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1. EINLEITUNG

Der Ursprung der Mykologie lasst sich bis in das Jahrhundert zuriickverfolgen, als Hook
1676 in der ,Gelbfleckenkrankheit” von Rosenblatterstmals filamentdse Organismen ent-
deckte (88). Lange vor der medizinischen Bakteg@alatiert der Beginn der medizinischen
Mykolgie im Jahre 1839: Johann L. Schonlein (17884) beschrieb in einer 23-zeiligen
Mitteilung die ,Pilz-Natur* des Favuserregers, seédchiler Robert Remak (1815-1865)
erbrachte schlie3lich 1842 in einem Inokulationsueh an sich selbst den wissenschaftlichen
Nachweis der Pilzatiologie des Favus und benanmte Hrreger nach seinem Mentor
Achorion schoenleinii

David Gruby (1810-1898) gilt aufgrund seiner Entdewen zwischen 1841 und 1844 als
Begrunder der Dermatomykologie: Unabhangig von Admeiten Remaks und Schonleins
isolierte Gruby den Erreger des Favus und wies 4 ersten Mal den pathogenetischen
Zusammenhang zwischen Erreger und bisher atiologisgeklarten Krankheitsbildern nach
(44, 45). Ferner gelang ihm 1843 die ErstbeschrgjlmonMicrosporum audouini{46).

Weitere bahnbrechende Arbeit leistete Raymond Sabhdu(1864-1938) fur die Mykologie,
indem er wichtige Beschreibungen zu Taxonomie urmdp¥ologie der Dermatophyten vor-
nahm, sowie verbesserte und standardisierte Naénhodnter anderem den noch heute
gebrauchlichen Sabouraud-Glucose-Agar, einfuhrte.

Chester Emmons (1900-1985) modernisierte 1934 aleSabouraud aufgestellte Taxonomie
und reduzierte die Anzahl der Dermatophyten-GagangufEpidermophytonMicrosporum
und Trichophyton Eine weitere Reduktion auf Spezies-Ebene gelaibgra Ajello und
Lucille K. Georg, auch wurden Mdglichkeiten fir eirvereinfachte ldentifizierung von
Dermatophyten sowie neue Kulturverfahren entwickelt

Die Entdeckung der perfekten Formen (Teleomorpieyer Dermatophyten-Spezies durch
Dawson und Gentles 1959 (25) eroffnete neue Mokdiiten der Differenzierung durch
Kreuzungsversuche.

Ein historischer Schritt in der Mykologie war dsolierung des ersten antimykotischen Wirk-
stoffes Griseofulvin 1939 durch Oxford et al. (98)erdings konnte die Wirksamkeit in vivo
erst 1958 an Meerschweinchen nachgewiesen werdén {Beitere Antimykotika wie
Nystatin (1950) (53) und Amphotericin B (1955/19%BY, 38) folgten und leiteten wichtige
Fortschritte in der systemischen und topischen dgiervon Mykosen ein, die bis heute vor
grof3en Herausforderungen steht und auch zukunffiyauentwicklungen angewiesen ist.
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Dermatophyten
Taxonomische Stellung

Pilze (Fungi) bilden neben den Monera, Pflanzewtigten und Tieren ein eigenstandiges
Reich. Als Eukaryonten besitzen sie mindestensnegaiiten Zellkern und ein Cytoskelett,
sind jedoch nicht zur Photosynthese fahig und dbeshaf einen kohlenstoffheterotrophen
Stoffwechsel angewiesen. Die Zellwand kann ausuosié, Chitin, Proteinen, Glucan- und
Mannanpolymeren bestehen, als Né&hrstoffspeichent dlengegen wie im Tierreich
Glykogen.

Die als ,Unechte Pilze” bezeichneten Myxomyzetech{&mpilze) und die cellulosehaltigen
Falschen Mehltaupilze (Oomyzeten) werden heute g@en Echten Pilzen (Eumyzeten)
abgegrenzt.

Eine Einordnung der Eumyzeten in das phylogenetisBlystem erfolgt nach morpho-
logischen Kriterien ihrer geschlechtlichen Vermetysformen (Teleomorphe) in funf Abtei-

lungen (57):

- Jochpilze (Zygomycota)

- Topfchenpilze (Chytridiomycota)
- Schlauchpilze (Ascomycota)

- Standerpilze (Basidiomycota)

- Fungi imperfecti (Deuteromycota)

Die heterogene Gruppe der Deuteromyzeten stelicje@in kinstliches Formtaxon dar: Bei
vielen Pilzen ist aufgrund der fehlenden Geschidohin streng genommen keine exakte
botanische Klassifizierung moglich, so dass digks Pach ihren ungeschlechtlichen, vege-
tativen Vermehrungsformen (Anamorphe) benannt undié Gruppe der Fungi imperfecti
eingeteilt werden. In dieser Gruppe finden sich altem Pilze mit humanpathogener Bedeu-
tung, wie die Dermatophyten-GattungepidermophytonMicrosporumund Trichophyton
die asporogenen Hefen der Gattungesndidg Cryptococcus Pityrosporum Rhodotorula
undTrichosporon sowie die Schimmelpilz-Gattung&spergilllusund Scopulariopsis

Bei 23 Dermatophytenspezies sind perfekte Formemrchdireuzungsversuche gefunden
worden (11Trichophyton und 12MicrosporumSpezies) (56). Ihre sexuellen Sporen werden
nach Kreuzung von zwei Stammen einer Art mit uict@exilichem Paarungstyp (in der Regel
als + und - bezeichnet) innerhalb der Gymnotheaiersogenannten Asci, schlauchartigen

Gebilden, produziert und daher als Ascosporen bberet. Nach heutiger Auffassung zahlen



Einleitung 3

die teleomorphen Formen der Dermatophyten zu deorAgzeten, die in der medizinischen
Mykologie weitaus haufigeren anamorphen Formen ihmén vegetativen Vermehrungs-

einheiten (Konidien) hingegen zu den Deuteromycé€tabelle 1).

Anamorphe Teleomorphe
Reich Fungi Fungi
Abteilung Ascomycota Ascomycota
Klasse Deuteromycetes Euascomycetes
Ordnung Onygenales Onygenales
Familie Arthrodermataceae Arthrodermataceae
Gattung Trichophyton Arthroderma
Art (Spezies) tonsurans benhamiae

Tabelle 1: Taxonomische Einteilung am Beispiélrichophyton tonsurans/Arthroderma benhamiae

In der medizinischen Mykologie hat sich die koreekibtanische Einteilung der Pilze oft als
wenig geeignet erwiesen, weshalb eine vereinfathtterteilung nach dem DHS-System

(nach Rieth) (104) vorgenommen wurde in

Dermatophyten
Hefen

Schimmelpilze.

Dermatophyten zahlen zu den keratinophilen Fadespjldie den Gattungefrichophyton
Microsporum und Epidermophytonangehéren. Fuirichophyton und Microsporum sind
sowohl anamorphe als auch teleomorphe Formen bgkaon Epidermophytonkonnte

bislang keine perfekte Form isoliert werden.
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Klinische Bedeutung

Das Reservoir der Dermatophyten umfasst anthropgphoophile und geophile Habitate
(Tabelle 2). Anthropophile Arten haben eine in Regel deutlich héhere Kontagiositat beim
Menschen als zoophile oder geophile Arten, allegslirufen Infektionen mit zoophilen und

geophilen Dermatophyten in der Regel starker emlizihre Reaktionen hervor (57).

Gattung Habitat
anthropophil zoophil geophil
Trichophyton T. rubrum T. verrucosum T. terrestre
T. interdigitale T. mentagrophytes

T. tonsurans
T. violaceum
T. soudanense
T. schoenleinii
Microsporum M. audouinii M. canis M. gypseum

M. ferrugineum

Epidermophyton E. floccosum

Tabelle 2: Wichtige Dermatophyten und ihre Herkunft

Mykosen der Haut und hautnahen Schleimhaute gehéiedtwveit zu den haufigsten Infek-
tionskrankheiten. Allein die Pravalenz einer Onyulgkose wird in Deutschland auf 12,4 %
(1), die einer Tinea pedis sogar auf etwa 30 % lg#zgt (120). Hautmykosen kdnnen nicht
mehr nur als rein ,kosmetisches Problem* verstangerden: Neben einer Beeintrachtigung
der Lebensqualitéat der betroffenen Patienten miesgahtrale Gefahr fur das Entstehen von
Folgeerkrankungen gesehen werden (76): MykotischetlBlsionen, insbesondere die Tinea
pedis, dienen als Eintrittspforte flr pathogene tBa&n, wie etwaStreptococcus pyogenes
und kénnen unter Umstanden lebensbedrohliche Etgsgusitsen (112).

Humanpathogene keratinophile Dermatophyten befadiemt, Haare und Nagel. Hierbei wer-
den zwei Pathomechanismen unterschieden: Obligdiogene Erreger, zu denen die
zoophilen Dermatophytenarten gezahlt werden, koénaeh anatomisch und funktionell
gesundem Gewebe primare Mykosen hervorrufen. Fatkulpathogene Erreger hingegen
verursachen sekundare Mykosen, wie sie bei denteneimfektionen durchl. rubrum
vorliegen. Hierbei beféllt der Erreger abwehrgesativwe oder funktionell beeintrachtigte

Haut bzw. deren Anhangsorgane. Zu den Risikofakiodee das Entstehen von Mykosen
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beglnstigen, zahlen neben endogenen Faktoren wermbinegulationstorungen, einer
gestorten Mikroflora nach Einsatz von Immunsuppves®der Antibiotika, Ful3fehlstel-
lungen, Traumen, peripheren Durchblutungsstérungah Diabetes mellitus auch exogene
Faktoren, zu denen milieu- oder kleidungsbedingigchtigkeits- und Warmestauungen, aber
auch der dauerhafte Kontakt mit Chemikalien zal#én 76).

Die klinische Manifestation einer Dermatomykose dtawom Ort der Infektion ab. Unter
einer ,Tinea“ wird eine ,durch Dermatophyten beda@ntzindliche Hauterkrankung mit
Beteiligung unterschiedlicher Anteile des HautogjareinschlieRBlich der Nagel”
verstanden (121). Je nach Lokalisation wird eirtérie=nkonforme Einteilung in Tinea pedis,
Tinea manuum, Tinea inguinalis, Tinea corporisagidi, Tinea unguium oder Tinea capitis
vorgenommen.

Die Tinea pedis ist die haufigste durch Dermatophyterursachte Mykose, gekennzeichnet
durch eine Infektion der Fu3sohlen und/oder inggrnéser Zehenzwischenraume. Haufigster
Erreger istT. rubrum gefolgt vonT. interdigitale seltener kommen andere Dermatophyten
vor (121).

Klinisch werden drei Erscheinungsformen untersatmed

- Interdigitale Form
- Squamds-hyperkeratotische Form

- Vesikulés-dishydrotische Form.

Auch die Tinea manuum wird als oberflachliche akoder chronische Mykose einer oder
beider Hande Uberwiegend vanrubrumverursacht. Analog zur Tinea pedis sind hier eben-
falls Haut-Schadigungen als Eintrittspforte fiur &igz-Erreger anzusehen. Haufig liegt eine
Ubertragung der Mykose durch infizierte FuRhautr ¢te&nagel zugrunde.

Haupterreger einer Tinea inguinalis, einer entzicthéh Dermatophyteninfektion der Ingui-
nalregion, stelled. rubrum T. mentagrophytesndE. floccosundar.

Als Dermatophytose der lanugobehaarten Haut eieftildh des Gesichts ist die Tinea
corporis et faciei definiert. Bei Infektionen mitntAropophilen Dermatophyten, wie
T. rubrum T. tonsuransoderE. floccosumsind in der Regel nur die oberen Abschnitte des
Haarfollikels betroffen und die entziindliche Reaktverlauft moderater als beim Befall mit
zoophilen Dermatophyten. Insbesond&ranentagrophyteand M. caniswerden von Tieren

auf den Menschen Ubertragen.



6 Einleitung

M. canisist derzeit der haufigste Erreger einer Tineatmm Mitteleuropa (129). Oftmals
sind Katzen und Meerschweinchen als Infektionsguetluszumachen. Die Tinea capitis ist
eine Mykose der behaarten Kopfhaut, wobei dasddhe Bild sehr vielgestaltig sein kann:
Ektotriche Infektionsformen werden durbh canis M. audouiniiundT. mentagrophytegar.
granulosum endotriche Formen vorT. verrucosum T. tonsuransund T. violaceum
verursacht.

Differenziert ist die Tinea unguium zu betracht8re weist keine Selbstheilungstendenz auf
und kann als chronische Pilzinfektion der Fingerd/oder Zehenndgel zum Ausgangspunkt
weiterer Mykoseherde der Haut werden, weshalb dekj@der aufwandigen Behandlung
klinisch gesunde Néagel, vor allem aber deren Rilaé&it sein muss.

Haufigster Erreger mit 84 % ist rubrum gefolgt vonT. mentagrophytes (var. interdigitaje)
vereinzelt auchE. floccosumund M. canis (1). Verschiedene Typen von Nagelmykosen

werden nicht zuletzt unter therapeutischen Aspeltearschieden:

- Distolaterale subunguale Form
- Leukonychia trichophytica
- Proximale subunguale Form

- Dystrophische Form.

Mit Heilungsraten von nur 25-50 % nach systemis@erandlung zeigen sich die Schwierig-
keiten einer Onychomykosebehandlung (31). Beraiige wenige Pilzelemente in den Hohl-
raumen des subungualen Gewebes unter der Nagelktathen Ausgangspunkt fur Rezidive

sein und eine erneute Behandlung erforderlich nrache
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Virulenzfaktoren

Virulenzfaktoren dienen dem Erreger zum Uberlebeghdem jeweiligen Wirtsorganismus.
Detailliertes Wissen daruber ist bei Dermatophyleslang allerdings nur in geringem

Umfang vorhanden, verschiedene Mechanismen wergknotabrt:

1. Ein Charakteristikum ist die Fahigkeit, in kerasiertes Gewebe einzudringen und
Infektionen hervorzurufen. Entsprechende protesiyie Serin-Proteasen aus der
Subtilisin-Familie wurden aud. rubrum isoliert (63). Ferner spielen Aspartat-
Proteasen aus der Pepsin-Familie, Metalloprotesgseme Hamolysine eine Rolle als
Virulenzfaktoren (95, 117).

2. Einige Dermatophyten sind in der Lage, antibiotisalksame Substanzen zu sezer-
nieren, was ihnen einen Standortvorteil gegenubiérddrganismen der Hautflora
verschafft (135). Neben sonstigen 3-Lactam-Antikéokonnte auch die Produktion
von Penicillin G und Penicillin X bel. mentagrophytesund M. canisStammen
nachgewiesen werden (15, 77, 143, 144).

3. Mit Hilfe von Arthrosporen kdnnen DermatophytendanZeitrdume tberdauern und
Uber Jahre hinweg infektios bleiben (114).

4. Untersuchungen der chronischen Dermatophytos& niitbrumkonnten eine immun-
suppressive Wirkung der Mannan-Strukturen speb@ll. rubrumaufzeigen, die mit
einer Lymphozytentransformation und einer Keratyteaproliferation einhergeht
(24).

Diagnostik

Das klinische Bild von Dermatophytosen der Hautatdaoder Nagel kann sehr unterschied-
lich und untypisch sein. Der mykologischen Labogdiastik kommt daher grof3te Bedeutung
im Rahmen einer dermatologischen Untersuchung ieliether maglichst friihzeitigen Diffe-
renzierung einschliel3lich der Identifizierung audtt@ngs- wie Artebene ist ein Aufdecken
der Infektionsquelle und darauf aufbauend die Vélmey einer moglichen Reinfektion
sowie eine gezieltere Therapie mit Antimykotika.gésichts der bestandigen Pathomorphose
und des Erregerwandels ist eine kontinuierlicheir@ptung der mykologischen Labor-
diagnostik unumganglich. Die Indikation eines Eemmchweises ist auch in Zeiten wirt-
schaftlicher SparmalRnahmen eher weiter denn eniggelten, um schwerwiegende und teure

Fehldiagnosen zu vermeiden.



8 Einleitung

Konventionelle Diagnostik

Bei klinischem Verdacht auf eine Dermatophytendti;n stitzt sich die konventionelle
Labordiagnostik auf eine Kombination aus mikroskochem Nativpraparat und kultureller
Identifizierung.

Nach eingehender klinischer Inspektion erfolgt zinsé die Entnahme des Untersuchungs-
materials, dessen Art, Menge und Qualitat aussgklaend fur die erfolgreiche Isolierung
und Differenzierung der Erreger ist. In den Gremelmhen zwischen gesunden und
befallenen Haut-, Haar- und Nagelbereichen befistt in der Regel die hdchste Dichte an
Dermatophyten, wovon reichlich Material mittels 8ah Skalpell, scharfem Loffel oder
Frase gewonnen wird. Eine Desinfektion mit 70 %igEthanol empfiehlt sich, um eine
maogliche Begleitflora zu minimieren (49).

Durch das mikroskopische Nativpraparat wird dereRtmachweis von Pilzelementen in
Hautschuppen oder vergleichbarem Untersuchungsiaagexfihrt, eine Differenzierung auf
Speziesebene ist dadurch allerdings nicht mdgligh Nach Behandlung des Praparats mit
10-15 %iger Kaliumhydroxid- (KOH) oder 20 %iger fathylammoniumhydroxid-L6sung
(TEAH) und anschlieRender Inkubation in der feushi{@ammer lasst sich die Sensitivitat und
ggf. auch die Spezifitat dieser Untersuchung zlishtzlurch Zugabe kontrasterhéhender
Farbstoffe oder fluoreszierender Aufheller steiggda®). Eine Kklinische Hilfe bei der
Diagnostik einer Tinea capitis stellt der Einsats dVood-Lichts dar: eine gelblich-griine
Fluoreszenz deutet auf eiMdcrosporumErkrankung hin (138).

Das Erregermaterial wird parallel zum Nativprapaat geeignete Kulturmedien aufgebracht
und inkubiert. Als Nahrmedien eignen sich Kimmigakg Sabouraud-2 %-Glucose-Agar
oder der kauflich zu erwerbende Mykdsélgar (121). Da die Haut und ihre Anhangsorgane
nicht selten mit natdrlicher Flora besiedelt undtmaiis mit unterschiedlichsten
Mikroorganismen kontaminiert sind, empfiehlt sicim @ntibiotischer Zusatz wie der von
Chloramphenicol und/oder Gentamicin, um ein Baktesachstum zu unterdricken.
Zusatzlich sollte auf ein Medium mit einem antinoliellen Agens wie Cycloheximid
abgeimpft werden, wodurch ein mogliches Schimmdderaauch Hefenwachstum mit
Ausnahme vonC. albicans gehemmt wird. Schimmelpilze wachsen als Anflugleim
schneller als Dermatophyten und kdnnen den N&hrbadeerwuchern, noch bevor ein
Dermatophytenwachstum sichtbar wird. Um eine Bégregider freien Haut und Nagel mit
fakultativ pathogenen Hefen und nagelpathogeneninteélpilzen wie Scopulariopsis
brevicaulisdiagnostizieren zu kdonnen, werden in mykologischabhoren Doppelkulturen -

mit und ohne Cycloheximid - angelegt.
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Die Inkubationszeit der Kulturen betragt (3-)4 Wexlbei einer Temperatur von 25 °C. Bel
klinischem Verdacht auf Tinea barbae sollte zus#tel ein Medium bei 37 °C bebritet
werden, daT. verrucosumals haufigster Erreger der Tinea barbae ein adutichnelleres
Wachstum bei dieser Inkubationstemperatur aufw@i@). Um ein Austrocknen der Platten
zu vermeiden, werden die Kulturen entweder in efeechten Kammer inkubiert oder mit
einem Klebeband am Rand abgedichtet. Letzteresndentt zudem ein Eindringen von Mil-
ben der Famili@yrophagusdie sich von Sporen und Hyphen aller Dermatophyaber auch
von Schimmelpilzen und Hefen ernéahren (26).

Im Falle eines Wachstums schlief3t sich die maknoiskbe und mikroskopische Beurteilung
auf morphologischer Basis an. Differenzierungskete sind hierbei Beschaffenheit und
GrolRe der Kultur, Koloniefarbe, Vorhandensein vorakkd- und Mikrokonidien sowie
Hyphen- und Sporenformen (Tabelle 3) (51). Eindiduiche Beschreibung der wichtigsten
Artmerkmale der Dermatophyten enthalten die Vedahrichtlinien tber die ,Isolierung und
Identifizierung von Dermatophyten® (90).

T. rubrum T. mentagrophytes
Makromorphologie der Kultur
Wachstumsgeschwindigkeit Mittel Schnell
Oberflache Weil} bis gelblich Weil3, cremefarben bis
intensiv gelb
Myzel Flaumig, watteartig Flaumig, samtig

(anthropophil)
Pudrig bis grolgranular

(zoophil)
Mikromorphologie der Kultur
Hyphen Septiert, wenig verzweigt ~ Septiert, verzweigt
Makrokonidien Selten Glattwandig, zylindrisch,

4-5 Kammern
Mikrokonidien Keulenférmig Zahlreich, kugelig

Spezielle Untersuchungen

Kartoffel-Glucose-Agar Bildung eines roten Pigment Negativ
Maismehl-Glucose-Agar Bildung eines roten Pigment Negativ
Ureasetest Negativ Positiv
Haarperforationstest Negativ Positiv

Tabelle 3: Unterscheidungsmerkmal€l. rubrum - T. mentagrophytes (nach (90))
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Sofern die Resultate der Primarkultur nicht eingpwind, kommt eine weitergehende
Testung mittels Spezialndhrbéden und physiologischests in Frage (90). Durch Subkultur
auf Kartoffel-Glucose-Agar kann beispielsweise enoge Pigmentbildung ber. rubrum
induziert werden, die béi. mentagrophytensicht zu beobachten ist (21). Die Fahigkeit zur
Ureasebildung und die Ausbildung von Haarperforetavganen (2) sind hingegen bei
T. mentagrophyteszu finden und koénnen zur Abgrenzung Zu rubrum herangezogen
werden. Weitere Hinweise fur die Einordnung derrbeophyten liefern die Abhangigkeit
des Wachstums von Vitaminen und Aminosauren wigidiiis Thiamin oder Nikotinséure,
ferner die Fahigkeit zum Wachstum auf gekochtenslRenern. Zur orientierenden
Differenzierung bei Hautmykosen steht eine Reiheatlich geeigneter Nahrmedien zur
Verfugung (50).

Spezielle Diagnostik

Die konventionelle Dermatophyten-Diagnostik |asselegentlich keine eindeutige
Identifizierung bzw. Charakterisierung der Erregar weshalb in Einzelfallen auf spezielle
Untersuchungsmethoden zuriickgegriffen werden kann:

Die Leitlinie ,Tinea der freien Haut“ der Deutscihaphigen Mykologischen Gesellschaft und
der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft nemstzith die Charakterisierung der
Antimykotika-Empfindlichkeit im Makro- und Mikrodiitionstest (121). Allerdings sind
Unterschiede auf Artebene bezuglich der Empfinégthgegenuber relevanten Antimykotika
bisher nur zwischei. rubrumundT. mentagrophytesn Mikrodilutionstest mit Griseofulvin
beschrieben worden (75).

Histologische Untersuchungen spielen eine eherrgedednete Rolle im mykologischen
Routinelabor, stellen jedoch eine mdogliche Option der Diagnostik von Nagelpilz-
erkrankungen dar (54). Weitere Techniken umfassenldkntifizierung mittels Fourier-
Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) (5) odeend Einsatz eines konfokalen Laser-
mikroskops (101).

Molekulargenetische Diagnostik

Molekulargenetische Methoden haben derzeit nocthtnmder kaum Eingang in die
Routinediagnostik von Dermatophyten gefunden. Dehal Vorteile gegeniber
konventionellen Techniken, wie die Unabhangigkein vdistinkten morphologischen

Veranderungen und Entwicklungsstadien der Erregjer,Sensitivitat, Spezifitdt sowie die
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Schnelligkeit, mit der eine Differenzierung auf 3igsebene unter Umstdnden mdoglich ist,
sollten PCR-Assays attraktiv fir eine neue Araiemmatophytendiagnostik machen.

Neben der Restriktionsfragmentanalyse (RFLP) (@4), sogenannte ,Arbitrarily Primed
PCR” (AP-PCR) (82), der “Randomly Amplified Polynptic DNA” (RAPD) (73) und dem
PCR-Fingerprinting (33) wurden Southern-Blotting3) und Sequenzierungs-Assays (43) fur
die Pilzdetektion und ldentifizierung entwickeltjeadings sind diese fiur eine Routinean-
wendung im mykologischen Labor aufgrund mangelri®eproduzierbarkeit und Anwend-
barkeit fur grol3e Probenzahlen wenig geeignet. SR-Rind RAPD-Techniken gelten als
sehr anfallig fir geringe Anderungen in den PCRiBguhgen, was unterschiedliche Ban-
denmuster bei gleichen Proben zur Folge haben Ké&ah Restriktionsfragmentanalysen
wiederum bendétigen je PCR-Lauf eine umfangreicheahihan Referenz-Stammen, ferner ist
die Auswertung relativ komplex und aufwandig. Dex8enzierung bietet sicherlich eine sehr
genaue Differenzierungsmoglichkeit, ist fir groffelf@nmengen in der Routine allerdings
ebenfalls kaum durchfiihrbar (103).

Nicht jeder genetische Unterschied steht in Ubste@mmung mit der klassischen taxono-
mischen Gattungs- oder Arteinteilung, weshalb detesWeiterentwicklung anwendungs-
orientierter, PCR-gestutzter Diagnoseverfahren inmé& eines Fortschritts der Mykologie

angestrebt werden muss.

Therapeutische Optionen

Zur Behandlung von Dermatophytosen steht eine Rejbisch und/oder systemisch einsetz-
barer Antimykotika zur Verfigung. Die Art der Thpia wie auch die fur den Einzelfall
geeignete Applikationsform richtet sich nach Logafion, Ausprdgung, Kontagiositat,
Ausdehnung und Tiefe der Infektion sowie nach Whigst und Nebenwirkungsprofil,
Kontraindikationen und Wechselwirkungen des Antimiykums mit anderen Medikamenten.
Die chemische Einteilung der in der Humanmedizigeavandten Antimykotika erfolgt in

zehn verschiedene Substanzklassen:

- Allylamine - Morpholine

- Benzofurane - Polyene

- Echinocandine - Pyrimidine

- Hydroxypyridone - Thiocarmbamate

- Imidazole - Triazole
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Hauptangriffspunkte der Antimykotika stellen diggylasmatische Membran sowie Eingriffe
in den Chitinaufbau, die Kernteilung, Nukleinsayrgbese, Enzymregulation und die
Atmungskette dar. Dartiber hinaus ist zwischen f&tagjischen und fungiziden Préparaten zu
unterscheiden, wobei nur Amphotericin B, Ciclopwtamin und Terbinafin Gber eine ausge-
sprochene Fungizidie verfugen (128). Fur die Therapn Dermatophytosen sind neben der
Kenntnis des Erregers und des Ubertragungswegés dmricWirkmechanismus und -modus
des eingesetzten Antimykotikums von grof3er Wicldgigkum eine rasche und dauerhafte
Heilung zu erzielen.

Eine Tinea der freien Haut wird im Regelfall lokalit Vertretern der Azole (Clotrimazol,
Miconazol, Econazol, Bifonazol, Sertaconazol, Tiazol), Hydroxypyridone (Ciclopi-
roxolamin), Allylamine (Naftifin, Terbinafin) odeder Morpholine (Amorolfin) Uber 3-4
Wochen, bei Terbinafin im Falle der haufigen Tinpealis vom interdigitalen Typ Uber eine
Woche hinweg behandelt. Eine systemische Behandhuitg Griseofulvin, Fluconazol,
Itraconazol, Ketoconazol oder Terbinafin kann etéslich werden, wenn die topische
Therapie versagt oder ein begrindeter Verdacht naagelnde Wirksamkeit, z. B. bei
ausgesprochen groRer Ausdehnung oder hyperkedheti$inea pedum vorliegt.

Lange Therapiezeiten, geringe Heilungsraten zwis@e und 50 % (31) und beachtliche
Rezidivquoten bis zu 53 % gestalten die TherapmereOnychomykose &auf3erst schwierig
(123). Eine Lokalbehandlung bei distaler Onychonsgkokann mit Ciclopirox- oder
Amorolfin-Nagellack versucht werden, die systemesd@ehandlung erfolgt in Mono- oder
Kombinationstherapie zusatzlich zu einer Lokalbelamg mit Griseofulvin, Fluconazol,
Itraconazol oder Terbinafin.

Eine Tinea capitis muss in jedem Fall kombiniekalound systemisch behandelt werden,
wobei sich die orale Therapie zwischen ErwachsemehKindern rechtlich und pharmako-
kinetisch unterscheidet (121): Lediglich Griseofnlist derzeit bei Kindern unter einem Jahr
in Deutschland zugelassen, Fluconazol fur Kinder @nem Jahr nur bei Fehlen einer thera-
peutischen Alternative. Daneben kommen fur die Bdhag Erwachsener auch die neueren
Antimykotika Terbinafin und Itraconazol in Frageetktere beiden weisen sehr hohe Kon-
zentrationen im Sebum auf. Da Kinder allerdings ensLaufe der Pubertat Talgdriisen ent-
wickeln, ist die Mdglichkeit der Wirkstoff-Diffusio vom Sebum auf bzw. ins Haar nicht
gegeben und sporozide Wirkstoffkonzentrationen, fiie eine Abtétung von Pilzsporen
bendtigt werden, kénnen unter Umstanden nicht ahteiverden. Unterstlitzende topische
Antimykotika, wie Ciclopiroxolamin, Terbinafin odauch Tolnaftat und Tolciclat verkirzen

die systemische Behandlung und verringern die trdekgefahr fir andere Personen.
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Der Erfolg jeder Behandlung muss ausreichend kbiettowerden und eine Therapie sollte
erst nach negativer Pilzdiagnostik beendet werden.
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Entwicklung molekularer DNA-Analytik
Polymerase-Kettenreaktion

Ein Meilenstein in der Entwicklung der Molekulardgreostik war 1983 die Erfindung der
Polymerase-Kettenreaktion durch Kary Mullis. Walireriner nachtlichen Autofahrt in den
kalifornischen Bergen kam Mullis die grundlegended fur die Vervielfaltigung der DNA
mittels zweier flankierender Primer, die er im &hB85 verotffentlichte (116) und wofir er
bereits sieben Jahre spater den Nobelpreis fur &hesrliehen bekam.

Insbesondere die Einfuhrung einer thermostabilerAfdlymerase aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticugTagPolymerase) (115) hat den PCR-Prozess wesentlich
vereinfacht und die Automatisierung erst erméglicht

Die PCR ist inzwischen nicht mehr aus der Molekuit@ogie wegzudenken und bietet schier
unerschopfliche Anwendungsgebiete: Neben der Detekvon Mikroorganismen sind
Gentests, Resistenztestungen, Mutationsanalysergtigghe Fingerabdriicke bis hin zur
Entschlisselung des menschlichen Genoms ohne R&Rmehr vorstellbar. Proteinexpres-
sionsmuster kdénnen nach reverser Transkription fehgender PCR (RT-PCR) geringer
Mengen spezifischer messenger-RNA (MRNA) verfofgt detektiert werden.

Quantitative Bestimmungen erlauben Ruckschlissedeuturspringliche Template-Menge
und ermdglichen verschiedenste Anwendungen, vomaglizinischen Diagnostik tUber die
Targetsuche bis hin zur Grundlagenforschung. Lietzgréffnet die PCR auch den Weg zur
Klonierung und Gentherapie.

Seit wenigen Jahren bekommt die PCR in einigendibereichen Konkurrenz durch die
Verwendung empfindlicher DNA-Microarrays, allerdingst dabei oft eine Vervielfaltigung
der gesuchten DNA im Voraus nétig, weshalb PCR DN&\-Microarrays haufig ineinander
greifen.

Das Grundprinzip der PCR beruht auf einem wiedegwmden Zyklus aus drei Schritten zur
enzymatischen in-vitro-Amplifikation von DNA-Moleken:

Ein doppelstrangiges DNA-Fragment wird zunachseumtitzeeinwirkung bei etwa 95 °C
aufgeschmolzen (,Denaturierung”). Die nun vorliegen Einzelstrdnge dienen als Matrize
fur die enzymatisch katalysierte Polymerisation vagegebenen Desoxyribonukleotiden, so
dass in Folge wieder doppelstrangige DNA-Amplifikgebildet werden. Bei etwa 55-60 °C
lagern sich die Primer an die komplementaren Sespreder Einzelstrange an (,Annealing®)
und markieren die Startpunkte fir die Tatigkeit Belymerase. Nach Temperaturerhbhung
auf 72 °C findet die Verlangerung des Komplemenmrénges statt (,Elongation”), wodurch
sich pro PCR-Zyklus die Anzahl der urspringlicheNA3Molekule theoretisch verdoppelt.
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Allerdings wird die exponentielle Produktneubilduimgvitro durch verschiedene Faktoren
begrenzt. In spateren Zyklen lasst die Aktivitatr denzyme aufgrund des standigen
Temperaturwechsels wie auch die Menge an verfligb&iekleotiden nach, aul3erdem
verbinden sich neu gebildete Templates vermehrhtnimehr mit Primern, sondern
untereinander. In der Praxis nimmt die Amplifikaisoate dementsprechend mit steigender
Zykluszahl ab, die Nettoproduktbildung geht scHi@f3auf Null zurick und die Gesamt-
menge an PCR-Produkt erreicht einen Plateauwert.

Als Schlisselenzym der PCR dient eine 5-3'-DNA-@bige Polymerase, die bei einem
Temperaturoptimum von 75 °C die DNA-Sequenz dezdigstranges abliest und den kom-
plementdren Doppelstrang in 5-3’-Richtung syntsiett. Eine Polymerisation in
umgekehrter Richtung ist nicht méglich. Danebendear Primer - einzelstrangige Oligo-
nukleotide mit einer Lange von etwa 20-25 bp - bigmodie das zu amplifizierende DNA-
Fragment bestimmen, weiters geeignete Reaktiorspufigf* als Kofaktor fir dieTag
Polymerase sowie die vier Basen Adenin (A), Cytd€lih Guanin (G) und Thymin (T) als
Desoxyribonukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTH dmTP.

Zum Nachweis der generierten PCR-Produkte kommesthiedene Systeme zum Einsatz:

» Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese bietet ein einfaches Verfahwar Auftrennung der DNA-
Fragmente nach ihrer GroRe. Dabei wandert die DNWgrand ihrer negativen
Ladung in einem elektrischen Feld in Richtung Anddeze Fragmente schneller als
lange. Die zurtickgelegte Laufstrecke ist umgekphoportional zur FragmentgroRRe.
Als Gelmatrix wird Agarose oder Polyacrylamid vendet. Die Amplikongrof3e wird
mit Hilfe von Molekulargewichtsmarkern, die parallauf das Gel aufgetragen

werden, vergleichend bestimmt.

» Southern Blot
Eine hohere Sensitivitat kann durch Southern Biorgelt werden: Hierbei werden die
Fragmente nach der Gelelektrophorese auf eine Mamidbertragen und mit spezi-
fischen Sonden hybridisiert. Bei den Sonden hargkelsich um einstrangige Oligo-
nukleotide, die in der Regel radioaktiv markierhdsi Erfolgte Hybridisierungen

kénnen anschliel3end durch Filmschwérzung sichtbaraght werden.
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* PCR-ELISA
Voraussetzung fur ELISA-Techniken ist die Markieguder DNA bereits wahrend der
PCR. Eine haufig verwendete Markierung ist hierbegoxigenin. Nach Denatu-
rierung des Amplikons, Hybridisierung mit biotingtten DNA-Sonden, Hybridi-
sierung der Sonden an der mit Streptavidin besttieh Oberflache einer Mikro-
titerplatte und Zugabe von Anti-Digoxigenin-Antilg@rn kann Uber einen Enzym-
indikator am Antikorper ein chromogenes Substragesetzt und ein Farbumschlag

gemessen werden (siehe 0).

Real-time PCR

Die sogenannte Echtzeit-PCR (Real-time PCR) erlagibe Beobachtung des PCR-
Reaktionsverlaufs durch die Messung der Produktakiation anhand von Fluoreszenzlicht.
Uber die GroRe des Fluoreszenzsignals kann dienexpielle Phase der PCR-Reaktion iden-
tifiziert und in Folge fir eine Quantifizierung d@emplatemenge sowie weitergehender
Anwendungsmaoglichkeiten nutzbar gemacht werden.

Die produktabhangige Fluoreszenz wird durch dsDN#dénde Fluoreszenzfarbstoffe, wie
dem derzeit gebrauchlichsten Farbstoff SYBR-Greater aber durch fluorophormarkierte
Oligonukleotidsonden gemessen (siehe 0).

Der Farbstoff SYBR-Green bindet weitgehend sequesperifisch in der kleinen Furche
doppelstrangiger DNA und fluoresziert nach Anregatgya 1000mal starker als der freie
Farbstoff (96, 141), was ihn fur eine Echtzeit-Maggdes Anstiegs der gebildeten Template-
menge so geeignet macht. Neben verschiedensteritgtiaen Anwendungsmdéglichkeiten,
von der medizinischen Diagnostik tUber die Targdtsubis hin zur Grundlagenforschung
werden in geringerem Umfang auch die qualitativepekte z. B. der Schmelzkurvenanalyse
genutzt.

Die sequenzspezifische Detektion durch Sondentegtegrofieres Spektrum an qualitativen
Genanalyse-Assays: Hierbei wird entweder die Zomaldes Resonanzenergietransfers oder
aber die produktabhangige Abnahme der Loéschung é&eorter-Fluoreszenz von einem
Donor- auf ein Akzeptorfluorophor gemessen. Genesigpungen mit Hilfe der Real-time
PCR erlauben bei der Untersuchung von Polymorphsmee sie bei Spezies-Bestim-
mungen, Bestimmungen von genetischen Risikofaktanesh Erkrankungen wie auch bei
Vaterschaftstests zur Anwendung kommen, eine ragobekostengunstige Analyse, was die

Entwicklung weiterer Assays vorantreiben wird.
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Zielsetzung der Arbeit

Zu den Grundlagen einer optimalen mykologischergbostik von Dermatophyten gehoren
neben dem klinisch geschulten Blick die korrektetdvialentnahme sowie die Identifikation
des Krankheitserregers. Das verfigbare Methodetrspekeicht hierbei vom Nativpraparat
Uber die Pilzkultur und spezielle Diagnostik-Tedt®m hin zu molekulargenetischen PCR-
Methoden. Letztere fanden jedoch aufgrund mangelddevendbarkeit, Sensitivitat und
Spezifitat bislang keinen nennenswerten Eingandrmginelabor (4).

Ziel dieser Arbeit war deshalb die Entwicklung ugthblierung einer molekularen Spezies-
spezifischen Sofortdiagnostik von Dermatophyterg sowohl im klinischen Mykologie-
Labor als auch im Praxislabor mit einfachem perBemeund apparativem Aufwand durch-
fuhrbar ist und zudem die Vorteile einer genanstyten Methode, wie die Unabhéngigkeit
von morphologischen Merkmalen, physiologischend€i@n sowie der Vitalitat der Erreger,
vereint. Zunachst sollte die Isolierung von Dermpatgen-DNA direkt aus nativem Patien-
tenmaterial (Hautschuppen, Nagelmaterial) optimiegtden, da bislang mit wenigen Aus-
nahmen Techniken beschrieben wurden, die Mateual gewachsenen Pilzkulturen zur
Grundlage hatten (3, 18, 28, 69, 71, 87, 132).

Neben einer ,klassischen* PCR-gestutzten Techrlikesterner eine Real-time-PCR-basierte
Methode entwickelt werden, die eine einfache 24h&n-ldentifizierung der haufigsten
Dermatophyten-Spezies ermoéglicht und im Hinblick @chnelligkeit, Sensitivitat und Spezi-
fitat deutliche Vorteile gegentber den konventiterelDiagnose-Techniken Nativpraparat
und Pilzkultur bietet.

Ein weiterer Schwerpunkt befasst sich im Rahmearehgozentrischen Studie mit der Frage
der Durchfuhrbarkeit und Reproduzierbarkeit deblaen molekularbiologischen PCR-
ELISA-Methode in verschiedenen mykologischen LaborBleben den Ergebnissen aus
einem Praxislabor in einer Gemeinschafts-Hautaaxiprwurden die Ergebnisse aus zwei
klinischen Mykologie-Laboren einbezogen und mit deesultaten aus der parallel durch-
gefuhrten konventionellen Diagnostik mittels Natwd Kulturpraparat verglichen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Material

Geréate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage LP 1200S
Biophotometer
Blockthermostat BT 1301, HLC
Digitalkamera SP-500 UZ
Elektrophoresegerat E734
ELISA-Reader

LightCycler 1.0
Mehrkanalpipetten

Mikrowelle HMG 3103
Multipette 4780

Pipetten
Schwarzweil3-Vergro3erer Cosmicar TV
Thermocycler iCycler
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 16/18
UV-Transilluminator TFX 20M
Video Copy Processor P68E

Sartorius, Géttingen
Eppendorf, Hamburg

MS Laborgerate SderfWiesloch
Olympus, Hamburg

Consort, Turnhout, B
Mikrotek Laborsysteme, Overath
Roche Diagnostics, Mannheim
Rainin, Woburn, USA
Bosch Hausgerate, Stuttgart
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Kaiser Fotatdg Buchen
BioRad, Munchen

Eppendorf, Hamburg

Neolab, Heidelberg
Biometra, Gottingen

Mitsubishi Electriongl Kong

Tabelle 4: Gerate

Datenbanken

Die Internet-Seiten sind Uber das Hypertext tranBfetocol (http://) aufzurufen.

Datenbank

Internet-Adresse

PubMed Medline

European Bioinformatics Institute

Tabelle 5: Datenbanken

www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/

WWW.SrS.ebu&e.
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Software

Programm

Hersteller

Adobe lllustrator 9.0.2

Adobe Photoshop 6.0
GeneDoc 2.6.002

LightCycler Software Version 3
- Data Analysis 3.5.28

- Run 5.32

MikroWin 3.0

Primer3

Reference Manager 10

SPSS 14.0

Windows XP (Excel, Power Point, Word)

Adobe Systems, San JOS&
Adobe Systems, San Jogke, US
Karl Nicholas, Pittsburgh, USA

Roche DiagnostMsnnheim

Mikrotek Laborsysteme, Overath
Rozen et al. (113)
Adept Scientific, Frankfurt
SPSS, Chicago, USA
Microsofti8g Redmond, USA

Tabelle 6: Software

Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

ELISA-Platten

LightCycler Capillaries
PCR-Micro Tubes:

- Multiply-Strip 0,2 ml Kette

- Deckelkette 0,2 ml Biosphere
Mikroschraubréhrchen
Pipettenspitzen

Quick Sephadex G-50-S&aulen
Reaktionsgefale 1,5 ml
Pellet Pestle

Quick Sephadex G-50-S&aulen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Maeimh
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Roche Diagnostics nlikeim
Eppendorf, Hamburg
Kontes, Vineland, USA
Roche Diagnostics nlikeim

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien
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Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Agar-Agar

Agarose

Aqua ad iniectabilia

Blue Juice Gel Loading Buffer
BM Blue POD Substrate, soluble
Chemagic DNA Tissue Kit
Chlorazol Black E
Cycloheximid

DMSO

DNA-Standard ©X174, Hadll Digest)
dNTP-Mix

Easy Pure DNA Purification-Kit
Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Genomische Human-DNA
Gentamicinsulfat

Glucose

Glycerol

Hadll, 5x Reaktionspuffer
Invisorb Fungi Kit

KOH

LightCycler Fast Start

DNA Mastef""> SYBR Green |
LightCycler Fast Start

DNA Mastef-YS Hybridization Probes
Mineralol

Nucleo Spin Tissue Kit
Oligonukleotide

PCR ELISA, DIG-Detection
Pepton

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlseu
Roche Diagnoshtanheim
Chemagen, Baesweiler
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs, CH
Peqglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Biozym, Oldendorf
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf
Invitek, Berlin
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mammhe

Roche Diagnostics, Mammhe

Sigma, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidetper
Tib Molbiol, Berlin

Roche Diagnostics, Magim
Merck, Darmstadt
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Phenolrot (=Phenolsulfonphthalein) Merck, Darrdsta
Puregene DNA Isolierungskit Biozym, Oldendorf
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
Standard Il Nahrbouillon Merck, Darmstadt
TAE-Puffer Biozym, Oldendorf
TagDNA-Polymerase Peglab, Erlangen

Tabelle 8: Reagenzien

Pilzstdmme

Folgende Dermatophytenspezies wurden als Refeéenmst sowie als Positivkontrollen

verwendet:

Spezies Labor-/Referenznummer
Dermatophyten

E. floccosum 847.05

M. audouinii 4247.04

M. canis 330.05

M. canis 589.05

M. gypseum 2501.05

M. gypseum 2356.05

T. mentagrophytegar. mentagrophytes 2040.05

T. interdigitale ATCC 28939
T. interdigitale CBS 558.66
T. interdigitale 724.04

T. interdigitale 973.04

T. interdigitale 4927.04

T. interdigitale 2023.05

T. interdigitale 5588.05

T. rubrum ATCC 10218
T. rubrum 580.04

T. rubrum 1049.04
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T. rubrum 2173.05
T. rubrum 4264.05
T. rubrum 5297.05
T. rubrum 5584.06
T. rubrum 5738.06
T. rubrum 5894.06
T. rubrumvar. nigricans 1926.04
T. schoenleinii 1130.05
T. tonsurans 2317/01
T. tonsurans 1845/01
T. tonsurans 2301/02
T. tonsurans 82/01
T. verrucosum 3085.04
T. violaceum 903.05
Hefen

C. albicans 268.06
C. parapsilosis 2793.04
Schimmel

Scop. brevicaulis 2943.05

Tabelle 9: Referenzstamme
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Patientenkollektiv

Unbehandelte Patientenproben wurden im Rahmen lggzentrischen Studie im Zeitraum
vom 12.2.-14.6.2006 konsekutiv in den drei Testamt

- Mykologisches Labor der Dermatologischen Klinik d&U Munchen
- Mykologisches Labor der Hautklinik der EKU Tubingen

- Praxislabor der Gemeinschaftspraxis Bezold/Gottlddeu-UIm

gesammelt und mittels konventioneller Diagnosendihp PCR-ELISA sowie fiur die
Minchner Proben auch mit Real-time PCR auf Derniatigm hin untersucht. Die Proben
wurden dabei im jeweiligen Labor vor Ort verarbeitdie Ubereinstimmung des Materials
und der angewandten Techniken war durch das Vongeheh einer Standardarbeitsanleitung
gewabhrleistet.

Weitere native Patientenproben fur die Entwickluthgy PCR-Methoden stammten aus-
schlie3lich aus dem Mykologischen Labor der Derhogischen Klinik der LMU Minchen.
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Methoden
Konventionelle Diagnostik der Pilzkulturen
Probenentnahme

Die Entnahmestelle wurde vor der Probengewinnurig7oeigem Ethanol desinfiziert, um

die kontaminierende Begleitflora zu reduzieren. Grenzbereich zwischen gesunder und
befallener Haut-, Haar-, und Nagelbereiche befirsiight in der Regel die hdchste Dichte an
Dermatophyten, wovon reichlich Material mittelsrdée Schere, Skalpell, scharfem Loffel

oder Frase gewonnen wurde. Abstriche sind ungeeimyma Nachweis von Dermatophyten.
Nagelsticke wurden mit einem Skalpell zerkleinary die Oberflache zu vergroR3ern. Far
den internen Transport von dermatologischen Prebeden mit Deckel dicht verschlie3bare

Kunststofftopfchen verwendet.

Nativpraparat

Das Untersuchungsmaterial wurde auf einem Objgdtrédach Behandlung mit 7,5 %iger
KOH-L6sung unter Zusatz von 10 % DMSO und 0,12 % Earbstoffs Chlorazol Black E in

der feuchten Kammer inkubiert und anschlieRendridtroskopisch untersucht.

Pilzkultur

Referenzstamme und Kklinische Pilzisolate wurden eanér Kombination zweier Kimmig-
Agar-Nahrboden bei 25 °C angezichtet. Zur Unteildrig des Schimmelpilzwachstums
wurde eine Kultur mit 0,4 % Cycloheximid verseteine zweite Kultur enthielt 0,08 %
Gentamicinsulfat zur Verhinderung des Bakterienwaais. Die Kultur wurde drei bis vier
Wochen aufbewahrt und wochentlich makroskopischRildiwachstum hin kontrolliert. Im
Falle eines Wachstums erfolgte die makroskopischertBilung des Wachstumsbildes, der

Farbstoffbildung und mikroskopisch der Ausbilduran\wWakro- und Mikrokonidien.

Spezielle Untersuchungsverfahren

In Einzelféllen wurde die Abgrenzung zwisch&n rubrumund T. mentagrophyteslurch
Subkulturen auf Urease- oder Kartoffel-Glucose-Agder durch einen Haarperforationstest

erganzt.
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Urease-Test:

T. mentagrophytelsolatebesitzen Urease-Aktivitat und induzieren einen Earkchlag des
Indikators Phenolrot im Urease-Agar von gelb naath Flr eine korrekte Beurteilung des
Tests ist der genaue Ablesetermin nach einer Waatletig, da auch sog. Urease-negative

Dermatophyten bei lAngerer Beobachtung eine gewlssaseaktivitat zeigen.

Abbildung 1: Urease-Test: Fehlende Urease-Bildung on T. rubrum (links) im Vergleich zu

T. mentagrophytes (rechts)

Kartoffel-Glucose-Agar:

Die Bildung eines roten Pigments an der Ruckseiterdulturplatte mit Kartoffel-Glucose-
Agar wird hingegen durcf. rubrum stimuliert, was zur Unterscheidung Zumentagro-
phytesdient.

Abbildung 2: Kartoffel-Glucose-Agar: Rote Pigmentbidung durch T. rubrum
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Haarperforationstest:

T. mentagrophytedesitzen die Fahigkeit, unter bestimmten Bedingun@erforierende
Organe an Haaren auszubilden (Abbildung 3). Hiemawden blonde, feine menschliche
Haare in ca. 3 cm lange Sticke geschnitten, awtigktaund in Petrischalen in steriles Wasser
gegeben. Nach Zugabe einiger Tropfen einer wasskigdgeextrakt-Losung wurde Myzel aus
einer Reinkultur des zu untersuchenden Dermatophgtgesetzt. Im Verlauf von 2 - 4
Wochen bildeten sich bei positivem Nachweis Hadgpationsorgane aus, die zapfen- oder

keilformigen Hohlraumen ahneln (90).

Abbildung 3: Ausbildung von Haarperforationsorganendurch T. mentagrophytes mit zapfenférmiger

Lyse, Farbung mit Chlorazol Black E
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DNA-Isolierung
DNA-Praparation aus Patientenproben

Zur Isolierung von Dermatophyten-DNA aus 3-25 miigiertem Haut-, Haar- und Nagelma-
terial wurden verschiedene kommerziell erhéltligties entsprechend den Angaben der Her-

steller getestet:

Chemagi® DNA Tissue Kit (Chemagen, Baesweiler)
Dynabead® DNA Direct Universal (Dynal Biotech, Hamburg)
Easy Pur® DNA Purification Kit (Biozym Scientific, Oldendorf
Invisorb® Spin Tissue Mini Kit (Invitek, Berlin)

Nucled® Spin Tissue Kit (BD Biosciences, Heidelberg)
Puregen® DNA Purification Kit (Biozym, Oldendorf)
QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

S&S Elu-Quick (Schleicher & Schuell, Basel)

Im Rahmen der Etablierung der PCR-ELISA-Methodeisayer Dermatophyten-Diagnostik
am LightCycler wurde schlie3lich das QlAamp DNA MKit ausgewahlt und ausschliel3lich
verwendet.

Hierzu wurde 3-25 mg Schuppen- bzw. Nagelmateniain 1,5 ml Réhrchen gegeben und
mit 180 ul Puffer ATL versehen. Dieser Lysepuffer enthdltSS@as die zellularen Proteine
denaturiert, und NaOH, das neben der Zelllyse diemosomale und Plasmid-DNA denatu-
riert. Nach Zugabe von 2@ Proteinase K-Losung und kurzem Vortexen wurdenRlioben
bei 56 °C im Thermomixer unter stdndigem Schitteénm 500 rpm fur 16 h inkubiert.
Anschlie3end wurde die lysierte Probe mit 20®uffer AL gemischt und 10 min bei 70 °C
inkubiert. Danach wurden 20d Ethanol absolutX99,8 %) zugegeben und die Mischung
durch eine QlAamp-Saule mit einer DNA bindendenk&i#Matrix 1 min bei 16.000 g
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen, die &iainmal mit 50Qul Puffer AW1 und ein
zweites Mal mit 50Qul Puffer AW2 gewaschen und jeweils 1 min bei 16.@08entrifugiert.
Um restliche Ethanol-Spuren vollstandig zu elimieie wurde ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 20.000 g 3 min lang diige Die DNA wurde danach mit 5@
Puffer AE eluiert.

Die genauen Zusammensetzungen der verwendeten géisuwron QIAGEN wurden vom

Hersteller nicht angegeben.
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DNA-Praparation aus Pilzkulturen

Die DNA-Isolierung aus gewachsenen Pilzkultureolgte wie unter 2.2.2.1 beschrieben, mit
einer zusatzlichen Modifikation zu Beginn der Pragan:

Nach Zugabe des Lysepuffers ATL wurde das Luftmyaitleinem Plastikpistill durch etwa
10maliges Morsern zerkleinert und im Puffer homogespendiert. Anschliel3end wurde nach

Protokoll weiterverfahren.

Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde in einem iCycler™ durchgefiihrt. DamaRRionsgemisch enthielt Tris-HCI
20 mM, KCI 50 mM, MgCJ 2,5 mM, Tween 0,01 %, die Desoxytriphophatnuk®dATP,
dCTP, dGTP und dTTP, jeweils 250 mM, Upstream- Dod/nstream-Primer jeweils 0,6V
(siehe Tabelle 17 und Tabelle 18) uratyPolymerase 1 U.

Reagenz Volumen [ul] Endkonzentration
PCR-Puffer (10x) 4 1x

MgCl; (25 mM) 1,6 2,5uM

dNTP (10 mM) 1 250uM
Upstream-Primer (20M) 1 0,5uM
Downstream-Primer (20M) 1 0,5uM
TagPolymerase (5 U/l) 0,2 1U

ddH,O 27,2

DNA 4

Gesamtvolumen 40

Tabelle 10: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes

Reagenz Konzentration
Tris-HCI (pH 8,8) 100 mM

KCI 500 mM
Tween 20 0,1 %

MgCl, 15 mM

Tabelle 11: Zusammensetzung des PCR-Puffers (10-fax Endkonzentration)

Jede Probe wurde im PCR-Gefal3 mit einem TropfereMidl Gberschichtet, um eine Kon-

densation am Deckel wahrend der Amplifikation agshliel3en.
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Folgende Amplifikations-Protokolle kamen im Rahmeéer PCR am Thermocycler zum

Einsatz:

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]

Initiale Denaturierung 95 180

Amplifikation Denaturierung 95 60
Annealing 55 60
Elongation 72 60

Terminale Extension 72 600

Zyklenanzahl: 40
Gesamtdauer: 2,5 h
Tabelle 12: PCR-Amplifikations-Protokoll fiir das Primerpaar TR1/TR2

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 95 300
Amplifikation Denaturierung 95 60
Annealing 36 45
Elongation 72 90
Terminale Extension 72 600

Zyklenanzahl: 35
Gesamtdauer: 2 h

Tabelle 13: PCR-Amplifikations-Protokoll der AP-PCR (Primer OPAA11, OPD18) und der Fingerprint-
PCR (Primer AP3, M13)

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 94 120
Amplifikation Denaturierung 94 18
Annealing 58 18
Elongation 72 180
Terminale Extension 72 600

Zyklenanzahl: 30
Gesamtdauer: 2 h
Tabelle 14: PCR-Amplifikations-Protokoll fur die Primer-Systeme TRS1 und TRS2
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Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 95 300
Amplifikation Denaturierung 95 60
Annealing 61 60
Elongation 72 18
Terminale Extension 72 600

Zyklenanzahl: 40
Gesamtdauer: 2 h

Tabelle 15: PCR-Amplifikations-Protokoll fiur RFLP ( Primer ITS1, ITS2)

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 95 300
Amplifikation Denaturierung 95 15
Annealing 60 30
Elongation 72 30
Terminale Extension 72 450

Zyklenanzahl: 42
Gesamtdauer: 2 h
Tabelle 16: PCR-Amplifikations-Protokoll fir PCR-EL ISA

Primer Literatur Nukleotidsequenz (5" — 3)

TR1 Bock et al. 1994 (17) GTT TCT AGG ACC GCC GTA

TR2 Bock et al. 1994 (17) CTC AAACTT CCATCG ACT TG
OPAA1l Liu et al. 2000 (81) ACCCGACCTG

OPD18 Liu et al. 2000 (81) GAG AGC CAAC

AP3 Williams et al. 1990 (140) TCACGATGCA

M13 Huey et al. 1989 (59) GAG GGT GGC GGT TCT
TINTSF2 Jackson et al. 2000 (61) ACC GTATTA AGC TAG CGC TGC
TINTSR4 Jackson et al. 2000 (61) TGC CAC TTC GAT TAG GAG GC
TrNTSR1 Jackson et al. 2000 (61) CTC AGT CGAACCGTGAGGC
TINTSC1 Jackson et al. 2000 (61) CGA GAC CAC GTG ATA CAT GCG
ITS1 Diese Arbeit GTC ATT TCA ACC CCT CAAGC
ITS2 Diese Arbeit CGG GTATCC CTA CCT GAT CC

Tabelle 17: PCR-Primer
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Folgende Oligonukleotide wurden fur die PCR-ELISAdRtion verwendet:

. Amplifikat-
Spezies Primer  Nukleotidsequenz (5’— 3’)
Lange [bp]

T. rubrum 923 U GCCTGTTGT TCC GCT CATTCT T
D* CGG CTA GGA GGG CGT GGT AGA A

T. interdigitale 390 U GCATGATTT AGA AGT GTA ATG CTG
D* GGT GCC AGC CAT GTC GTA GAC

T. violaceum 419 U GAT CCA CAA GGT ATG TATTAG TTA
D* GGT GCC AGC CAT GTC GTA GAC

M. canis 637 U GCT GGT AAATAA CAC CGATGATGG
D* TGT ATC TGA TAT GCATACCTT CC

E. floccosum 1334 U CCG TTT CGT CCA AAT GAT TATCGAC
D* GAT TCAGTT GTG ACT AAG TGG ACA

3-Globin 268 U GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC
D* CAACTT CATCCACGTTCACC

Tabelle 18: Primer fir PCR-ELISA

u: Upstream-Primer

D*: Downstream-Primer, Modifikation 5’-Digoxigenin

Spezies Nukleotidsequenz (5> 3’)

T.rubrum CAT ATG ATT ACCTTC TGA GCG TAA

T. interdigitale ATT CTT TCATAG AAA GAG CAAATCT

T. violaceum TAG TGC ATG ATT TAA AAG CGT AAT

M. canis TAC GCT GTC CGT ATC AAGCTAT

E. floccosum TGACTACCT TTT GAG TGT AAGTTCC

3-Globin ACA CAACTG TGT TCACTAGC

Mimic (interne Kontrolle) CAA TCA GCT CAC GAAACT TG

Tabelle 19: Hybridisierungssonden fur PCR-ELISA: Mddifikation 5’-Biotin
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Intern kontrollierte PCR

Das Auftreten einer Inhibition des Reaktionsablaufeuss nach den ,Qualitdtsstandards in
der mikrobiologisch-infektiologischen DiagnostikNukleinsdure-Amplifikationstechniken®
(111) fur jede Probe bestimmbar sein. Hierzu wuridégrne Kontrollen, sogenannte Mimics,
entwickelt, die aus kunstlichen DNS-Fragmenten dyest und die identische Primerse-
guenzen wie das nachzuweisende Fragment (=Tanggtleen, sich in ihrer Intermediarse-
quenz allerdings vom Target unterscheiden (122).ilternen Kontrollen werden kompetitiv
zum Target amplifiziert, eine Unterscheidung beidervielfaltigung in Target- oder Mimic-
Fragment ist in der PCR also nicht méglich. Im ltkist auch die Amplifikationseffizienz
von Target und Mimic identisch (122).

Synthese und Stabilisierung der internen Kontrollen

Die Mimics wurden unter Verwendung einer ,neutral®NS*, einem Nukleinsdurefragment
des humanen Actin-Gens, hergestellt. Die Primeesezjdes Targets wurde mit dem 3’-Ende
an das 5-Ende einer Sequenz gekoppelt, die imdatralen DNS bindet, und am 5-Ende
durch 10 Random-Nukleotide geschutzt. Durch diesmisite-Primer zeigen die Mimic-
Fragmente eine deutlich hohere Stabilitat gegenidlargsamem Abbrockeln einzelner
Nukleotide an den freien Enden. Dies wirde zu ewerkirzung der Primerbindungsstellen
und schlie3lich zu fehlender Amplifikation der Miesifiihren (8).

Durch eine PCR mit 25 Zyklen wurden die Target-Ferirm die Actin-DNA eingebaut, so
dass definitionsgemal eine interne Kontrolle haedjesvar.

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Sed&jellen G-50, die nach Resuspen-
dierung des Sauleninhalts zunachst 2 min lang b@d 3 zentrifugiert wurden. Nach Austau-
schen des Rohrchens wurde das zu reinigende PCGRHRrauf die Mitte der Saule gegeben
und 4 min lang bei 700 g zentrifugiert. Die Saulerde verworfen und die DNA-Konzentra-
tion des Eluats bei 260 nm im Photometer vermed3enerrechnete DNA-Konzentration in
ug/ml wurde nach folgender Formel in die Einheit ®lallefl umgerechnet (8):

Konzentraion(ng/1) x 6,023x10* / nmol
2x Fragmentldangex 3131g/ nmol

Molekulepl=

6,023x10* /nmol Avogadro-Konstante
313 ng/nmol durchschnittliches Molekulargewicimeg Base
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In der Routine-Diagnostik wurde auf die Verwendunigrner Kontrollen verzichtet, da die
PCR-Effizienz bei den relativ langen FragmentencduZugabe von Mimics weiter stark
reduziert wurde und falsch-negative Ergebnissetraciszuschlielen waren. Fiur alle 104
Studienproben aus Miinchen wurden allerdings zwrillpée Ansatze fur die funf Pilzspezies
getestet, einer mit Mimics in einer Konzentratioonvid Molekiilenfu sowie einer ohne
Mimics. In allen Proben war ein positives Ergebiiiisdie interne Kontrolle abzulesen, was
die Schlussfolgerung zulédsst, dass eine PCR-Imtibitbei Proben aus nativem

Patientenmaterial praktisch vernachlassigbar ist.

Identifizierung der PCR-Produkte
Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR erfolgte die Auftrennung BER-Produkte entsprechend ihrer
Langen im elektrischen Feld. Verwendet wurden 2ige20Agarosegele, wobei sich die
Agarosekonzentration nach der Gro3e der erwarfebéh-Fragmente richtete. Die Agarose
wurde in 1 x TAE-Puffer suspendiert, durch Erhitaerder Mikrowelle vollstéandig gelost
und in Elektrophoresekammern gegossen. Die Proheden mit 1/10 Volumen des Farb-
stoffmarkers Blue Juifeversetzt und nach Auftragen in die Geltaschen in TAE-Lauf-
puffer bei einer konstanten Spannung von 150 V @Banin hinweg aufgetrennt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gehi2Oin einem Ethidiumbromidbad
(Endkonzentration 0,;ag/ml in TAE-Puffer) gefarbt und anschlieRend uritBr-Licht bei
einer Wellenlange von 305 nm mit dem UV-Transilloator ausgewertet und fotografiert.

PCR-ELISA

Zum spezifischen Nachweis der PCR-Produkte wurdeRidazip eines kommerziell erhaltli-
chen ELISA-Systems (enzyme-linked immunosorbentaygs€nzymgekoppelter Immun-
nachweis) (PCR ELISA Dig Detection, Roche Diagrassti Mannheim) verwendet
(Abbildung 4).
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‘ PCR-Produkt
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Abbildung 4: Prinzip der ELISA-Reaktion

biotinylierte Sonde
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Farbentwicklung

20 ul PCR-Produkt wurden mit 10l Denaturierungslosung alkalisch denaturiert unanl®

bei 25 °C inkubiert. AnschlieRend wurden je Ansh@d ul Hybridisierungslosung dazuge-
geben, die eine fur jede Dermatophyten-Speziesifigode 5’-biotinylierte Sonde (Tabelle
23) in der Endkonzentration von 7,8 enthielt. 100ul dieses Ansatzes wurden in mit
Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten umpij@et und mindestens eine Stunde bei 55 °C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Die maximal mndige Inkubationsdauer betrug drei
Stunden. Nach funfmaligem Waschen mit 1@5Waschpuffer wurden 10Ql einer Anti-
Digoxigenin-Antikorperlésung in einer Konzentratisan 10 mU/ml zugegeben. Es erfolgte
eine weitere einstindige Inkubation bei 37 °C undsech daran anschlieRender Waschschritt
mit finfmaligem Waschen mit 138 Waschpuffer. Fur die Farbstoffreaktion wurde nidhs

im PCR ELISA Dig Detection Kit enthaltene Originaltstrat ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethyl-
benzthiazolinsulfonat(6)]) verwendet, da die Faakt®n von hellgrin nach dunkelgrin
problematisch in der Auswertung war. Stattdessendevuder Farbstoff TMB (3,3-5,5'-
Tetramethylbenzidin) eingesetzt, dessen Farbe Saaltung durch die Peroxidase von farb-
los nach blau wechselt und auch ohne Photometeel/iabgelesen werden kann. 300
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dieses BM Blue POD-Substrats wurden jeder Probegelien und bei positiver Reaktion
fuhrte die Spaltung des chromogenen Anteils zurdiaebanderung, die bei 370 nm gegen
die Referenzwellenlange 492 nm mit dem ELISA-Reapleotometrisch vermessen und
zusatzlich photographisch mit einer Digitalkameo&umentiert wurde (Abbildung 5).

Abbildung 5: PCR-ELISA-Dokumentation

Real-time PCR am LightCycler

Der LightCycler erméglicht eine Amplifikation desdlierten DNA und die Detektion der
Amplifikationsvorgange in Echtzeit (Real-time PCR).dieser Arbeit wurde das Prinzip des
Fluorescence resonance energy transfer (FRET) weleteHierbei wird die Energie eines
angeregten Fluoreszenzfarbstoffs (Donor-Fluorophsiahlungsfrei tber Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen auf einen zweiten Fluoreszenztafbb@\kzeptor-Fluorophor) tiber einen
Bereich von 10-100 A (ibertragen. Dabei Uberlappieh &missions- und Absorptions-
spektren der beiden Fluorophore. Als HybridsondeghtCycler-Sonden) dienen im Uber-
schuss zugesetzte und mit Donor- und Akzeptorflpioooen markierte Oligonukleotide. Die
Bindung der Hybridsonden an die Ziel-Sequenz umdd#imit verbundene Annéherung der
Sonden erméglicht einen FRET. Das Funktionspridep FRET gibt Abbildung 6 wieder.
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Transfer
Emission

Abbildung 6: Prinzip des Fluorescence resonance ey transfer (nach (109))

Wahrend des Denaturierungsschrittes der Amplifiatiegen die Hybridisierungssonden in
ungebundener Form und in raumlicher Distanz zueieanor, es kann also kein Energie-
transfer stattfinden. Erst im Verlauf der AnnealliPigase binden sowohl Primer als auch
Hybridsonden an die komplementare Targetsequenduneb sich letztere im Abstand von
einem Basenpaar befinden. Durch eine im LightCybkfindliche Lichtquelle wird Fluores-
zein, mit dem das 3’-Ende der Donorsonde markgrtangeregt und tbertragt die Energie
strahlungslos auf das Akzeptor-Fluorophor. Diesesdtert nach Anregung Licht mit einer
Wellenlange von 705 nm, das am Ende der Anneallms® im Kanal 3 des LightCyclers
vermessen wird. Bei der anschlieRenden Elongatiemen die Sonden wieder vom Einzel-
strang verdrangt, folglich findet kein FRET mehatst Mit zunehmender Zyklenzahl wird
mehr Amplifikat gebildet, mehr Sonden kénnen bindenl die Fluoreszenzintensitat steigt

proportional zur Menge des entstandenen PCR-Pregukt
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Schmelzkurvenanalyse:

Im Anschluss an die PCR wird eine Schmelzkurvee#tstHierbei wird doppelstrdngige
DNA denaturiert, indem die Temperatur kontinuidrligon 35 °C auf 85 °C mit einer
Geschwindigkeit von 0,2 °C/s erhéht wird. Bei eifiardas Fragment spezifischen Schmelz-
temperatur kommt es zum Ablosen der Sonden und Abbruch des Fluoreszenzsignals.
Liegen Fehlpaarungen zwischen den Basen von TamgeSonde vor, schmelzen die Sonden
bereits bei niedrigeren Temperaturen vom Amplifilkdt und der Schmelzpunkt ist ver-
schoben. Zum vereinfachten Ablesen der Schmelzpunkt von der LightCycler-Software
die erste negative Ableitung der Fluoreszenz gelgeitemperatur aufgetragen.

Die Real-time PCR wurde in einem LightCycler 1.G sinem Reaktionsansatz von gl0je

Probe durchgefinhrt.

Reagenz Volumen [pl] Endkonzentration
LightCycler Fast Start DNA Master 2 1x
Hybridization Probds"®
Upstream Primer (20M) 1 2,0uM
Downstream Primer (20M) 1 2,0uM
Fluorescein Sonde (2,M) 1 0,2uM
LC-Red-705 Sonde (2,0M) 1 0,2uM
ddH,O 1
DNA 3
Tabelle 20: Reaktionsansatz fur die Real-time PCRra LightCycler
Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 95 300
Amplifikation Denaturierung 95 5
Annealing 58 5
Elongation 72 13
Schmelzkurve Initiale 95 0
Denaturierung
1. Teil 35 30
2. Teill 35-85, Slope 0,1 °C/s
Zyklenanzahl: 40 Gesamtdauer: 35 min

Tabelle 21: Temperaturparameter fir die Real-time FZR am LightCycler
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Folgende Primer- und Sondenpaare wurden fur dienBephyten-ldentifizierung am Light-
Cycler entwickelt:

Primer Ausrichtung Nukleotidsequenz (5'— 3’)

Al U CAG CGG AAG GTTTTG TAC AC
Ad D ATATAACGA GCACTG GC

A5 U CAA CGA AAA GTC CTATAT AC

Tabelle 22: Primer fur die Real-time PCR am LightCycler

u: Upstream-Primer

D: Downstream-Primer

Sonde Farbstoff-Markierung ~ Nukleotidsequenz (5— 3’)

TM1 3-FL GCCTGG CTC AAACATTCG TC
TM-705 5-Red-705 GGT CAAATAACATCAATT GCT

Tabelle 23: Mit LightCycler-Farbstoffen markierte Sonden fiir die Real-time PCR

Sequenzierung

Die Sequenzierung der LightCycler-Amplifikate vonrubrum T. interdigitaleund M. canis
erfolgte durch die Firma MWG (MWG-Biotech, EberdperFir die Probenvorbereitung
wurde hierfir die DNA von Referenzkulturen vénrubrum(ATCC 10218),T. interdigitale
(ATCC 28939) undM. canis (330.05) isoliert und eine PCR im Thermocycler eant
Bedingungen, wie sie auch fur die PCR-ELISA-Methaagewandt wurden, durchgefuhrt.
Die PCR-Produkte wurden anschlieend mit dem Qléqgururification Kit nach den
Vorgaben des Herstellers aufgereinigt, die DNA-Kamteation photometrisch vermessen und
je Primer 50 ng (20 ng DNA pro 100 Basen) DNA aifigetrocknetes Pellet an MWG zur
Sequenzierung eingesandt.

Statistische Auswertung und benutzte Software

Die erhaltenen Ergebnisse der oligozentrischeni&tuads Minchen, Neu-Ulm und Tubingen
wurden mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS di$gewertet und in Excel XP graphisch
dargestellt. Abbildungen der Agarose-Gelbilder veuranit dem Programm Adobe Photoshop
7.0 bearbeitet.
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3. ERGEBNISSE

Methoden-Evaluierung
Etablierung eines DNA-Extraktionsverfahrens

Im Rahmen der Evaluierung eines Extraktionsveriahineon genomischer Dermatophyten-
DNA wurden acht verschiedene, kommerziell erh&idic Nukleinsaure-Extraktionskits
miteinander verglichen. Die DNA-Isolierung erfolgtabei mit jedem Kit aus 20 mg Material
von jeweils 10 Pilzkulturen (Tabelle 24). Die isote DNA wurde anschliel3end 1:100 ver-
dunnt, um eine ausreichende Differenzierung in Machweisbarkeit der unterschiedlichen

Kits zu erhalten. Die Detektion der PCR-Amplifikatefolgte mittels Agarose-Gelelektro-

phorese.

Extraktions-Kit Nachweisbar 1:100
Chemagic 1

Dynabeads 0

Easy Pure 10

Invisorb

Nucleo Spin

Puregene 10

QIAamp 10

S&S 3

Tabelle 24: Getestete DNA-Extraktionskits

Alle Extraktionskits verwendeten zum Zellaufschlessen Lyse-Puffer unter Zugabe eines
lysierenden Enzyms wie Lyticase oder Proteinasé&Jiterschiede ergaben sich erst in der
DNA-Gewinnung: Beim Easy Pure- und Puregene-Kitdewlie DNA durch unterschiedliche
Salzkonzentrationen der Puffer ausgeféllt, der &uBQuick-Kit verwendete zusatzlich
noch Glasmatrices zur Steigerung der Elutionseifizi Mittels magnetischer Partikel, die mit
der freigesetzten DNA einen Komplex bilden, wurde BNA beim Chemagic- wie auch
beim Dynabeads-Kit separiert. Die komfortabelstehhgk ist sicherlich die Anwendung von
Mini-Prep-Saulen auf Silikat-Matrix-Basis, wie sibeim Invisorb-, QlAamp- und
Nucleo Spin-Kit eingesetzt wurden.

Der Vergleich erbrachte fir die Easy Pure-, Puregamd QIAamp-Isolierungskits mit
jeweils 10 positiv detektierten Pilzkulturen dassteeErgebnis. Die Entscheidung fiel zu
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Gunsten des aufgrund der Verwendung der Saulenkeehniach zu handhabenden QlAamp-
DNA Mini Kits aus, das zudem in der HautarztpraRezold/Gottlober bereits fir die routi-

nemafige Isolierung von DNA aus Patientenprobegdatabliert war.

Charakterisierung der Dermatophyten mittels PCR amThermocycler
Dermatophyten-spezifische PCR

Zunachst wurde das Primerpaar TR1 und TR2 (17)ativen Patientenproben getestet, um
eine pilzspezifische PCR zu etablieren und daraittelsnRestriktionsenzymen eine Derma-
tophyten-spezifische PCR zu entwickeln.

FurT. rubrum T. interdigitale T. mentagrophyted. verrucosumT. violaceurmundM. canis
wurden charakteristische Amplifikationsprodukte neiner Grofe von 581 bp erhalten
(Abbildung 7). Da jedoch Kontrollen mit genomischaduman-DNA entgegen
veroffentlichter Literatur (3, 17) immer wieder sciche Banden in der Gelelektrophorese
zeigten, wurde eine Weiterentwicklung dieses Systeenworfen und weitere Primer auf die
Verwendbarkeit als Dermatophyten-spezifische bzvattihgs- oder Spezies-spezifische

Primersysteme hin untersucht.

Abbildung 7: PCR-Amplifikate mit dem Primerpaar TR1/TR2, Proben aus Dermatophyten-Kulturen,
Agarosegel 2,5 %
M: Molekulargewichtsmarker; 1-3T. rubrum 4, 5: T. interdigitale 6: T. mentagrophytes7: T. violaceum

8: T. verrucosum9, 10:M. canis
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AP-PCR

Im Rahmen einer AP-PCR wurde zwei Primer-Dekam@feAA11l und OPD18) (81) sowohl
an Pilzkulturen als auch an Patientenproben getejpezifische Bandenmuster zeigten sich
fur T. rubrumundT. interdigitaleaus Kulturen im Vergleich mit ReferenzstammeneAll
dings ist die AP-PCR nicht fur den Einsatz an reativPatientenmaterial geeignet, da auch die
Human-DNA ein spezifisches Bandenmuster lieferg da@h mit dem der Dermatophyten-
DNA Uberlagert und aufgrund der Komplexitat deradtdnen Muster nicht mehr reprodu-

zierbar auswerten lasst.

Fingerprint-PCR

Auch die Fingerprint-PCR konnte nur zur orientielem Charakterisierung verschiedener
Spezies aus Pilzkulturen herangezogen werden. IMitter beiden Primer AP3 (140) und
M13 (59) war es zwar mdoglich, einzelie rubrum undT. interdigitaleKulturen zu identi-
fizieren, einem weiteren Einsatz im Routinelab@nsdt jedoch die mangelnde Reproduzier-
barkeit und Anwendbarkeit flr native Patientenproleatgegen, ferner die Schwierigkeit,
einzelne Bandenmuster, die Varianten-spezifischemaden entsprechenden Spezies zuzu-

ordnen.
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Charakterisierung von T. rubrum

Charakterisierungsversuche van rubrumStammen aus Pilzkulturen erfolgten mit den
Primer-Systemen TRS1 (TrNTSF-2 und TrNTSR-4) undSZRTrNTSR-1 und TrNTSC-1)
(61). Fuir TRS1 konnten charakteristische Bandenenusit sich wiederholenden Elementen
im Abstand von jeweils 200 bp nachgewiesen werdam sie fur die TRS-1-Region typisch
sind (61). Hierdurch wurde bei einem Patienten MmitrubrumSyndrom nach Kick und
Korting (72) eindeutig belegt, dass alle funf Pmobeon verschiedenen Korperstellen
(Rucken, Bein rechts, Oberschenkel links, Ful3sat@bennagel) einer einzigen Variante von

T. rubrumzuzuordnen sind (Abbildung 8).

Abbildung 8: PCR-Fingerprintingprofile: T. rubrum-Charakterisierung der TRS1-Region mit dem
Primerpaar TrNTSF-2 und TrNTSR-4, Agarosegel 2 %

M: Molekulargewichtsmarker; 1-5T. rubrumSyndrom-Proben (5894.06) nach Wachstum auf Kuiture
(1: Rucken, 2: Bein rechts, 3: Oberschenkel lidkfu3sohle, 5: Zehennagel); 638:rubrumReferenzstimme
(6: ATCC 10218, 7: 5584, 8: 5738.05); 9: Negativikolte.

Die Amplifizierung mit dem TRS2-Primerpaar erbrachiir verschieden&. rubrumStamme
eine einheitliche PCR-Bande bei 502 bp, was soilitreu einer zusatzlichen Charakteri-
sierung einzelnef. rubrumVarianten beitragen konnte.

Sowohl TRS1 als auch TRS2-Primer sind nicht fle&peziesdifferenzierung geeignet, auch
beschréankt sich der Einsatz aus oben genannterd@milvei dieser Fingerprint-Methode auf

Pilzisolate aus Kulturen.
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RFLP

Unter Zuhilfenahme des Primer-Programms ,Primer8tde ein in der ITS-Region amplifi-
zierendes Primerpaar ITS1 und ITS2 entworfen. In MER konnte im Agarosegel fiur
T. rubrum T. interdigitale T. violaceumT. terrestre M. canisundE. floccosumjeweils ein
220 bp grof3es Amplifikat nachgewiesen werden. Eireizreaktion mit Human-DNA sowie
DNA von Hefen C. albicansundC. parapsilosiy wurde nicht beobachtet. Die anschliel3ende
Restriktionsanalyse mit dem Enzydaelll ermdglichte die Unterscheidung van rubrum

T. interdigitaleund M. canisvon den anderen untersuchten Dermatophyfemubrumwies

ein etwa 50 bp-Fragmeri, interdigitaleein 50 bp- und 100 bp-Fragment, soMecanisein
40 bp- und 120 bp-Fragment auf (Abbildung 9).

Abbildung 9: RFLP-Profile nach PCR mit dem Primerpaar ITS1/ITS4 und anschlieBender Restriktions-
enzymanalyse mitHaelll, Proben aus Dermatophyten-Kulturen, Agarosegel3 %
M: Molekulargewichtsstandard; 1-Z: rubrum 5-8:T. interdigitale 9: M. canis

Etablierung der PCR-ELISA-Technik
Identifizierung funf gangiger Dermatophyten-Spezies

Um eine reproduzierbare molekularbiologische Methadm Nachweis von Dermatophyten
in der mykologischen Routinediagnostik zu etabheresurde eine PCR-ELISA-Methode
entwickelt, die es ermdglicht, folgende flnf Deropdtyten-Spezies nachzuweisen:

T. rubrum T. interdigitale T. violaceumM. canisundE. floccosum

Die Primersequenzen stammen aus der Arbeit von &amlal. (65), in der sie allerdings in
einer sogenannten ,nested-PCR" eingesetzt wurddrkeimmer Dermatophyten-Spezies zuge-
ordnet waren. Nach Vergleich der Primersequenzeémem Topoisomerase-lI-Sequenzen der
funf Dermatophyten-Spezies (AB096064, AB096065, 88166, AB096067, AB096069)
wurde eine Zuordnung vorgenommen und flr jedesfigtgr spezifischen Amplifikate eine
Spezies-spezifische Sonde entwickelt.

Jedes Primerpaar ergab fur jede zugehorige Derimgip Spezies ein Amplifikat spezi-
fischer Lange (Abbildung 10).
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200 —

Abbildung 10: PCR-Produkte mit Spezies-spezifischeRrimern, Agarosegel 3 %

M: Molekulargewichtsmarker

1: T.rubrum 923 bp
2: T.interdigitale 390 bp
3: T.violaceum 419 bp
4: M. canis 637 bp
5: E. floccosum 1334 bp
6: pB-Globin 268 bp

Samtliche PCR-Reaktionen konnten bei einer Anngaliemperatur von 60 °C parallel im
Thermocycler durchgefiihrt werden. Ebenso identisetnien die ELISA-Hybridisierungs-
temperaturen mit 55 °C fur die Hybridisierung den8en und 37 °C fir die Hybridisierung
der Anti-Digoxigenin-Antikorperldsung fir alle Deatophyten-Spezies.

Bei einigen Sonden war es notwendig, verschiedarideldtid-Sequenzen zu testen, um eine

ausreichende Sensitivitat und Spezifitat zu eregich

Sensitivitat und Spezifitat

Sensitivitatsvergleich Gelelektrophorese-ELISA

In einer Verdinnungsreihe wurde die Sensitivitdd 8 R-ELISA-Assays ermittelt. Geno-
mische DNA aus isolierteff. rubrumKulturen wurde photometrisch vermessen und der
Gehalt in 10-er Verdinnungen von 0,5-5@@ml eingestellt.

Im Agarose-Gel zeigte sich die Nachweisgrenze Ifeipdg genomischefl. rubrumDNA
(Abbildung 11), mit Hilfe des ELISA waren sogar hat pg DNA nachweisbar.
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Abbildung 11: Sensitivitatsvergleich Agarose-Geleldrophorese mit PCR-ELISA-Assay, Verdiinnungs-
reihe mit DNA ausT. rubrum-Kultur

M: Molekulargewichtsmarker;

1: 10 ng; 2: 1 ng; 3: 100 pg; 4: 10 pg; 5: 1 pgdA: pg; 7: 0,01 pg; 8: Negativkontrolle.

Spezifitat

Jedes Primer-/Sondenpaar wurde jeweils an dreitiasitrollen jeder nachzuweisenden
Dermatophyten-Spezies getestet. Keine der durchgefii Kreuzreaktionen war falsch-
positiv (Abbildung 12).

I ¢ M m O O W >»

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 12: Kreuzreaktionsbestimmung, Dreifachbeimmungen

Reihe A:T. rubrumPrimer A-F 1-3: Positivkontroll&. rubrum
Reihe B:T. interdigitale Primer 4-6: Positivkontroll&. interdigitale
Reihe C:T. violaceurdPrimer 7-9: Positivkontroll&. violaceum
Reihe D:M. canisPrimer 10-12: Positivkontrollgl. canis

Reihe EE. floccosursPrimer

Reihe FB-Globin-Primer

Reihe G: Positivkontroll&. floccosumPrimer: 1-3T. rubrum 4-6 T. interdigitale 79 T. viol, 10-12M. canis
Reihe H: Positivkontroll&. floccosumPrimer: 1-3E. floccosum4-6 -Globin
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Etablierung der LC-Technik

Der spezifische Nachweis einzelner Dermatophytegz®s mittels sequenzspezifischer
Sonden, wie sie beim PCR-ELISA-Assay zum Einsatnég liel3 sich in abgewandelter

Form auf die Real-time PCR am LightCycler Ubertragur Generierung von sequenz-

spezifischen Fluoreszenzsignalen wahrend der Pékestverschiedene Formate zur Verfu-

gung, die das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzetrargsfer (FRET) nutzen:

Hybridisierungssonden

Bei der unmittelbar benachbarten Hybridisierung iewéerminal markierter Sonden

auf der Zielsequenz ist ein Energietransfer vomeeegien Donor- auf das Akzep-
torfluorophor moglich. Ein Vorteil gegenuber Hydreésonden ist ihr modularer

Aufbau und die besondere Eignung fur eine Genampisg. Nachteilig kann sich der

langere Sequenzbereich auswirken, der durch besdee® abgedeckt werden muss

(127).

Hydrolysesonden

Die auch alsTagMan-Sonden bezeichneten einzelstrangigen Oligontiklie, die mit
einem Reporterfluorophor und einem Quencher inmeiddstand von 3-30 Basen
markiert sind, werden im Zuge der Amplifikation dirdie endonukleolytische Akti-
vitat der Tag DNA-Polymerase hydrolysiert, so dass das Fluoropbamlich vom
Quencher getrennt wird und bei Anregung fluoresziBa TagMan-Sonden sehr
sensibel auf einzelne Fehlbasen sind, lassendiengtht zur Genotypisierung heran-

ziehen, da sonst ein ,Nichtsignal“ einem Genotypugeordnet werden misste (127).

Molecular Beacons

Diese Sonden tragen an ihren Enden selbstkompléneerfequenzen und ein
Fluorophor/Quencher-Paar, so dass sie in Abwesentieer komplementaren
Sequenz in einer charakteristischen Stem-Loop-&trudorliegen. Erst mit einer ent-
sprechenden Zielsequenz wird diese Struktur gebifine liefert ein Fluoreszenz-
signal (139). Die hohe Sensibilitat der MoleculagaBons gegenuber Fehlpaarungen

ist ebenfalls wenig geeignet fur Genotypisierungen.
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* Sunrise

Sunrise-Primer sind vergleichbar mit Molecular Bea; da sie am 5-Terminus
selbstkomplementare Sequenzabschnitte aufweisem, ethe Haarnadel-Struktur
ausbilden, und mit einem Fluorophor sowie einem r@bher markiert sind. Die
3’-terminale Sequenz ist komplementar zur Zielsequend dient als Primer. Sunrise
Primer werden in das PCR-Produkt eingebaut, liegeturch in gedffneter Form vor
und fluoreszieren nach Anregung. Problematisch ddnoner-Dimere sowie die
Bildung von unspezifischen Produkten.

e Scorpion
Diese Variante der Sunrise-Primer unterbindet diduBg fluoreszierender Primer-
dimere oder unspezifischer Produkte sowohl durcte &ferlangerung des Gegen-
stranges in den Primer hinein als auch durch eiteene Hexethylenglykolgruppe. Die
mangelnde Eignung fir Genotypisierungen wirkt safllerdings limitierend auf den

Einsatz fur Spezies-Bestimmungen aus.

Zur ldentifizierung einzelner Dermatophyten-Spezigesrde schlieRlich das Format der
Hybridisierungssonden verwendet, da es sich anebégt Spezies-ldentifizierungen eignet.
Zunachst wurden verschiedene Primer-/Sonden-Kortibimen getestet, um zum einen eine
ausreichende Spezies-Spezifitdt und Sensitivité@riangen, zum anderen unspezifische Pro-
dukte sowie Primer-Dimere und Primer-Sonden-Intéoakn zu vermeiden und eine genu-
gend hohe Trennscharfe zwischen den Schmelzpudkteginzelnen Spezies zu erreichen.
Die Zielsequenzen der Amplifikate liegen wie bei@RRELISA im Topoisomerase-lI-Gen
der Dermatophyten. Nach dem Alignment aller in d&endatenbank des ,European
Bioinformatics Institute* (36) verfigbaren Topoiorase-lI-Sequenzen von Dermatophyten
wurde eine Region in den Sequenzen gewahlt, digggeml Basenunterschiede aufweist, um

eine Spezies-Trennung zu ermdglichen.
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Identifizierung von T. rubrum, T. interdigitale und M. canis

Mit Hilfe des Primerpaars A1/A4 (Tabelle 22) undsdgondenpaars TM1/TM-705 (Tabelle
23Tabelle 19) konntem. rubrumund T. interdigitalein einem einzigen Lauf mit Hilfe der
Schmelzkurvenanalyse identifiziert werden. Die Sorsdquenz ist hierbei komplementar zur
entsprechendeii. interdigitaleSequenz (Abbildung 13), weist allerdings funf Bas#er-
schiede zufl. rubrumSequenz auf.

Die Schmelztemperatur dé&s interdigitaleAmplifikats liegt deshalb mit 58,5 °C deutlich
hoher als die entsprechende TemperaturfTdeabrumAmplifikats mit 47,5 °C. Diese Diffe-
renz von 11 °C lasst sich durch die geringere Bngdaffinitat der Hybridisierungssonde an
die T. rubrumSequenz im Vergleich zur. interdigitaleSequenz erklaren, die aus den funf

Basenunterschieden resultiert (Abbildung 13).

RS'-TTGGTCTGGCTCAAACICTTCGTCGGCTCAAACAACATCAATTGTBTGG
| 5’-TTGGCLCTGGCTCAAAGATTCGTQGEGGGTCAAATAACATCAATTGCITGG

Sonde GCCTGGCTCAAACATTCGTC GGTCAAATAACATCAATTGCT

Abbildung 13: Ausschnitt aus dem Topoisomerase-lI-6n fir T. rubrum und T. interdigitale

Sondensequenz-Bindungsstelle mit Darstellung der Baniibereinstimmungen
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Abbildung 14: Dermatophyten-Diagnostik mittels Schnelzkurvenanalyse am LightCycler, Primer A1

und A4

Peak bei =47,5 °C:T. rubrum

Peak bei T=58,5 °C:T. interdigitale

Nr. 1-12: Patientenproben im Rahmen der oligozscitieén Studie; Nr. 13T. rubrumiPositivkontrolle;
Nr. 14:T. interdigitalePositivkontrolle; Nr. 15: genomische Human-DNA;.Ni6: NTC (no template control,
Negativkontrolle)
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Eine mdgliche Doppelbesiedlung mit T. rubrum undnterdigitale kann problemlos anhand
zweier auftretender Peaks detektiert werden, wasbdPr mit zu Versuchszwecken
vermischter T. rubrum- und T. interdigitale-DNA g&n.

Fur M. canis konnte mit diesem Primer-/Sonden-Set kein Sigmaaleen werden, da der
Upstream-Primer Al nicht fur di&l. canisSequenz geeignet war. Nach Austausch des
Primers Al gegen den neuen Upstream-Primer A5 ([EaB@Tabelle 18) konnte in einer
separaten Real-time PCR der molekularbiologischehiNais auch furM. canis mittels
LightCycler etabliert werden. Der Downstream-Prinsmwie die Hybridisierungssonden
blieben dabei identisch mit den verwendeten aus 8embrunT. interdigitaleAssay. Mit
46 °C lag die durchschnittliche SchmelztemperaiuiM. canisum 1,5 °C niedriger als fdr.
rubrum was durch den Austausch einer weiteren BaseridMdeanisSequenz bedingt war
und die Sonden-Sequenz in immerhin sechs Nukleotit der M. canisZielsequenz
differierte (Abbildung 15).

R5-TTGGTCTGIGCTCAAA CGTCEGCTCAAACAACA TTGTBTGG
I S'-TTGGCLCTIGGCTCAA CGTOGGGTCAAATAACA TTGGCITGG
M5’-TCGG GCTCAA TGTCGGCTCAAACAACA CTGC3ITAG

Sonde GCCTGGCTCAAACATTCGTC GGTCAAATAACATCAATTGCT

Abbildung 15: Ausschnitt aus Topoisomerase-II-Genifr T. rubrum, T. interdigitale und M. canis. Sonden-

sequenz-Bindungsstelle mit Darstellung der Basenuteinstimmungen
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Abbildung 16: Dermatophyten-Diagnostik aufM. canis mittels Schmelzkurvenanalyse am LightCycler,
Primer A4 und A5

1: NTC; 2-4: Patientenproben; 6, 7: PositivkongnM. canis(330.05, 589.05); Positivkontrollén rubrum
(ATCC 10218, 5584.06); 10: Human DNA.
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Allgemein wird eine Differenz von 4-5 °C zwischewed Schmelzkurven-Peaks eines PCR-
Laufes gefordert, um eine saubere Trennung zwiselen Spezies vornehmen zu kénnen
(108). Weiters spricht die untberschaubare undtmniebhr handelbare Komplexitat von
Primer-Dimeren und Primer-Sonden-Interaktionen geden Einsatz verschiedener Primer-
/Sonden-Kombinationen in einer einzigen PCR-Reaktibur T. rubrumT. interdigitale
sowie M. caniswurden deshalb zwei getrennte PCR-Ansatze etgbiler jedoch in einem
einzigen LightCycler-Lauf parallel unter gleichel€®-Bedingungen durchgefihrt werden
konnten.

Einige strukturelle Regeln, wie sie in der Literarum Sondendesign empfohlen wurden
(107), stellten sich als sinnvoll heraus, anderederum waren nicht relevant, was durch das
gute Funktionieren des selbst entwickelten Prinmred®n-Systems gezeigt werden konnte:
So wurden komplementédre Sequenzen, die zur Hylaidisy von Primern und Sonden
untereinander fuhren kdnnten, sowie selbstkomplé@nerStrukturen innerhalb einer Sonde
und Palindrome vermieden. Auch ausgedehnte repmetiind monotone Sequenzen sind
unginstig zu bewerten, da sie keinen definierterd@ngsort geben und zu einer Verteilung
der Sonde Uber verschiedene Positionen fuhren. S€hreiche Sequenzen erhéhen die Bin-
dungsaffinitat, woraus hohe Schmelztemperaturewltresen. Hochschmelzende Sonden
jedoch inhibieren wiederum die PCR, indem sie dweBsion verhindern und durch die
Polymerase von der Zielsequenz nicht getrennt weekdignen. Mit Schmelztemperaturen
zwischen 46 °C und 58,5 °C wurde das empfohleneimaxm von 80 °C deutlich unter-
schritten und eingehalten.

Eine weitere Richtlinie fir das Primer- und Sondmsign betrifft das Verhéltnis der
Schmelztemperaturen zueinander: Die Schmelztemyperat (T,) der Sonden sollten
zwischen 5°C und 10 °C Uber denen der Primer iggem ein ausreichend hohes
Fluoreszenzsignal zu erhalten, da zwei Sonden aritBihdung von nur einem Primer auf
einem Strang konkurrieren und daher deutlich felsteden missen. Die thermodynamisch
errechneten SchmelztemperaturgnliEgen bei den Primern bei 55,5 °C (Al), 45,7 24)(
und 43,3 °C (A5), bei den Sonden bei 59 °C (FL) 6a¢b °C (Red-705). Insbesondere die
hohe Schmelztemperatur des Upstream-Primers Al5HE °C ist auffallig und entspricht
nicht den empfohlenen Regeln. Allerdings stelltehsinach der Sequenzierung der
untersuchten Target-Sequenzen ein Fehler in déffeatlichten Gensequenz an Position 11
der Primer-Bindungsstelle heraus (siehe 0): Deeiteewvor der Sequenzierung etablierte
Primer weist somit eine Fehlbase im Bereich delsgpgenz auf und die Schmelztemperatur

ist dadurch mit einer errechneten thermodynamisdhiemon 52 °C deutlich erniedrigt. Die
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nicht ganz den Empfehlungen entsprechendgivarhéltnisse spiegeln die Probleme bei der
Entwicklung von funktionierenden Hybridisierungssags wider: Nicht immer fuhren die
theoretischen Regeln zum gewiinschten Erfolg, vieimist ein empirisches Austesten
verschiedenster Primer- und Sonden-Paare uneddssli

Die Auswahl der Sondenfarbstoffe beschréankt sicghveewendung des LightCyclers 1.0 auf
LC-Red 640 und LC-Red 705. Mit letzterem konntedem Versuchsreaktionen etwas hohere
Fluoreszenzsignale erhalten werden, weshalb disckReidung auf den Sondenfarbstoff LC-
Red 705 fiel.

Bei der Bestimmung der Fluoreszenzintensitateriestgbartiell Gberlappende Emissions-
spektren der einzelnen Fluorophore ein Problem [Di@r.in einem Kanal gemessene Signal-
intensitat ist hierbei nicht ausschlie3lich durcle dFluoreszenz des dazugehdrigen
Fluorophors bedingt, dessen Emissionsmaximum imekdensbereich des Kanals liegt,
vielmehr tragen die Emissionen anderer Fluoroplzom® gemessenen Signal bei, was als
,Ubersprechen* oder ,crosstalk* bezeichnet wirde§# durch das Ubersprechen bedingten
Signalanteile kdnnen mittels Farbkompensationsnmggsu mit dem ,Roche LightCycler
Color Compensation Set* bestimmt und fortan herareszthnet werden.

Da jedoch nur ein Sondenfarbstoff je Reaktion zuns&z kam, war ein Ubersprechen nur
zwischen den beiden Farbstoffen Fluorescein, mit dee Anregungssonde markiert ist, und
LC-Red 705 moglich. Die Emissionsmaxima dieser éeiéluorophore liegen mit 530 nm
und 705 nm deutlich auseinander, der Fehler durdmecrosstalk ist somit vernachlassigbar
(107), weshalb auf eine teure Farbkompensationamgsserzichtet wurde.

Ein weiteres Problem wurde wahrend der Etablierdeg Hybridisierungssonden-Assays
beobachtet: Zunéchst wurden sehr hohe Zyklenzaldem5 Zyklen wahrend der PCR ver-
wendet, wobei es zu einem deutlichen Hook-Effektdén Plateau-Phase der Amplifikation
kam. Das Fluoreszenzsignal féllt hierbei nach einmmmé&hernd exponentiellen Anstieg
wieder ab, ein Plateau-ahnlicher Verlauf der Anigdfionskurve kommt nicht mehr
zustande. Zu erklaren ist dies mit einer Hydrolgise Sonden durch die endonukleolytische
Aktivitat der Tag DNA-Polymerase, die wahrend der PCR parallel reit Broduktmenge
zunimmt und Ausmale zwischen 20 und 70 % annehraen KL39). Im weiteren Verlauf
wurden schlie3lich nur noch 35 Zyklen angesetzt,dienSonden-Hydrolyse zu minimieren

und dadurch héhere Schmelzkurvenpeaks zu erhalten.
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Sensitivitat und Spezifitat

Fur alle drei mit dem LightCycler nachweisbaren rDatophyten-Spezies wurde eine Ver-
dinnungsreihe mit genomischer DNA auf die kleingbeh nachzuweisende Menge hin
untersucht. Sie lag fUF. rubrum T. interdigitaleund M. canisbei jeweils 0,1 ng/ml, das ent-
spricht unter Beriicksichtigung des in der PCR araggen Volumens einer Menge von
0,1 pg DNA (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Sensitivitdtsbestimmung, Verdiinnungseihe am Beispiell. rubrum
Proben 1-10: 1 ng - T0ng - 10° ng - 10° ng - 10 ng - 10° ng - 10° ng - 10’ ng - 10° ng - NTC

Kreuzreaktionen wurden sowohl mit dem PrimerpaarAAdlfir T. rubrumund T. inter-
digitale als auch mit dem Primerpaar A4/A5 it canisausgetestet: Falsch-positive Ergeb-
nisse konnten weder im ersten noch im zweiten Angat E. floccosum C. albicans
C. parapsilosis S. brevicaulis sowie Human-DNA detektiert werden (Abbildung 18).
M. caniszeigte keine positive Kreuzreaktion imrubrumT. interdigitaleLauf, ebensowenig

T.rubrumundT. interdigitaleim M. canisLauf.
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Abbildung 18: Spezifitatsbestimmung: Real-time PCRauf T. rubrum/T. interdigitale, Proben: Positiv-
kontrollen aus Pilzkulturen

1:T. rubrum 2: T. interdigitale 3: M. canis 4: C. albicans 5: C. parapsilosis 6: S. brevicaulis 7 : Human
DNA; 8: NTC.

Da dieT. violaceursSequenz der Sonden-Bindungsstelle mit der Sequemz. rubrum

Ubereinstimmte, konnte keine Differenzierung zwestliesen beiden Spezies erzielt werden.
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Sequenzierung

Die Sequenzierung der LC-Amplifikate v@n rubrum T. interdigitaleund M. caniserfolgte
durch die Firma MWG, um eine Ubereinstimmung mih deroffentlichten Sequenzen der
Gendatenbank (36) zu Uberprifen. Im Bereich deu&ex) des Upstream-Primers Al fiel
sowohl furT. rubrumals auch fuiT. interdigitalean Position 11 der Basentausch T anstelle
von G auf (Abbildung 19), der sich jedoch positivf @ie Schmelztemperaturverhaltnisse
zwischen Primer und Sonden auswirkte (siehe 0)tefeDifferenzen zwischen sequenzierter
und in der Gendatenbank (36) veroffentlichter Segae spielten keine Rolle, da sie nicht die

Primer- und Sondenbindungsstellen betrafen.

1CAGCGGAAGGTTTTGTACAC 50
T.rubrum CAGCGGAAGGGTTTGTACACTATGTTTAAACGCAATGAGAAGGGACAT
T.interd. CAGCGGAAGGGTTTGTACACCATGTTCAAACGCAATGTAGAAAGGATGT
M.canis CAACGAAAAGTCCTATATACTATGTTTAAGCGCAATGTSGAAAAGACAT

51 100
T.rubrum CAAGGTTGTCGAGCTTGCTGGTTATGTCTCTGGTATGBGCTTATCAGC
T.interd. TAAGGTTGTCGAGCTTGCTGGTTATGTCTCCGGTATGAGGCTTATCAGC
M.canis CAAAGTTGTTGAACTTGCTGGTTATGTCTCTGGTATGAGGCCTACCAGC

101 150
T.rubrum ATGGTGATAACTCTTTGCATACCACTATTGTTGGTCTGIICAAACCTTC
T.interd. ATGGTGATAACTCTTTGCATACGACTATTGTTGGECICEICARACERI C
M.canis ATGGTGATAACTCCCTTCACACAACTATCGTCGGCCTTT CAAACCTTT

151 200
T.rubrum GTCGGCTCAAACAACATCAATTGTTTGGAACCCAGCGBICTTTGGAAG
T.interd. GTCAEETEANSIAACAICANNIEENIGGAACCCAGCGRACTTTGGAAG
M.canis GTCGGCTCAAACAACATCAACTGCTTAGAGCCCAGCGE&IITTTGGAAG

201 GCCAGTGCTCGTTA TAT 242
T.rubrum TCGTCTCCAAGGAGGTTCTGACAGTGCCAGTGCTCGTMA
T.interd. TCGCCTTCAAGGAGGTTCTGACAGCGCCAGTGCTCGTTAT
M.canis TCGTCTCCAGGGAGGATCTGACAGTGCCAGTGCTCGTIA
Abbildung 19: Sequenziertes LC-Amplifikat, Topoisonerase-l1-Gen
Primer | fur T. rubrundT. interdigitale Lauf Sonden

Primer | fur M. canisLauf Basendifferenz zuT. interdigitale
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Oligozentrische Studie: Ergebnisse

Im Zeitraum vom 12.02.-14.06.2006 wurden in den @estzentren Minchen, Neu-Ulm und
Tlbingen insgesamt 524 konsekutiv gesammelte PrebanPatienten mit Verdacht auf
Dermatophytose mittels PCR-ELISA untersucht. BeiruvProben konnte weder R-Globin
noch Dermatophyten-DNA nachgewiesen werden, wasizem Ausschluss dieser Proben
fuhrte, da eine korrekte DNA-Isolierung nicht gewéistet war. 520 Proben wurden in die
Studie eingeschlossen und die Ergebnisse aus kboweler Routinediagnostik, PCR-
ELISA und fir 100 Proben auch Real-time PCR mited® verglichen (Tabelle 25 und
Tabelle 26).

Minchen

Insgesamt wurden im Rahmen der oligozentrischedi&ian Minchen 100 im Nativpraparat
positive Patientenproben untersucht. In jeder di®eben konnte 3-Globin nachgewiesen
werden, womit das Vorhandensein von amplifizierd@igiger DNA bewiesen war.

56 % der Proben waren in der Kultur auf eine def fliermatophytenspezies positiv, 44 %
zeigten kein Kulturergebnis.

In 51 Proben konnte der mit Abstand haufigste Emrdg rubrum kulturell nachgewiesen
werden, in drei Proben. interdigitaleund in je einer Probg. violaceunmundM. canis

Parallel zum Wachstum auf Kulturmedien wurden diebBn mit PCR-ELISA amplifiziert
und detektiert. 79 % wurden positiv getestet, 68bBn wiesenr. rubrum sieben Proben
T.interdigitale und je eine Prob&. violaceumM. canisund E. floccosumauf. In 21 % der
Falle war kein Dermatophyten-Nachweis mittels PARSA mdglich.

Bei 29 der 44 in der Kultur negativen Proben kormteHilfe der PCR-ELISA-Technik ein
Nachweis auf einen Dermatophyten geflhrt werdengdgen waren nur sechs der in der
Kultur positiven Proben mit der neuen molekularbgischen Methode negativ.

Die Gesamtzahl aller Proben, die in der Kultur ouktr PCR-ELISA positiv waren, wird als
100 % gesetzt. Dies ergibt eine Sensitivitat deltu¢won 65,9 % (56 von 85 Proben) gegen-
Uber 92,4 % (79 von 85 Proben) des PCR-ELISA-Assays
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Tlbingen

In Thbingen wurden insgesamt 104 nativ-positivaePéenproben in die Studie eingebracht:
Davon waren 63,5 % in der Kultur positi. rubrumstellte mit 89,4 % der positiven Proben
den grof3ten Anteil daff. interdigitalelie® sich in 9,1 % der Félle nachweisen Whdcanis
war mit nur einer Probe (1,5 %) vertreten.

Im PCR-ELISA-Assay konnten hingegen 80,8 % posiResultate abgelesen werden, wovon
90,5 %T. rubrumund 9,5 %IT. interdigitalezeigten.

Von den 38 kulturell negativen Proben konnten imRFELISA immerhin 17 Proben
bestimmt werden; umgekehrt betrachtet waren hingegeg drei von 20 PCR-negativen
Proben mittels Kultur bestimmbar.

Mit einer Sensitivitdt von 96,6 % (84 von 87 Propeles PCR-ELISA gegeniuber 75,9 %
(66 von 87 Proben) der Kultur wurden die Vorteit denanalytischen Methode auch in der

Tubinger Studie deutlich.

Kultur PCR-ELISA
Munchen Tldbingen Minchen Tldbingen
negativ 44 38 21 20
T. rubrum 51 59 69 76
T. interdigitale 3 6 7 8
T. violaceum 1 0 1 0
M. canis 1 1 1 0
E. floccosum 0 0 1 0

Tabelle 25: Vergleich Kultur-/PCR-ELISA-Diagnostik, Anzahl der Patientenproben, Minchen/Tubingen

Neu-Ulm

Die Einbeziehung von 316 Patientenproben (Tabell6) 2aus der Hautarzt-
Gemeinschaftspraxis Bezold/Gottlober in Neu-Ulmolgte unter dem Gesichtspunkt der
praktischen Anwendbarkeit der entwickelten PCR-E:I8ethode im Praxisalltag.

Da keine Méglichkeit einer mikroskopischen Nativensuchung bestand, wurden alle Proben
lediglich mittels Kultur und PCR-ELISA untersucht.

Das Kulturpraparat war in 65,5 % aller Proben neggat 21,8 % konnte keine Auswertung
vorgenommen werden, da die Platten mit Schimmel Bd&terien verunreinigt waren. 5,7 %
zeigtenT. rubrum, 1,3 %T. interdigitale und 0,3 %M. canisWachstum.

Mit der PCR-ELISA-Technik waren 25,0 % aller Prolqaositiv. Bei zehn Patientenproben
konnte eine Doppelbesiedlung mit zwei der fiinf tsuehten Dermatophyten-Spezies fest-
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gestellt werden. 14,6 % aller Proben wiesén rubrum 5,4 % T. interdigitale 2,5 %
T. violaceum 5,1 %M. canisund 0,6 %E. floccosumauf. Bezogen auf die PCR-positiven
Falle waren somit 58,2 % positiv atif rubrum 21,5 % aufT. interdigitale 10,1 % auf
T. violaceum20,3 % auM. canisund 2,5 % auE. floccosum

Insgesamt betrachtet betragt in der Neu-Ulmer Wntdung die Sensitivitat der Kultur 23 %

(23 von 100 Proben) im Vergleich zu 77 % (77 vof Pdoben) im PCR-ELISA-Verfahren.

Kultur PCR-ELISA
T. rubrum 18 46
T. interdigitale 17
T. violaceum 8
M. canis 16
E. floccosum 0
Sonstige Candida, T. tonsurans) 17
Nicht auswertbar 69
Negativ 207 237

Tabelle 26: Vergleich Kultur-/PCR-ELISA-Diagnostik, Anzahl der Patientenproben, Neu-UIm

Vergleich der Methoden

FUr Munchen und Tubingen stellt sich der Vergledghh Ergebnisse aus Kultur und PCR-
ELISA wie folgt dar:

PCR-ELISA
Haufigkeit Minchen Tldbingen
neg pos neg pos
neg 15 29 17 21
Kultur
pos 6 50 3 63
Gesamt 100 104

Tabelle 27: Haufigkeitsverteilung fir Miinchen und Tubingen

Interessant ist die Betrachtung der Proben, digemKultur kein Wachstum zeigten, jedoch
im PCR-ELISA ein positives Ergebnis erbrachten. Miinchen waren dies 29,0 %, in
Tubingen 20,2 % aller untersuchten Proben. Hawfigsinteil daran hattd. rubrum mit
79,3 % (Munchen) bzw. 81,0 % (Tubingen). Betrachtetn dieT. interdigitaleFalle in
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dieser Gruppe, so stellen sie zwar mit 13,8 % (Mén¢ und 19,0 % (Tubingen) einen
geringen Anteil dar, bezogen auf alle interdigitaleProben fallt allerdings auf, dass etwa
jeder zweiteT. interdigitaleBefall kein Ergebnis im Kulturpraparat brachte umat durch
PCR-ELISA nachgewiesen werden konnte (57,1 % Mumch@,0 % Tubingen).

Festzuhalten sind einige Patientenproben, die auarDermatophyten-Wachstum in der
Kultur zeigten, mittels der molekularbiologischeretilode aber keine Erreger festgestellt
werden konnten. 6,0 % fielen in Minchen und 2,M%iibingen in diese Kategorie.

Die statistische Auswertung im McNemar-Test ergatejls flr beide Test-Zentren wie auch
fur das Gesamtkollektiv aus den Munchner und Tidnrgroben einen hoch signifikanten
Unterschied zwischen Kultur und PCR-ELISA-Methoge@,001), d. h. mit PCR-ELISA

werden deutlich mehr Falle positiv klassifiziert atit der Kultur.

PCR-ELISA

Kultur

Yo
&

;\\,A
Qv
&
I

Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der Proben ausMiinchen und Tubingen, Vergleich Kultur - PCR-
ELISA

Tr: T. rubrum; Ti: T. interdigitale; Tv: T. violacen; Mc: M. canis; Ef: E. floccosum

Die Sensitivitat errechnete sich in der Kultur Z497% im Vergleich zu 94,8 % beim PCR-
ELISA (122 gegeniiber 163 von 172 Proben).

Die geringe Anzahl an Kultur-Ergebnissen aus den-Nkner Daten lasst eine statistische
Bewertung hinsichtlich eines Vergleichs zwischenltstuund PCR-ELISA nicht sinnvoll

erscheinen.



Ergebnisse 59

Vergleich der Entnahmestellen

Aufgrund Klinischer, diagnostischer und therapeltts Besonderheiten erfolgt die Unter-
gliederung der Tinea je nach Lokalisation in Ticeagitis, Tinea corporis, Tinea faciei, Tinea
inguinalis, Tinea manuum, Tinea pedis und Tineauuny (121).

Die Patientenproben wurden entsprechend ihrer hidrkudieses System eingeteilt.

Mit Abstand haufigster Verdacht auf eine durch Datophyten bedingte entzindliche Haut-
erkrankung waren in dieser Untersuchung in MUnchi@nin Tubingen Tinea unguium mit
59,0 % und 49,0 % sowie Tinea pedis mit 35,0 % 8h@ % (Tabelle 28). Nur vereinzelte
Proben stammten von einer Tinea corporis, Tineatisaplinea manuum oder Tinea
inguinalis.

Vergleicht man das Kultur- mit dem PCR-ELISA-Ergebgetrennt nach Lokalisation, so
zeigte sich eine statistisch signifikant hdhere eRebnsrate der PCR-ELISA-Methode
gegeniber der Kultur bei Tinea unguium (McNematt, Tes0,005) sowohl fur die Minchner
(72,9 % gegenlber 45,8 %) als auch fur die TubiRgeben (86,3 % gegenuber 54,9 %). Fur
Tinea pedis konnte hinsichtlich dieses Vergleiclesstiatistische Signifikanz lediglich fir die
Gesamtauswertung der Muinchner und Tubinger Prolesigdstellt werden (81,9 %
gegenuber 69,4 %; McNemar Test, p<0,002). Allerslimgurden in der Einzelauswertung
sowohl in Minchen (85,7 % gegenuber 65,7 %) aldiaocTubingen (78,4 % gegentber
73,0 %) deutlich mehr positive Ergebnisse mit PARSA als mit der Kultur nachgewiesen.
Die Unterschiede in den Ergebnissen zwischen Tumgguium und Tinea pedis werden
besonders bezuglich der Kultur ersichtlich: Nur%@ller Minchner und Tubinger Proben
lieferten bei einer Nagelprobe einen positiven Nakk auf einen der untersuchten
Dermatophyten, hingegen konnte in 69,4 % bei Vdrdaaf Tinea pedis ein Wachstum in
der Kultur gesehen werden. Inf-Test zeigte sich somit ein statistisch signifileant
Unterschied zwischen Tinea unguium und Tinea pg@s0,01). Interessant ist die
Nivellierung dieses Unterschieds im PCR-ELISA: H&rdie Detektionsrate fur Proben von
Tinea unguium mit 79,1 % anndhernd so hoch wiéfoben von Tinea pedis (81,9 %).
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Die Betrachtung der Daten aus Neu-Ulm ergibt effedinziertes Bild:

Bei 23,4 % aller untersuchten Patientenproben esgabdie Verdachtsdiagnose einer Tinea
unguium, bei 24,4 % einer Tinea pedis, bei 30,lidéreTinea corporis und bei 11,1 % einer
Tinea manuum, alle weiteren lagen im einstelligeszentbereich (Tabelle 28).

Die PCR-ELISA-positiven Proben konnten hingegen3®4 % einer Tinea unguium, in
39,2 % einer Tinea pedis und in 11,4 % einer Tio@goris zugeordnet werden, haufigste
Lokalisation einer Dermatophytose sind also - wie daten aus Minchen und Tubingen
ebenfalls zeigten - Finger- und Zehennagel sowie3-Fwnd hier insbesondere

Zehenzwischenraumbereiche.

Haufigkeit
Munchen Neu-Ulm Tldbingen
T. capitis 1 21 2
T. corporis 4 95 8
T. faciei 0 8 0
T. inguinalis 0 4
T. manuum 1 35 2
T. pedis 35 77 37
T. unguium 59 74 51

Tabelle 28: Untergliederung nach Lokalisation der gwonnenen Patientenproben

Vergleich der Probenmenge

Die gewonnenen Patientenproben wurden in folgende \Mengengruppen® eingeteilt:
<6 mg, 6-10 mg, 11-15 mg und >15 mg (Tabelle 29).

Auffallig war mit 63 % die groRe Anzahl an Minchrigoben, die weniger als 6 mg wogen.
20 % fielen immerhin noch in die Gruppe von 6-10 ung bei nur insgesamt 17 % wurde so
viel Material gewonnen, dass nach Nativ- und Kgltdparat mehr als 10 mg tbrig blieben.
Die Unterschiede in den Kulturergebnissen zwisctien einzelnen Mengengruppen waren
aul3erst gering, da fur die Kultur eine einheitlidhenge an Probenmaterial eingesetzt wurde.
Im PCR-ELISA wurde hingegen deutlich, dass Probergee unter 6 mg zu einer héheren
Rate an negativen Ergebnissen fiihrte als beim &ingam gréReren Probenmengen: <6 mg:
25,4 %, 6-10 mg: 10,0 %. Eine statistisch signiftea Unterschied zwischen Kultur und
PCR-ELISA konnte in den beiden Gruppen <6 mg unilO6mg festgestellt werden
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(McNemar-Test, jeweils p<0,05), eine getrenntastathe Auswertung der Mengengruppen
mit Materialmengen tber 10 mg war aufgrund dermggn Fallzahlen nicht sinnvoll.

In Tubingen lag das Gewicht von 87,5 % aller Prolibar 10 mg. Zwischen den Gruppen
11-15 mg und >16 mg konnten keine signifikanten disthiede in den Ergebnissen
ausgemacht werden. Einzig zwischen Proben mité&temund Proben mit gré3erer Masse als
10 mg wurde die Tendenz beobachtet, dass deutlieihr npositive Nachweise auf
Dermatophyten sowohl in der Kultur (67,0 % gegemB&5 %) also auch mit PCR-ELISA
(83,2 % gegeniiber 61,5 %) bei groBeren Probenmetigen 10 mg resultierten/Test,
p<0,05).

Die Verteilung der Proben in Neu-Ulm in Mengengrepstellte sich folgendermalRen dar:
3,2 % fielen in die Gruppe mit einem Gewicht <6 nwjt 45,9 % waren die Proben mit
6-10 mg am haufigsten, 32,6 % hatten ein Gewichit ¥b-15 mg und 18,4 % lagen Uber
15 mg.

Menge des Haut- oder Minchen Neu-Ulm Tlbingen

Nagelmaterials

<6 mg 63 10 1

6-10 mg 20 145 12
11-15 mg 9 103 30
>15 mg 8 58 61

Tabelle 29: Vergleich der Probenmengen
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Real-time PCR

Alle 100 Patientenproben aus Minchen wurden im Aliss an die oligozentrische Studie
mit Hilfe des LightCyclers in einer Real-time PCRf @ie Anwesenheit von genomischer
DNA von T. rubrum, T. interdigitalaund M. canisuntersucht (Tabelle 30). 88 % der Proben
zeigten ein positives Ergebnis, 11% waren negdtivubrumwar mit 81 Fallen insgesamt
der haufigste DermatophyT,. interdigitale wurde in sieben Proben ud. canisin einer
Probe nachgewiesen.

Der Vergleich der Kultur- und LightCycler-Ergebreserbrachte eine signifikant héhere
Detektionsrate fir den Nachweis mittels Real-timi&RRMcNemar-Test, p<0,005).

Auch gegeniiber der PCR-ELISA-Methode zeigte side &teigerung der positiven Ergeb-
nisse mit 88 % positiven Proben im LightCycler gegeer 79 % positiven Proben im PCR-
ELISA (McNemar-Test, p<0,1).

Zwischen den einzelnen Lokalisationen der gewonmétatientenproben wie auch zwischen
den Mengengruppen konnten bei dieser Real-time kR&#e signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. Demnach spielen Unterschiede irD#A-Target-Menge - solange sie sich
in den Nachweisgrenzen befinden - keine so grof3& Roe beim Nachweis der Derma-
tophyten-DNA mittels PCR-ELISA.

Kultur PCR-ELISA Real-time PCR
Negativ 44 21 11
T. rubrum 51 69 81
T. interdigitale 3 7 7
T. violaceum 1 1 -
M. canis 1 1 1
E. floccosum 0 1 -

Tabelle 30: Haufigkeitsverteilung der Patientenprolen fir Minchen, Vergleich Kultur/PCR-ELISA/Real-

time PCR am LightCycler
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Kosten

Die Kosten fur die konventionelle Dermatophytenddastik liegen mit 2,36 € je Patienten-
probe deutlich niedriger als fur eine molekularog$che Diagnostik-Methode, zumal auch
kein groRer Bedarf an technischem Gerat vonnétenAisfgrund des hohen Preises der
ELISA-Platten ist der PCR-ELISA-Assay mit 13,08 éurter als die Untersuchung einer
Patientenprobe mittels Real-time PCR am LightCyei&r9,96 € (siehe

Tabelle 31, Stand 03/2007).

Nach der aktuellen Gebuhrenordnung fir Arzte (GG#and 03/2007) kénnen derzeit fur
eine konventionelle Dermatophyten-Diagnostik mittia&parat, einem einfachen und
einem aufwéandigeren Kulturprdparat sowie einertfickroskopischen Identifizierung der
angezuchteten Pilze 26,80 € mit dem einfachen @863E mit dem zulassigen 1,15-fachen
Gebuhrensatz abgerechnet werden. Die Vergutungifi& molekulargenetische Diagnostik
einer Pilzspezies, wie sie mit der PCR-ELISA oder Real-time PCR am LightCycler
durchgefuhrt wurde, betragt 75,77 € mit dem einéactind 87,13 € mit dem zulassigen Satz.
Allerdings werden die Amplifizierung sowie die Hydisierung der DNA fir jede Derma-
tophytenspezies gesondert berechnet, so dass Ibeisuchungen von drei Spezies Vergu-
tungen von 169,03 € und 194,37 € bzw. bei 5 Spanas262,29 € und 301,61 € resultieren
(siehe Tabelle 32).

Der personelle Aufwand fiir eine konventionelle Diastik und die Real-time PCR ist in
etwa gleich hoch mit ca. 2-3 Stunden fur 10 Patientoben. Die PCR-ELISA-Methode
erfordert hingegen 5 Stunden, da die verschiedefgdridisierungsschritte wahrend des
ELISA mehr Zeit in Anspruch nehmen.
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Methode Bezeichnung Umfang Preis[€] Bentt. Kosten Kosten
(Stand: Menge je 10 je
2007) je Proben Probe
Probe [€] [€]
Konventionelle
Diagnostik Nativpraparat 0,20 1St 2,00 0,20
Kimmig-N&ahrboden 20 St. 18,00 1St 9,00 0,90

Né&hrboden zur Subkultur (z. B.

Dermatophyten-Selektivndhrboden

nach Taplin, Sabouraud-Glucose-

Né&hrboden mit Cycloheximid) 20 St. 25,20 1St 12,60 1,26

Summe 23,60 2,36

DNA-Isolierung

QlAamp DNA Mini-Kit 250 Rkt. 595,00 1 Rkt. 47,60 4,76
Ethanol 1000 ml 34,40 100l 0,03 0,00
Pipettenspitzen 6,91 0,69
PCR dNTP 1ml 97,00 1yl 0,58 0,06
Primer U 250 pl 23,13 6 pl 5,55 0,56
Primer D 1300 ul 174,00 6 ul 8,03 0,80
Taq DNA-Polymerase, Puffer 250 U 75,00 12U 3,60 0,36
Mineraldl 500 ml 39,90 20 ul 0,02 0,00
PCR-Gefale, Ketten 480 St. 135,00 1 st 0,56 0,06
Deckelketten 480 St. 56,50 1 st 0,24 0,02
Pipettenspitzen 6,63 0,66
ELISA Anti-Dig-AK 50U 212,50 6 mU 0,25 0,03
Conjugate Buffer 100 ml 59,00 600 pl 3,54 0,35
Denaturation Solution 6 ml 30,50 120 pl 6,10 0,61
Hybridization Buffer 100 ml 55,00 600 pl 3,30 0,33
Sonden 31 mi 121,80 6 pl 0,24 0,02
TMB-Farbstoff 100 ml 62,50 600 pl 3,75 0,38
ELISA-Platte 480 Rkt. 238,00 6 RKkt. 29,75 2,98
Pipettenspitzen 4,09 0,41

Summe 130,77 13,08

DNA-Isolierung

QlAamp DNA Mini-Kit 250 Rkt. 595,00 1 Rkt. 47,60 4,76
Ethanol 1000 mi 34,40 100ul 0,03 0,00
Pipettenspitzen 6,91 0,69
LightCycler LC Hyb Probe Kit 960 Rkt. 778,00 2 Rkt. 16,21 1,62
LC Capillaries 768 St. 395,00 2 St. 10,29 1,03
Primer U 500 pl 14,30 2 ul 0,57 0,06
Primer D 500 pl 14,30 2yl 0,57 0,06
Sonde FL 500 pl 90,00 2ul 3,60 0,36
Sonde 705 500 pl 230,00 2yl 9,20 0,92
Pipettenspitzen 4,65 0,47

Summe 99,63 9,96

Tabelle 31: Kostenauflistung
Rkt.: Reaktion(en), St.: Stlick



Ergebnisse

65

GOA Bezeichnung der Leistung

Abrech -
nungs-
ziffer

Punkt
-zahl

einfacher
Gebiihren-
satz [€]

zulassiger
Geblihren-
satz [€]

Nativpraparat
Lichtmikroskopische Untersuchung
zum Nachweis von Pilzen im Nativ-
material nach Préparation (z. B.
Kalilauge) oder aufwandigerer
Anfarbung (z. B. Farbung mit
Fluorochromen, Baumwollblau-,
Tuschefarbung), je Material

Kultur )
Untersuchung zum Nachweis von

Pilzen durch An- oder Weiter-
zuchtung auf einfachen Nahrmedien
(z. B. Sabouraud-Agar), je Nahr-
medium

Untersuchung zum Nachweis von
Pilzen durch An- oder Weiter-
zuchtung auf aufwéandigeren Nahr-
medien (z. B. Antibiotika-, Wuchs-
stoffzusatz), je Nahrmedium

Zichtung von Pilzen auf
Differenzierungsmedien (z. B.
Harnstoff-, Starkeagar), je
Nahrmedium

Lichtmikroskopische Identifizierung
angezuchteter Pilze einschliel3lich
Anféarbung (z. B. Farbung mit
Fluorochromen, Baumwollblau-,
Tuschefarbung), je Untersuchung

Molekular -
biologische
Identifizierung Isolierung von Nukleinséauren
Amplifikation von Nukleinsauren
oder Nukleinsadurefragmenten mit
Polymerasekettenreaktion (PCR)

Identifizierung von Nukleinséure-
fragmenten durch Hybridisierung mit
radioaktiv oder nichtradioaktiv
markierten Sonden und
nachfolgender Detektion, je Sonde

4711

4715

4716

4717

4722

4780

4783

4785

120

100

120

120

120

900

500

300

6,99

5,83

6,99

6,99

6,99

29,14

29,14

17,49

8,05

6,71

8,05

8,05

8,05

33,51

33,51

20,11

Tabelle 32: Vergiitungssatze nach GOA
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4. DISKUSSION

Die Charakterisierung und Identifizierung von Detophyten z&hlt auch heute noch zu den
schwierigsten Aufgaben des mykologischen Laborsasgische Routinemethoden der Pilz-
diagnostik umfassen mikroskopische, kulturelle wedschiedene histologische Untersu-
chungsmethoden (90). Eine Erregerdifferenzieruti§tsgelegentlich an ihre Grenzen, da sie
abhangig von teils schwierig abzugrenzenden moqgsthen Artunterschieden, von nicht
immer reproduzierbaren physiologischen Parametaitunter auch von ganzlich fehlenden
phanotypischen Charakteristika und auftretendenr®bephismen ist. AuRerdem stellen das
langsame Dermatophyten-Wachstum und die zeitaufigéndkonventionellen Diagnose-
methoden grofRe Einschrankungen dar, eine gezietteasche Therapie einzuleiten. Weiters
ist eine kontinuierliche Optimierung der DermatogmyDiagnostik aufgrund der bestandigen
Pathomorphose der Dermatophyten und des fortsehdsh Erregerwandels vonnéten.
Molekularbiologisch basierte Verfahren, wie PCR @ehsondentechniken ermdglichen die
Unabhangigkeit von distinkten morphologischen Vdeginngen und Entwicklungsstadien
der Erreger und bieten deutliche Vorteile in Beaud Sensitivitat, Spezifitat und Schnellig-
keit des Dermatophyten-Nachweises.

Die Mdoglichkeit, Pilz-DNA direkt aus dem Untersuclgsmaterial zu isolieren, bietet einen
weiteren grofR3en Vorteil gegeniber der Uberwiegerdtidn bisher beschriebener molekular-
biologischer Techniken (34, 42, 66, 81, 132), diegale DNA aus Kulturpraparaten einset-
zen. Neben der Etablierung einer DNA-Extraktiondrode direkt aus Patientenproben
wurden in der vorliegenden Arbeit zwei PCR-ges#itRiagnoseverfahren entwickelt, die
ihre Eignung und Anwendbarkeit im routineméafigensiiz in den mykologischen Laboren
der Dermatologischen Klinik in Minchen und der Hiotk in Tubingen wie auch im
Praxislabor einer Gemeinschafts-Hautarztpraxis iau-NIm im Rahmen einer oligo-
zentrischen Studie unter Beweis stellten und dartibeaus auch weiterhin in der Routine-

diagnostik eingesetzt werden.



Diskussion 67

Methoden-Etablierung
DNA-Extraktionsverfahren

Die Zellwand der Ascomyceten besteht zu 90 % algsRecariden wie Glukanen, Mannanen
und Chitin, ferner aus Proteinen wie Galaktomanoigimen (57). Glukane bilden mit ihren
(1-3)-3- und (1-6)-3-Bindungen das Hauptgerust, aein Chitin, ein (1-4)-3-N-acetyl-D-
Glucosamin, und Mannane kovalent quervernetzt dind. starre Zellwand der Dermato-
phyten, die wie ein Exoskelett wirkt, verleiht deitzzelle Stabilitdt, um dem osmotischen
Druck im Innern des Protoplasten standzuhalten seiditzt vor chemischen wie physika-
lischen Umwelteinflissen.

Die DNA-Extraktion aus Dermatophyten-Zellen stoldf ainige Schwierigkeiten, die mit
ausgewahlten, kommerziell erhéltlichen DNA-Extraki-Kits und wenigen Modifikationen
geldést wurden: Die besten DNA-Ausbeuten liefertgst&nme, bei denen Mini-Prep-Séaulen
auf Silikat-Matrix-Basis zur Anwendung kamen, aliegs konnte bei Verwendung von Pilz-
zellen aus Kulturen nicht auf das Mdrsern mit einelastikpistill vor der Lyse verzichtet
werden, da das ,geerntete” Luftmyzel im Lysepuffer schlecht benetzt wurde und die
Konglomerate durch das Mdorsern erst zerteilt wemdeissten. Ein zu starkes Morsern muss
jedoch vermieden werden, um eine unspezifischenkeagerung der DNA durch mecha-
nische Scherkrafte zu verhindern.

Die Reinigungsschritte bei der DNA-Isolierung sstdeng zu beachten, da es insbesondere
bei T. interdigitaleaus Kulturen immer wieder zu PCR-Inhibition kamasawermutlich durch
inhibitorische Proteine dieser Dermatophyten-Syselexlingt war.

Ein Vorteil der DNA-Isolierung mittels Mini-Prep-8ken ist ferner die Vermeidung bisher
gebrauchlicher umwelt- und gesundheitsbedenkliétemol-Chloroform-Reinigungsschritte,
die zwar einen relativ hohen Reinigungsgrad, abeh &inen entsprechenden DNA-Verlust
bedingen.

Die Isolierung von Dermatophyten-DNA direkt aus ehéndeltem Patientenmaterial ist
bisher nur in wenigen Arbeiten beschrieben wordmkommen bei Baek et al. (3), El Fari et
al. (28), Kano et al. (69) und Turin et al. (132)eRol-Chloroform-Extraktionsmethoden zur
Anwendung, lediglich bei Bock et al. (18), Kardjestaal. (71) und Machouart-Dubach et al.
(87) werden kommerziell erhéltliche DNA-Extraktidats verwendet.

Erstaunlicherweise war mit dem in dieser Arbeitgesetzten QIAamp-Isolierungskit die
DNA-Extraktion aus Patientenmaterial komplikatiassr als bei Material aus Pilzkulturen.
Es kam bei keiner der untersuchten Proben aus Mingh einer PCR-Inhibition, in vier

Fallen konnte allerdings weder 3-Globin noch Deaphyten-DNA nachgewiesen werden,
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was in einem Ausschluss dieser Proben aus deme&trdiebnis resultierte, da die ordnungs-
gemalle DNA-Isolierung hierdurch nicht nachvollzogegrden konnte (siehe 0). Erklarbar
wird dieser Ausfall durch die auf3erst kleinen Probhengen, was dazu filhren kann, dass eine

zu geringe Anzahl an Pilzzellen und humaner DNAan gewonnen Proben vorhanden war.

PCR-Techniken

Die Etablierung einer PCR-gestiutzten Methode zufeinzierung und Identifizierung von
Dermatophyten ist oftmals mit Schwierigkeiten bédafDa zwischen Dermatophyten-Arten
eine enge phylogenetische Verwandtschaft bestemt, groRe Teile des Genoms hoch
konserviert und weisen nur geringfiigig genetiscloéyrRorphismen auf. Ziele bisheriger
Arbeiten stellten Gene dar, die fur die kleine sbmale Untereinheit (18rRNA) (17), fur
ITS- (60) und NTS-Regionen (62), TopoisomeraséH)( Chitinsynthase 1 (68), ATPase 9
(130) oder Actin (98) kodieren. In den Gendatenleandind bislang nur die Gensequenzen zu
diesen Genen bzw. Teilausschnitte daraus veroitantiDas komplette Genom, wie es z. B.
bei Candida bereits zu finden ist, wurde bisher kemer Dermatophyten-Art sequenziert
(36).

Nicht jeder genetische Unterschied ist flr eineaBgrenzung auch von Relevanz. So missen
zur Identifizierung der amplifizierten Nukleinsdoreggeeignete Genabschnitte gefunden
werden, die fir eine Differenzierung auf Artebereignet sind und gleichzeitig keine Kreuz-
reaktionen mit anderen Erregern zulassen.

In den ,Qualitatsstandards in der mikrobiologisnfektiologischen Diagnostik® (110)
werden in Bezug auf die Spezifitat der amplifizertNukleinsduren geeignete Methoden
gefordert, die entweder eine Hybridisierung, eimstRktionsenzymanalyse oder die Sequen-
zierung der Amplicons umfassen; eine BefundungRi&iR-Resultate alleine nach der Grol3e
der Amplifikate nach elektrophoretischer Trennusigdemnach nicht ausreichend. Mit den
entwickelten Ansatzen RFLP, PCR-ELISA und der Reaé PCR am LightCycler werden
diese Anforderungen erfillt (siehe 0-0).
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Thermocycler

Fur die Nukleinsdureamplifikationstechnik des PARgErprintings, wie sie bei der AP-PCR
und der verwandten RAPD zur Anwendung kommt, simdgeringe Informationen tber die
Gensequenzen der untersuchten Erreger noétig. Hiedrelen polymorphe DNA-Abschnitte
durch die Bindung von einzelnen Zufallsprimern rggshiesen und anhand des charakteris-
tischen Fingerprinting-Amplifikationsmusters naclergleich mit PCR-Profilen charakteri-
sierter Referenz-Stamme zur Differenzierung vonnixophyten-Spezies und -Varianten
herangezogen. Erstmals 1990 beschrieben durch WeldhvicClelland (136) sowie durch
Williams et al. (140) ist diese Methode aufgrund cheangelnden Reproduzierbarkeit bereits
bei geringen Anderungen der PCR-Bedingungen fie éieite Anwendung im mykologi-
schen Routinelabor ungeeignet (64). Desweiteren Kas PCR-Fingerprinting keine Anwen-
dung bei nativen Patientenproben finden, da HumidA-[@benfalls mit den unspezifischen
Primern interagiert.

Bei der RFLP wird die Forderung der ,Qualitatsstad fir NAT* (111) in Bezug auf Nach-
weisbarkeit der PCR-Amplifikate durch die Restokisenzymanalyse des Amplicons erfullt.
Mit den entwickelten Primern ITS1 und ITS2 wurderbii ein Dermatophyten-spezifisches
Primerpaar entwickelt. Aufgrund der relativ geringBifferenzen in den Fragmentgrol3en
zwischenT. interdigitale mit 50 bp- und 100 bp-Fragmenten uMd canis mit 40 bp- und
100 bp-Fragmenten wurde auf eine weitere aufwandigéerentwicklung und Etablierung

dieser Methode zugunsten der weitaus aussichtereiciPCR-ELISA-Technik verzichtet.
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PCR-ELISA

Das auf Hybridisierung basierende ELISA-System Nechweis der PCR-Produkte vereint
mehrere Vorteile in sich: Nach Amplifizierung deargets kann das Vorhandensein einer
internen Sequenz durch die Hybridisierung mit espazifischen Sonde verifiziert und damit
das PCR-Produkt identifiziert werden. Bei einer éB}trophorese und darauffolgender
unspezifischer Bandenfarbung ist dies hingegent mabglich. Lediglich der Southern Blot
bietet noch die Mdoglichkeit, das PCR-Amplifikat haGelelektrophorese zu identifizieren,
was allerdings die Bearbeitung einer hohen Prolmaidndurch die sehr arbeitsintensive
Methodik erschwert.

Ein hoher Probendurchsatz ist bei der PCR-ELISAlulie Verwendung des 8 x 12 Mikro-
titerplattenformats sowohl in der PCR als auch imiSA und den Einsatz von Mehrkanal-
pipetten mdglich. Vorteilhaft ist auBerdem die Ukmgung der ELISA-Detektion auf jede
andere PCR, indem digoxigenierte Primer und bideng Sonden variiert werden. So wurde
in dieser Arbeit der Nachweis auf finf verschiedemf®ermatophyten-Arten wie auch auf
humanes R-Globin in einem Versuchsansatz nebemgnaturchgefihrt. Das eigentliche
Nachweissystem mit Streptavidin-beschichteten Mitgmplatten und enzymkonjugierten
Anti-Dig-Antikorpern blieb gleich, so dass die Anfiidate verschiedener PCR-Ansatze auf
derselben ELISA-Platte gemessen werden konnten.

Die Mdglichkeit der einfachen visuellen Detektidnes positiven Ergebnisses mittels blof3em
Auge und Dokumentation entweder durch einen ELIS#&der oder mit einer Digitalkamera
macht dieses System fiur die Anwendung im Routinestauch fir die Praxis unkompliziert
und praktikabel.

Ein weiterer Vorteil des PCR-ELISA-Systems ist Highe Sensitivitat, die um das 10fache
hoher lag als beim Nachweis mittels Agarosegelsdpkiorese und anschlie3ender Ethi-
diumbromidfarbung (siehe 0). Generell wird sogan emer 10-100fach héheren Sensitivitat
der PCR-ELISA gegentber der Gelelektrophorese gasgen (86, 118, 126).

Hinsichtlich der Spezifitat des PCR-ELISA-Verfahsegegentber den finf untersuchten
Dermatophyten-Spezies sind zunéchst die taxonoems¥dlerhaltnisse naher zu betrachten:
Trichophyton mentagrophytestellt sich als sehr heterogener Komplex dar, rdeh alter
Nomenklatur sechs Varietaten umfasst. Die sexegtaduktiven Formen werden von den
unterschiedlichen teleomorphen Spezfgshroderma benhamiaeArthroderma simiiund
Arthroderma vanbreuseghemmeprasentiert. Anamorph und teleomorph sich eatéande
Spezies sind sie zwar genetisch sehr dhnlich, fedacin den seltensten Fallen in der kom-

pletten Sequenz identisch (41). Anhand von molekal@Analysen, insbesondere der ITS-
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Region und des CHS1-Gens mittels PCR-fingerprintwmigd die alte Nomenklatur der ana-
morphen Vertreter deBrichophytorKomplexes so nicht mehr aufrechterhalten (41,78j,
Derzeit wird folgende Spezies-Einteilung bei denratophyten mit 3 Clustern vertreten:
Als Anamorphe der Gruppe urA. vanbreuseghemiwerden die Spezie3. tonsurans
T. equinunundT. interdigitaleangegeben.

Morphologisch nahezu identisch 2u vanbreuseghemist die teleomorphe Speziés simii
deutliche Unterschiede bestehen jedochAzubenhamiag(40). A. simii umfasst die An-
amorpheT. schoenleiniiund T. mentagrophytesA. benhamiaehingegen die drei Spezies
T. concentricumT. verrucosunundT. erinacei(41).

Die beiden kulturell und morphologisch zu differmmenden Varietaten vorl. men-
tagrophytes einerseits mit dem granulédren Typ andererseitsdem flaumigen Typ werden
als getrennte taxonomischen Einheiten dargestetitnach neuer Nomenklatur den Spezies
T. mentagrophyteggranular) undT. interdigitale (flaumig) zugeordnet (39)I. mentagro-
phytesverursacht als zoophile Spezies primar akute Diqphgtosen mit Bevorzugung des
Stammes und ist mit einer Infektion ausgehend vagdieren assoziier.. interdigitale
hingegen ist als anthropophiler Erreger Uberwiedandinea pedis zu finden.

Mit Hilfe der entwickelten Primer und der Sonde flr interdigitale werden die mit der
A.vanbreuseghemkKlade assoziierten Spezi&sinterdigitale T. quinckeanunand T tonsu-
rans nachgewiesenr. interdigitaleund T. quinckeanununterscheiden sich in der gesamten
vertffentlichten Topoisomerase-II-Sequenz lediglichlewei Basenpaaren (36), die fur eine
Speziesunterscheidung nicht nutzbar waren. Zwis@henterdigitaleund T. tonsuranssind

im Alignment der beiden Sequenzen einige vereiaz8asenunterschiede auszumachen,
jedoch sind auch hier die Differenzen raumlich zitventfernt voneinander, um eine sinn-
volle Trennung der beiden Spezies mit spezifisdh@mern und Sonden zu erméglichen. Die
in dieser Arbeit verwendete Upstream-Primer-Seqd@énZ. interdigitaleweist eine einzige
Basendifferenz zull. tonsuransSequenz auf, allerdings wurde tonsuransn den Kreuz-
reaktionsversuchen trotz dieses Unterschieds mitllemer-/Sonden- Set fr. interdigitale
nachgewiesen.

Die Vertreter der beiden Kladex simiiundA. benhamiaewie sie nach derzeitiger Nomen-
klatur eingeteilt werden, ergaben - soweit siekalkuren mitT. mentagrophyteandT. ver-
rucosumzur Verfigung standen - keine Kreuzreaktionen. iZzweler Neu-Ulmer Teilstudie
in der Kultur alsT. mentagrophytesar. granulosumidentifizierten Patientenproben werden
nach neuer Nomenklatur ebenfalls mit dem Teleomépbenhamia@assoziiert und ergaben

erwartungsgemal keine positive Reaktion im PCR-BLISowohl die Spezies dés simik
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als auch deé. benhamiad&komplexes weisen jeweils zwischen 8 bp und 10 bekschiede
in den Bereichen der Primer- und Sondensequenzén imterdigitaleauf, was die fehlende
Reaktion im PCR-ELISA erklart.

Weniger komplex stellt sich hingegen die SituationT. rubrumKomplex dar, da bisher
keine teleomorphen Formen bekannt sind:

NebenT. rubrum als Erreger von Tinea pedis und Onychomykose wliel anamorphe
SpeziesT. violaceumdiesem Komplex zugeordnet (41), die vorwiegendTmea capitis
fuhrt. T. violaceumst Gberwiegend in Afrika verbreitet, zunehmeretdn allerdings auch im
europaischen Raum Einzelfélle - in der Regel mignsliionshintergrund - auf, wahrend
T. rubrumhingegen weltweit zu finden ist (97).

Die Sequenzen des Topoisomerase-ll-Gensombrumund T. violaceumsind in grofl3en
Teilen identisch (36). DeF. violaceurJpstream-Primer liegt jedoch auf einer furviola-
ceumspezifischen Sequenz, so dass in der PCR-ELISAeKereuzreaktionen mi. rubrum
auftraten (siehe 0).

Die T. rubrumPrimer und die entsprechende Sonde wirde nachléfgrgmit den in der
Gendatenbank veroffentlichten Sequenzen theoretiscth mitT. violaceumeine positive
Reaktion ergeben, allerdings konnten keine falseditiven Ergebnisse in den
Kreuzversuchen mit Pilzkulturen als Positivkoneallfestgestellt werden. Fi#. canisund

E. floccosunergaben sich keinerlei Probleme in der PCR-ELISA.

Fur Nukleinsaure-Amplifikationstechniken wurden Auftrag der Deutschen Gesellschaft fur
Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) ,Qualitatsstandarih der mikrobiologisch-infektio-
logischen Diagnostik* verdffentlicht (110). Darinevden zur Absicherung der Validitat der
Amplifikation sowohl Negativ- und Positivkontrolleals auch Kontrollen zum Ausschluss
einer PCR-Inhibition gefordert. Hinsichtlich der gégivkontrollen wurde den Anforderungen
entsprochen, indem Schuppenmaterial von Psoriadissfen, die negativ auf Dermatophy-
tosen waren, wahrend der gesamten Probenverargeund zusatzlich Reaktionsansatze
ohne Nukleinsauren, d. h. nur mit Reagenzien wahosr PCR mitgefuhrt wurden. Gleich-
zeitig dienten die Psoriasis-NegativkontrollenRdsitivkontrollen fir humanes 3-Globin. Als
Positivkontrollen wurde fir jede der finf Dermatgfen-Spezies eine Kontrolle aus den ent-

sprechenden aufbereiteten Pilzkulturen mitgefihrt.
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Weiters muss das Auftreten einer Hemmung der PCIBAIReaktion fur jede Probe
bestimmbar sein, was durch Hinzufligen von Kon#Zatlsequenzen erreicht werden kann. In
den Qualitatsstandards wird die Moglichkeit genanmt jeder Probe zwei PCRs durchzu-
fuhren, wobei der erste Reaktionsansatz nur diedPr@NA und der zweite Ansatz neben
der Proben-DNA die Target-DNA als Positivkontrobathalt. Fallt die zweite Reaktion
negativ aus, so liegt eine PCR-Inhibition vor. B¢regenommen schliel3t dieses Vorgehen
eine mdogliche Inhibition im ersten Probenansathtnaus, eine kompetitive PCR in einem
einzigen Ansatz ware die korrekte Durchfiihrung, waséachst auch versucht wurde. Aller-
dings senkte eine kompetitve PCR so deutlich di®REdizienz, dass viele Ergebnisse als
falsch-negativ gewertet wurden. Eine sehr geringesn@4 an Dermatophyten-DNA wurde
dabei durch eine im Verhaltnis dazu groRere Mimiealge ,Uberlagert®, so dass die eigent-
liche Ziel-Sequenz der Erreger nicht mehr ampéfiziwurde. Im Rahmen der oligo-
zentrischen Studie wurden daher alle MUnchner uildinger Proben mit Kontroll-Zielse-
guenzen, den sogenannten Mimics, in einer sepafRéaktion auf PCR-Inhibition unter-
sucht. In keiner der Patienten-Proben trat eingbitibn auf, allerdings wurden bei der
Etablierung dieser Technik bei Proben aunterdigitaleKulturen immer wieder PCR-Inhi-
bitionen festgestellt, wenn die isolierte DNA inlzoher Konzentration verwendet wurde. Beli
der DNA-Isolierung scheint bei diesem DermatophyanStoffwechselprodukt in das Eluat
Uberzugehen, das PCR-Reaktionen zu inhibieren \germa

Das Vorhandensein amplifikationsfahiger DNA in deNA-Praparation wird zusatzlich
durch die Vervielfaltigung eines humanen Gens,jésem Fall 3-Globin, nachgewiesen.

Bei negativer 3-Globin-PCR ist es trotzdem mdglidass die Dermatophyten-PCR positiv
verlief. Dies ist dadurch zu erklaren, dass siclntaktem Stratum corneum normalerweise
kaum humane DNA findet, ebenso wenig wie in Horramat von Nageln. Bei negativem
Ergebnis auf einen der funf Dermatophyten und fedd@ Nachweis des 3-Globin-Kontroll-
gens ist eine Beurteilung dieser PCR-Reaktion mubglich, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die DNA-Extraktion fehlschlug.

Real-time PCR am LightCycler

Die Grundlagen fir eine quantitative Real-time R@iRden bereits 1992 durch Higuchi et al.
gelegt (55), indem erstmals PCR-Gerate mit einer-ldwhpe und Kamera ausgestattet
wurden und die Fluoreszenz des zur PCR-Reaktioelgagen Ethidiumbromids nach Inter-
kalation mit der DNA quantitativ erfasst werden k@ Den ersten Real-time-Thermocycler
brachte 1996 die Firma Applied Biosystems mit deBi Rrism 7700 auf den Markt (137),
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kurz darauf folgte die Erstbeschreibung des Liglté&g 1997 durch Witttwer et al. (142),
woflr Roche die Lizenz von Idaho Technology erwarhatte.

Derzeit bieten zwo6lf verschiedene Hersteller ReaktGerate an (Stand 03/2007), deren Zahl
in Zukunft sicherlich noch ansteigen wird: AlphakelApplied Biosystems, Barloword
Scientific, Bioneer, BioRad, Corbett Tobotics, Ceiolh Eppendorf, Idaho Technologies, MJ
Research, Roche Diagnostics und Stratagene.

Die weite Verbreitung der Real-time Systeme hatem letzten Jahren zu einem rasanten
Anstieg der Applikationsmoglichkeiten im Rahmennidcher Anwendungen in der Mikro-
biologie gefuhrt: Vor allem in der Virologie und Bariologie wurden zahlreiche Real-time
PCR-Assays fur die Diagnostik entwickelt, die dieriile der Sensitivitat, Spezifitdt und
Schnelligkeit dieser molekularbiologischen Techgégeniuber den konventionellen Metho-
den hervorheben (124). Im Bereich der Parasitologa Mykologie ist die Verwendung von
Real-time Verfahren zu diagnostischen Zwecken tgagebisher noch weniger verbreitet. So
wird zwar der Nachweis von verschieden@spergillus, Candida, Coccidioides und
FusariumSpezies mittels Real-time PCR auch im Hybridisisgssondenformat mit
anschlieBender Schmelzkurvenanalyse beschrieber2Ql &8, 83, 92), jedoch sind bislang
lediglich insgesamt zwei Arbeiten veroffentlichige ddie Anwendung des LightCyclers bel
Dermatophyten untersuchten (47, 131).

In beiden Untersuchungen zu Dermatophyten wurdeS¥a&3R-Green-Detektionsformat mit
einer sich anschlieenden Schmelzkurvenanalyseeveist. Bei Gutzmer et al. (47) konnte
damit allerdings keine Spezies-Unterscheidung zweisceinzelnen Dermatophyten vorge-
nommen werden, da die Differenzen zwischen dervidigellen Schmelztemperaturen mit
0,1-1,4 °C bei Fehlerbereichen von bis zu + 0,9k&he aussagekraftige Differenzierung
zulieRen. Fur Mutationsanalysen wird ein Mindediai$ zwischen zwei Schmelzkurven-
peaks von 4-5 °C gefordert, um eine sinnvolle Tergwornehmen zu kénnen (108), was mit
dem hier entwickelten Assay mit einer Temperatfed#nz von 11 °C zwischeh. rubrum
undT. interdigitaleverwirklicht wurde.

Das Hybridisierungssonden-Format am LightCyclerdeuin dieser Arbeit das erste Mal an
Dermatophyten angewandt und vereint die VorteileRieal-time PCR mit einer molekular-
biologischen Sofortdiagnostik vom. rubrum T. interdigitale und M. canis aus nativen
Patientenproben. Insbesondere die Schmelzkurversmalie sie erstmalig bei Ririe et al.
(106) beschrieben wurde, eignet sich fir eine ®ysegpezifische Detektion von Erregern, da
hierbei das amplifizierte Produkt Gber seine spedie Schmelztemperatup, Qirekt visuali-

siert und identifiziert werden kann. Eine nachtiéigd Verunreinigung im Anschluss an die
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PCR kann mit diesem geschlossenen, homogenen Sysisgeschlossen werden. Ferner
werden die Ergebnis-Daten elektronisch gespeiched sind jederzeit wieder abrufbar.
Weitere Vorteile der Real-time PCR am LightCyclerdsneben den kurzen Analysezeiten
von etwa 45 min je PCR-Lauf im Vergleich zum 5-sligegn PCR-ELISA-Assay der deutlich
reduzierte Arbeitsaufwand, da die umfangreichertigrschritte des ELISA entfallen, sowie
die Madglichkeit, eine Multiplex-PCR mit nur einenrif@er-/Sonden-Set fiur die beiden
Dermatophyten-Spezieb. rubrumund T. interdigitale durchzuftihren, was die Interferenz
zwischen Primer und Sonden minimiert. Im Verglezcht PCR-ELISA liegt die Sensitivitat
der LightCycler-PCR mit 0,000ftg/ml DNA nochmals um eine Zehnerpotenz hdher, was
sich mdglicherweise allerdings auch in einer erédnzahl an falsch-positiven Proben aus-
driicken kann, die auf Verunreinigungen bei der Emebrbereitung zuriickzufihren sind
(125). Durch die Verwendung von Negativkontrolleowge eines organisierten Arbeitsab-
laufes mit getrennten Raumlichkeiten fur die mikodigische Probenvorbereitung und die
PCR-Reaktionen konnten Kontaminationen sicherliathtnvollkommen ausgeschlossen,
zumindest jedoch stark eingeschrankt werden. Awberdtellen Verunreinigungen mit
unspezifischer DNA im Hybridisierungssonden-Forikeih Problem dar, da die Primer- und
Sonden-Sets spezifisch nur die passenden Nuklegtu@snzen amplifizieren bzw. nach-
weisen.

Falsch-negative Proben hingegen kénnen durch Poagemhibitoren verursacht werden und
wurden im vorliegenden Assay nicht durch internentallen kontrolliert. Ein weiterer
Nachteil der Real-time PCR am LightCycler ist dddlénde Kontrolle der Amplikon-Grol3en.
Zur Uberprifung der amplifizierten Proben wurde rhie eine Trennung mittels Gel-
elektrophorese im Agarose-Gel im Anschluss an @gialftme PCR herangezogen, um eine
maogliche Fehlerfindung wahrend der Entwicklung Assays zu ermdglichen.

Die bei der Real-time PCR anfallenden Kosten und\@gleich mit anderen molekular-
biologischen Methoden werden im folgenden Kapitdidkutiert.

Die Schmelzkurvenanalyse im Hybridisierungssondemnvat findet breite Anwendung bei
der Typisierung von Sequenzvariationen. Dies korgiapelne Basenaustausche, Deletionen
und Insertionen, aber auch sonstige Variationen $dice-Varianten oder verwandte
Sequenzen sein. Beispielhaft sei hier die erstelBedbung einer Mutationsanalyse des Fak-
tor-V-Leidens aus dem Jahr 1997 genannt (79), beieth einziger Basenaustausch mittels
einer Fluorescein-gelabelten Hybridisierungssondeé eines mit dem Farbstoff Cy5 mar-

kierten Primer detektiert werden konnte.
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Das in dieser Arbeit entwickelte Real-time PCR-¥aren ahnelt sehr stark einer Mutations-
analyse, da auch hier einzelne Basenaustauscheream@gndter Sequenzen zur Differen-
zierung herangezogen werden. Allerdings wurde das 3ondendesign empfohlene Prinzip
der Sensor- und der benachbarten, héher schmelzémder-Sonde nicht im strengen Sinne
verwirklicht: Die Sensor-Sonde soll hierbei die ighte Sequenz Uberdecken, die Anker-
Sonde hingegen befindet sich in einem nicht-vagialdBereich (107). In der Analyse der
Schmelzpunkte wird nur die Sensor-Sonde erfasstiedaiedriger schmelzend ist, wobei eine
Basenmutation alleine eine Anderung von 2-10 °@\aagig von der Art des Austausches,
verursacht (127).

Im vorliegenden Assay wurde versucht, zunachst Sppezies-spezifische Detektion fur nur
zwei Dermatophyten-Spezies zu entwickeln, die kédneuzreaktionen mit anderen Arten
ermoglicht. Hierfur reicht eine einzelne Basenmatajedoch nicht aus, weshalb Sequenz-
abschnitte herangezogen wurden, die reich an Wamgt in den Sequenzen verschiedener
Dermatophyten-Spezies sind. Sowohl Sensor- als &umtfer-Sonde Uberdecken dabei die
variablen Sequenzmotive und fiilhren zu einer guteenAung zwischer. rubrum und
T.interdigitale Da der Upstream-Primer Al allerdings ebenfallisemuer variablen Sequenz
lag undM. canisdamit nicht amplifiziert wurde, konnte nilirt rubrumundT. interdigitalein
einer Multiplex-Reaktion erfasst werden. Bir caniswurde deshalb ein eigener Upstream-
Primer (A5) etabliert, um einen mdglichen Befalk miesem Erreger in einer separaten Real-
time PCR zu untersuchen. Fur das Primer-/SondergDeagar bei der Fille an woméglich
interagierenden Dermatophyten die Suche nach dessepden Sequenzmotiven eine
Herausforderung, um sowohl Primer- als auch Sondduohgsstellen in relativ begrenzten
Abschnitten auf dem Topoisomerase-II-Gen zu plegnie

Die Problematik der zurit. mentagrophyteKomplex zugehoérigen Spezies stellte sich ahn-
lich wie bei den PCR-ELISA-Untersuchungen dar:

Eine sinnvolle Differenzierung zwischén interdigitale T. rubrumund M. canissowie die
Vermeidung von falsch-positiven Kreuzreaktioneramderen dermatologisch relevanten Pil-
zen wie CandidaSpezies oder dem nagelpathogenen SchimmeS§ulzpulariopsisbrevi-
caulis war nur durch einen Kompromiss zu Lasten der Defigierung zwischen den
verschiedenen zum. mentagrophyteKomplex gehérenden Spezies méglich: So wurde eine
Gensequenz auf dem Topoisomerase-lI-Gen gewaldt,egie Diskriminierung zwischen
T. intedigitaleundT. tonsuransnicht zuliel3, jedoch sicher falsch-positive Kreaaitionen zu

C. albicans C. parapsilosis S. brevicaulis sowie anderen Dermatophyten-Spezies, wie

T. rubrum M. canisund E. floccosumausschloss. Ein falsch-positivér rubrumNachweis
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bei Befall mitT. violaceumkonnte aufgrund der identischen Sondenbindungsseqnicht
ausgeschlossen werden. Da eine taxonomische Himgeihsbesondere dés mentagro-
phyteskomplexes auch zukiinftig immer wieder Anderungeterworfen sein wird, ferner
TrichophytorArten wie T. tonsuransund T. violaceumin der mykologischen Routine-
diagnostik eine eher untergeordnete Rolle spielemyde eine molekularbiologische
Diagnostik etabliert, die eine Identifizierung ubdfferenzierung der in der Dermatologie
wichtigsten Dermatophyten-Arten erméglicht, gleieitiy jedoch mit geringem Zeitaufwand,
reproduzierbaren und einfach anzuwendenden Teahmieitaus hohere Detektionsraten als

bei konventionellen Methoden erzielt (siehe 0).

Kostenvergleich

Der konventionellen Dermatophyten-Diagnostik stehen2,36 € Materialkosten je Patien-
tenprobe Einnahmen von 26,80 € nach dem einfachebiil@ensatz nach GOA (Stand
03/2007) gegentber. Die Real-time PCR am LightGyde mit 9,96 € Kosten je Probe
erstaunlicherweise billiger als eine molekularbgidzhe Untersuchung mittels PCR-ELISA
mit 13,08 €. Berticksichtigt werden miuissen jedock dinschaffungskosten fur den
LightCycler sowie einen angeschlossenen PC im ¥alglzu einem deutlich guinstigeren
Thermocycler, der fir die PCR-ELISA-Methode benbigd.
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Oligozentrische Studie

Die mykologische Labordiagnostik ist eine grundledge Voraussetzung flr ein optimales
Management von Dermatophytosen. Im Rahmen einematelogischen Untersuchung
kommt der mykologischen Diagnostik deshalb grof&ddiitung zu. Ziel muss eine maglichst
frihzeitige Differenzierung einschlie3lich der ItiGnierung auf Gattungs- wie Artebene
sein, um ein Aufdecken der Infektionsquelle undadaraufbauend die Vermeidung einer
maoglichen Reinfektion sowie eine gezieltere Theramiit Antimykotika zu erméglichen.
Angesichts der bestandigen Pathomorphose und degefwandels ist eine kontinuierliche
Optimierung der mykologischen Labordiagnostik unéngjich. Die Indikation eines
Erregernachweises ist deshalb auch in Zeiten \haflccher Sparmal3hahmen eher weiter
denn enger zu stellen, um schwerwiegende und Ealrkeliagnosen zu vermeiden (7).

Die oligozentrische Studie in Minchen, Neu-Ulm dricbingen diente zum einen der Gegen-
Uberstellung konventioneller und in dieser Arbeitabierter molekularbiologischer
Diagnostik-Methoden bei Dermatophyten, zum andeiaam Vergleich der Anwendbarkeit
der neu entwickelten Assays sowohl in der kliniscR®utine als auch im Labor einer Haut-

arzt-Gemeinschaftspraxis.

PCR-ELISA

Der direkte mikroskopische Nachweis von Pilzeleraernin Mikroskop in Kombination mit
einem Kulturpraparat gilt derzeit noch als ,Goldstard“ in der mykologischen Diagnostik
zur Identifizierung von Dermatophyten (47, 80, 890, 134). Allerdings werden fur das
Nativpraparat falsch-negative Ergebnisse in 5-18Ikr Onychomykose-Falle bei Elewski
et al. und Rippon angegeben (29, 105). Im Fallerdimtersuchung mit KOH-DMSO betragt
die Sensitivitdt des Mikroskop-Préaparates in eiS&udie an 204 Patienten mit Onycho-
mykose bei Lilly et al. (80) nur 79,5 %, bei Weinpeet al. (134) wird sie mit 80 %
beschrieben.

Fur die Identifizierung mittels Kultur fanden Lawey al. (78) Sensitivitatsraten von 23-32 %,
Weinberg et al. (134) von 59 % und Lilly et al. Y&@n 79,3 %.

Mit Detektionsraten von 56,0 % in Minchen bzw. 62%n Tlbingen lagen die Werte fur die
Kulturpraparate in diesem Rahmen. Betrachtet manQdiychomykose allein, wiesen sogar
nur 45,8 % bzw. 54,9 % des Untersuchungsmaterialpa@sitives Kulturergebnis auf, was
einerseits durch die stabile Nagelstruktur erklénvid, in die die Pilzelemente oftmals in
zahlreichen Hohlrdumen eingeschlossen sind, arsdgiersind lebende Dermatophyten vor-

zugsweise an der Grenze zwischen mykotischer Verand und gesunder Restnagelplatte
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zu finden, so dass eine Materialentnahme an ungeieig Stellen mit Uberwiegend toten
Pilzerregern im Kulturpréaparat zu falsch-negatigrgebnissen flihren kann. Der Vorteil der
genanalytischen PCR-ELISA-Methode ist gerade belOdg/chomykose klar herauszuheben:
Basierend auf der Analyse von Dermatophyten-DNAelsmlie Vitalitdt der Erreger keine
Rolle, die Detektionsraten waren mit 79,1 % dehtldher als in der Kultur. Signifikante
Unterschiede zwischen Tinea unguium und Tinea peelgien sich nur in der Kultur, nicht
jedoch im PCR-ELISA-Assay (siehe 0).

In der oligozentrischen Studie wurde fur alle Probes Miinchen und Tibingen gesamthaft
betrachtet eine statistisch signifikante Uberlegéintier molekularbiologischen Methode im
Vergleich mit der konventionellen Kulturdiagnostikutlich (79,9 % vs. 59,8 %).

Unter dem Gesichtspunkt der praktischen Anwendlitadez entwickelten Technik sind die
Ergebnisse aus der Gemeinschafts-Hautarztpraxisl@®&ottiéber in Neu-Ulm zu bewerten:
Da keine Vorauswahl an nativ-positiven und -negati¥’roben vorgenommen wurde, ergibt
sich aus dem Verhaltnis zur relativen grof3en Prabeahl von 316 Patientenproben ein posi-
tiver Nachweis einer Dermatophytose bei jeder grerPatientenprobe (25,0 %) im PCR-
ELISA. Nur 7,3% aller Proben waren hingegen kaliurauf eine der untersuchten
Dermatophyten-Spezies positiv, was die Problematik Pilzkulturen in der Praxisdiagnostik
aufzeigt: In mykologischen Labors gehdren Pilzkdtu zu den Routineaufgaben des im
Umgang mit Dermatophyten erfahrenen Personalsinier é’raxis stellen Pilzerkrankungen
jedoch nur einen schmalen Ausschnitt aus dem téglicArbeitsspektrum dar und der
Aufwand fur Kulturen kann dementsprechend nicht demlichen Raum einnehmen, der in
der Klinik dafir verwandt wird.

In besonderem Ausmalfd zeigt sich dadurch der Vategilmolekularbiologischen Methode:
55 Dermatophytose-Falle konnten allein durch dieRFELISA bestatigt werden, dies ent-
spricht einer Steigerung um 229 % im Vergleich Kultur. AuRerdem wurden 10 Patienten-
proben mit einer Doppelbesiedlung erkannt, dieenKultur nicht aufschienen.

Da im Labor der Hautarztpraxis Bezold/Gottlober PEIRSA-Nachweise fur dermato-
logisch relevante Erreger wie das Epstein-Barr/i(@BV), Humanpapillomaviren (HPV),
Herpes-simplex-Virus (HSV), Varizella-Zoster-Vir(dZV), Sarcoptescabieisowie weitere
Mikroorganismen etabliert waren, flugte sich derrbaiophyten-Nachweis problemlos in das
Laborschema ein und verursachte nur wenig zushérlidufwand.

PCR-ELISA-Techniken finden bisher vor allem im Beheder Virusdiagnostik qualitative
und quantitative Anwendung. So sind HybridisieruAgsays auf der Basis des verwendeten

Dig-Detection-Systems auf Streptavidin-beschiciméfgkrotiterplatten fur die Detektion von
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Adenoviren (91), Parvovirus B19 (19), EBV (6), Heps B Viren (74), Humane
Herpesviren 8 (HHVS8) (12), HPV (48, 102), HSV (®),lVZV (14), daneben aber auch flr
bakterielle Mikroorganismen wie MRSA (23Escherichiacoli (32, 35), Enterococcus
faecalis (133) oder parasitare Erreger wieishmania infantun{10, 89),Sarcoptes scabiei
(11) oderTrypanosoma evangP?) beschrieben. Mykologische PCR-ELISA-Assaysden
vorwiegend furAspergillus und CandidaSpezies entwickelt (119, 84), im Bereich der
Dermatophyten wird mit der in dieser Arbeit besebenen Methode Neuland betreten, da
bislang keinerlei Literatur hierzu veroffentliclst.i

In Deutschland dominierten in den 1920er-JahrenAdien Epidermophyton floccosunmd
Microsporum audouinii mit 42 bzw. 25% das Erregerspektrum bei den
Dermatophytosen (90). Bereits Mitte des 20. Jaldbris setzte eine bemerkenswerte
Veranderung ein: Der Anteil ah rubrum und T. mentagrophytelfektionen stieg deutlich
an und erreichte in den 1980er-Jahren Werte vo® B2w. 19 % (30). Dieser Trend
bestatigte sich auch in der oligozentrischen Studi®,9 % aller PCR-positiven
Patientenproben wiesem. rubrum und 12,0 %T. interdigitale auf. Die Dominanz der
anthropophilen Erreger sowie die Verbreitung dereai pedis insbesondere bei bestimmten
Berufsgruppen lasst sich durch exogene wie auclvitheblle Faktoren epidemiologisch
erklaren: Berufe, fur die das tagliche Duschen rdehArbeit in Gemeinschaftsanlagen oder
aber auch das Tragen von Gummistiefeln typischzisigen eine hohe Inzidenz der Tinea
pedis (120). Neben Risikofaktoren wie familiare fisition, Ful3fehlstellungen, Traumen,
periphere Neuropathien, Diabetes mellitus und Dhitghingsstérungen spielt das geanderte
Freizeitverhalten im Zeitalter der SpalRbader urideSssportarten eine wichtige Rolle bei der
Dermatophytenverbreitung (121). Durch verstarkteis€aktivitdt und Immigration aus
.endemischen Regionen“ wird in den letzten Jahr@ufiger Uber exotische Dermatophyten-
Spezies wieT. soudanenseoder T. violaceum berichtet (52). Mit insgesamt zehn
identifizierten T. violaceurdFallen (4,1 %) hat diese Art ihren Status in Debisnd als
.Exot“ allerdings bereits verlassen und scheint dokunft haufiger als Erreger einer
Dermatophytose in Betracht gezogen werden zu miissen

Mit der PCR-ELISA-Technik konnte eine zuverlassigehnelle und glnstige Routine-
diagnostik fir funf wichtige Dermatophyten-Spezegsibliert werden. Mit einer deutlich
hoheren Detektionsrate als mittels Pilzkultur, d@schen Diagnosestellung innerhalb von
24 Stunden und der eindeutigen Ergebnisinterpogtatinabhéngig von interpretierbaren
morphologischen Kriterien bietet diese mikrobiokmyie Methode einen deutlichen Fort-

schritt gegenuber der konventionellen Diagnostik.
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Real-time PCR

Die Ergebnisse aus der Analyse der Munchner Pran#als LightCycler verdeutlichen das
Potential dieser genanalytischen Identifizierungn \Rermatophyten: Mit einer Sensitivitat
von 89,8 % gegenuber 80,6 % im PCR-ELISA und 57 i %er Kultur konnte eine deutlich
empfindlichere Methode zur Diagnostik von Dermatdpken etabliert werden. Der statis-
tisch hoch signifikante Unterschied (p<0,005) zWwest LightCycler- und Kultur-Diagnostik
ermoglichte eine aussagekraftige und sensitive ysealon nativen Patientenproben, die
zudem eine Zeitersparnis von etwa vier Stunden esasine deutliche Reduzierung des

Arbeitsaufwandes gegenuber der PCR-ELISA brachte.
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Obwonhl Pilzerkrankungen seit Gber 150 Jahren beksimad, gehéren Hautmykosen immer
noch zu den weltweit haufigsten InfektionskrankdneitDermatophytosen beeintrachtigen die
Lebensqualitat der Betroffenen oft erheblich, zéhteidem auch zu bedeutsamen Risiko-
faktoren fur Folgeerkrankungen, wie sie vor alleia @linea pedis fur das Unterschenkel-
erysipel darstellt. Eine moglichst frihzeitige Eeedifferenzierung auf Artebene muss
Grundlage jeder mykologischen Labordiagnostik inhiRan eines optimalen Managements
von Dermatomykosen sein, um zum einen VeranderumgsnErregerspektrums erfassen,
Infektionsquellen aufdecken und verfolgen zu kénrmem anderen gezielte Behandlungs-
malinahmen einzuleiten, sowie ein Ansprechen dexgBrrund einen madglichen Erreger-
wechsel unter der Therapie zu beobachten.

Klassische Differenzierungsverfahren umfassen rskapische, kulturelle und verschiedene
histologische Untersuchungsmethoden. Aufgrund véimals schwierig abzugrenzenden
morphologischen Artunterschieden, von nicht immeproduzierbaren physiologischen
Merkmalen und von auftretenden Pleomorphismen leematophyten stof3en die konventio-
nellen Methoden der Labordiagnostik jedoch haufigsaenzen.

Zielsetzung dieser Arbeit war deshalb die Etabhigrainer routinemalig einsetzbaren, mole-
kularen Sofortdiagnostik von Dermatophyten ausveati Patientenmaterial mittels Polyme-
rasekettenreaktion, die die Vorteile einer Diagikosiuf DNA-Ebene vereint: Neben der
Unabhangigkeit von distinkten morphologischen Vdeginngen und Entwicklungsstadien
der Erreger sollte ein weiteres Hauptaugenmerldau¥erbesserung von Schnelligkeit, Sen-
sitivitat und Spezifitat bisheriger Diagnose-Tedfem gelegt und die Mdglichkeit geschaffen
werden, Dermatophyten direkt aus Patientenmategiethzuweisen.

Die DNA-Isolierung erfolgte mit einem kommerzielthéltlichen DNA-Extraktionskit auf
Basis von Silikat-Matrix-Saulen. Mit Hilfe der entkelten PCR-ELISA-Methode konnten
die funf haufigsten Dermatophyten-Artdn rubrum T. interdigitale T. violaceumM. canis
und E. floccosumnnerhalb von 24 Stunden nach Probennahme idastifiwerden. Im Rah-
men einer oligozentrischen Studie in Minchen, Néu-Und Tibingen wurde die Alltags-
tauglichkeit des molekulargenetischen Assays inRtautinediagnostik sowohl im klinisch-
mykologischen Labor als auch im Labor einer Hauwt@&zmeinschaftspraxis unter Beweis
gestellt. Eine Weiterentwicklung dieser PCR-gestiitzTechnik erfolgte mittels Real-time
PCR im Hybridisierungssondenformat und anschlieBen&chmelzkurvenanalyse am
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LightCycler zur Identifizierung der DermatophytepeRiesT. rubrum T. interdigitale und

M. canis

Die Ergebnisse aus der oligozentrischen Studieterigine statistisch signifikante Uberle-
genheit der molekulargenetischen Diagnosemethddéreiner Sensitivitat von 89,8 % mit
der Real-time PCR und 79,9 % mittels PCR-ELISA kenrhoch empfindliche molekular-
biologische Techniken etabliert werden, die einetldghe Verbesserung gegentber der kon-
ventionellen Kulturdiagnostik mit einer Sensitivitdon 59,8 % in den klinischen Proben
erzielten.

Durch die rasche Diagnosestellung innerhalb voS@shden im PCR-ELISA und 20 Stunden
mit Hilfe der Real-time PCR konnten schnelle ungroduzierbare Differenzierungs-
methoden fur die Routinediagnostik etabliert werdd#ia praktikable Alternativen zum Kul-
turpraparat darstellten und eine genetische Ideiatiing auf Artebene aus nativem Patien-
tenmaterial unabhangig von der Vitalitat der Erregyendglichten.

Die Vielfalt unterschiedlicher Dermatophyten-Spezied -Varianten sowie die dynamischen
Veranderungen des Erregerspektrums bieten nochegHdausforderungen, molekular-
genetische Diagnosetechniken weiterzuentwickelre i dieser Arbeit etablierten PCR-
basierten Methoden zur Sofortdiagnostik von Derpiayten schaffen weiterhin die Grund-
lage fur eine Erweiterung des erfassbaren Erregktigpms, ferner einer Steigerung der Sen-
sitivitat und Spezifitdt. Weiters werden fortsckeade Techniken im Bereich der DNA-
Extraktion, der verschiedenen PCR-Anwendungen,esmhdere auf dem Gebiet der Real-
time PCR, sowie die neuen Mdglichkeiten der MicragrtAnalysen wesentliche Beitrage zu

zukunftigen dermatomykologischen Fragestellungestde.
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M mikro (10°)

A Angstrom, 1x13° m

A Arthroderma

ABTS 2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin)-6-satisdure
AK Antikorper

AP-PCR arbitrarily primed PCR

ATCC American Type Culture Collection

bp Basenpaar(e)

°C Grad Celsius

C Cytosin

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures
dATP 2’-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
dCTP 2’-Desoxycytosin-5'-triphosphat

ddH,O Bidestilliertes Wasser

dGTP 2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat

Dig Digoxigenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaureléoxyribonucleic acid
dNTP 2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat
dsDNA doppelstrangige DNA

dTTP 2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat

E. Epidermophyton

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

f femto (10™)

FL Fluoreszein

FT-IR Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
g Erdbeschleunigung oder Gramm

G Guanin

GOA Gebiihrenordnung fir Arzte

h Stunde(n)

Hae Haemophilus ducreyi
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HCI
KCI
KOH
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POD
Primer D, U
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RFLP
RNA
RT-PCR

Tm
TAE
Taq
TEAH
TMB
TRIS

Salzsaure
Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

LightCycler

milli (107)
molar

Microsporum

Magnesiumchlorid

Minute(n)

Boten-RNA (nessenger RNA

Liter

Natriumhydroxid

Negativkontrollerfo template contrdl

nano (18)

Polymerasekettenreaktigpofymerase chain reactipn
potentia Hydrogenii, Mal3 fir die Wasserstofénokonzentration
pico (10" oder p-Wert, Irrtumswahrscheinlichkeit
Peroxidase

Primer Downstream, Upstream

zufallig vervielfaltigte polymorphe DNAgndomly amplified polymorphic
DNA)

restriction fragment length polymorphism
Ribonukleinsaureriponucleic acid

Real-time PCR

Sekunde(n)

Thymin

Trichophyton

Schmelztemperatur

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Thermus aquaticus
Tetraethylammoniumhydroxid
3,3-5,5-Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Aktivitatseinheit fir Enzymeufit(s)
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