Anteil positiver Ergebnisse 
wird erhöht, die Zeit bis zur Diagnose-
stellung wesentlich verkürzt. 

F	�Die molekularbiologische Methode 
ist wirtschaftlich in Bezug auf die In-
vestitionskosten und Verbrauchsma-
terialien, nur der relativ hohe Perso-
nalaufwand ist limitierend. 

F	�Mittelfristig muss davon ausgegan-
gen werden, dass molekulare Techni-
ken die konventionellen Methoden in 
der Dermatomykologie ablösen.
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