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1. Flowchart Diagnosefindung bei Verdacht auf Dermatophytose

Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf Dermatophytose

Klinischer Verdacht auf Dermatophyten

Wood’'sche Lampe

Verifizierung

Behandlung < & bilokultur

Sonderfall Zoonose:
Spricht das klinische Bild eines Tieres
fur eine Dermatophytose und liegt
bereits beim Halter des Tieres ein
Befall vor, so ist umgehend eine
Behandlung bei dem Tier einzuleiten.
Parallel werden Proben entnommen
und eine kulturelle Diagnostik in die
Wege geleitet. Der Tierhalter wird zur
Behandlung seiner selbst an einen

Humanmediziner verwiesen.
© ESCCAP Deutschland, 1/2009



2. Durchfiihrung der Untersuchung mit einer Wood'schen Lampe
auf Dermatophytose

e Aufwarmen der Wood'schen Lampe fur 5 Minuten

e Abdunkeln des Untersuchungsraums

e Sorgfaltiges Beleuchten der gesamten Hautoberflache des Patienten
® Bewerten der Fluoreszenz

Cave: Kosmetika, Seifen, Shampoos, Bakterien etc. kdnnen zu einer positiven Fluoreszenz von einzelnen
Schuppen oder kleineren Arealen fiihren, nur eine grinliche Fluoreszenz von Haarschaften ist diagnostisch
flr Microsporum canis, allerdings wird eine solche Fluoreszenz nicht bei allen M. canis-Stammen gesehen,
daher ist nur ein positives Ergebnis aussagekraftig!

3. Durchfiihrung eines Trichogramms

e Haare werden mit einer Klemme ausgezupft, deren Schenkel mit
Gummi umwickelt sind (Abb. 1). Besonders geeignet sind
Grenzbereiche alopezischer Areale sowie Stellen, die im Moment
Haare verlieren.

e Diese Haare werden auf einen Objekttrager verbracht. Ein Tropfen
Mineralol auf der Oberflache des Objekttragers erleichtert die
Untersuchung und fixiert die Haare (Abb. 2).

e Ein Deckglas wird auf die im Mineraldl liegenden Haare gelegt.

® Die Probe wird mikroskopisch unter 40- bis 100-facher VergréBerung
bewertet. Sporen und Hyphen auf dem Haarschaft erschweren die
Unterscheidung von Kutikel, Mark und Rinde von Primarhaaren, die
bei nicht befallenen Haaren sehr deutlich ist (Abb.3).

Cave: Ausmal der Probenentnahme und Erfahrung des Untersuchenden
beeinflussen die Wahrscheinlichkeit einer Diagnose. Negative Tricho-
gramme von einem Patienten mit Dermatophytose sind auch bei
optimaler Probenentnahme und Bewertung moglich, daher ist nur ein -
positives Ergebnis aussagekraftig!

4. Pilzkultur — Probenentnahme m

e Haare, Schuppen und Krusten aus dem Randbezirk von Hautldsionen
werden mit einem Skalpell oder einer Klemme entfernt (Abb. 1) und
in ein ProbengefaB zum Transport mykologischer Proben oder auf
einen Agar direkt verbracht.

Abbildung 2

Abbildung 3

e Zusatzlich wird mit einer neu gekauften und damit sterilen Zahn-
burste das gesamte Fell des betroffenen Tieres sorgfaltig durchge-
burstet (Abb. 4). Dabei wird die klinisch nicht betroffene Haut zuerst
beprobt, danach die Hautlasionen. Danach wird die Zahnbdrste
entweder in einem Briefumschlag eingeschickt oder die zwischen
den Borsten befindlichen Haare und Schuppen auf den Agar verbracht.

¢ Je mehr Haare, Schuppen und/oder Krusten verwendet werden,
umso geringer ist die Wahrscheinlichkeit einer falsch-negativen Abbildung 4
Pilzkultur.




5. Pilzkultur — Durchfiihrung und Bewertung

5.1 Direktpraparat

Neben der Kultur sollte sinnvollerweise, besonders bei Tieren mit Verdacht auf eine massive Infektion, eine
direkte Untersuchung durchgefihrt werden. Diese kann entweder nativ nach Einwirken einer Kalium- oder
Natronlauge oder unter Zuhilfenahme eines Aufhellers (Blankophors) erfolgen. Es werden einige Haare in
eine NaOH/DMSO-L6sung mit dem Blankophor verbracht und etwa 30 Minuten dort belassen. AnschlieBend
wird das Material unter UV-Licht mikroskopiert. Liegt eine Infektion vor, leuchten vorhandene Pilzelemente,
unabhangig von der Spezies, blau-griinlich (Abb. 5) und geben einen schnellen weiteren Hinweis fur eine
Therapie.

Cave: Im negativen Fall ist eine Dermatophytose nicht ausgeschlossen. Eine Kultur sollte in jedem Fall
angelegt werden.

Abbildung 5: Hyphen von
Dermatophyten nach Einwirken
eines Blankophors unter UV-Licht.

Bei der Kultivierung von Patientenproben auf das Vorhandensein von Dermatophyten sind zu beachten:
die Selektivitat des Mediums, die Inkubationstemperatur und die Inkubationsdauer.

5.2 Medien fiir die Pilzkultur

Als Medien kénnen nicht-selektive Agars oder Selektivmedien fur Dermatophyten Verwendung finden.
Ublicherweise werden vor allem Petrischalen mit Agar verwendet, aber auch der Einsatz der Medien als
Schrdgagar im Reagenzglas kann zur Verhinderung der Austrocknung des Agars bei einer erwarteten
langeren Bebrutungszeit sinnvoll sein (Abb. 6). Ziel der Auswahl ist in jedem Fall die Unterdriickung eines
Wachstums von Bakterien, Hefen und vor allem von kontaminierenden Schimmelpilzen.

Abbildung 6: Medien fur die
kulturelle Anzucht von Dermatophyten
im unbeimpften Zustand




Beispiele fir nicht-selektive Medien sind Sabouraud-Agar mit 2 % Glucose, Sabouraud-Agar mit Zusatz
von Schafblut oder Kimmig-Agar. Selektivmedien fir Dermatophyten werden von verschiedenen Firmen
vertrieben; Beispiel sind Taplin-Agar, Dermatophyten Test Medium oder Mycosel-Agar. Prinzip dieser
Medien sind der Zusatz von Cycloheximid (Actidion) zur Hemmung von Schimmelpilzen und der Zusatz
von Phenolrot als Indikator fur ein Dermatophytenwachstum (Umschlag in den alkalischen Bereich,
Rotfarbung).

Cave: Zu betonen ist jedoch, dass sowohl ein Wachstum als auch ein Farbumschlag nicht nur von Dermato-
phyten, sondern auch von einigen Schimmelpilzen (z.B. Scopulariopsis-, Chrysosporium-Arten, ,Schwaérze-
pilze") erreicht werden kann (Abb. 7).
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Abbildung 7: Wachstum von
Dermatophyten (links) und
Schimmelpilzen (rechts) auf einem
Dermatophyten-Selektivmedium.
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5.3 Kulturelle Untersuchung

Nach Eingang der Proben werden lose Haare und Geschabsel in eine sterile Petrischale verbracht. Zahn-
bursten werden dreimal in den Agar abgedriickt, um anhaftende Pilbestandteile in den Agar zu verbringen.
Haare aus einer Zahnbirste werden mit einer sterilen Pinzette griindlich herausgezogen und ebenso wie
das lose Material auf die Agars verbracht und angedrickt (Abb. 8). Ein guter Kontakt der Probe und damit
der Pilzhyphen und/oder Sporen zum Nahrboden ist von Bedeutung flr eine sichere Diagnostik.

Sind zu viele Haare vorhanden, kénnen diese anschlieBend auch wieder von der Platte entfernt werden.

Zu beachten ist, dass Anteile der verschiedenen Bereiche einer Probe (und damit des Tieres), falls
vorhanden, gleichmaBig auf alle Agars verteilt werden. Sinnvoll ist das Auslassen des Randbereichs einer
Platte, um im Labor anfliegende Schimmelpilze als Kontaminanten zu erkennen.

Abbildung 8: Anlegen
einer Pilzkultur.



Die Bebritung erfolgt bei 25 bis 32 °C. Im Veterindrbereich ist hdufig eine héhere Temperatur sinnvoller,
da gelegentlich eine recht hohe Belastung mit Schimmelpilzen vorliegt, die bei einer hdheren Temperatur
eher im Wachstum verzdgert werden.

Die Kulturen sollten die ersten Tage tdglich kontrolliert werden, um ein Schimmelpilzwachstum

(Abb. 7 und 9) zu erkennen. In diesem Fall muss eine Bebriitung aufgrund des raschen und umfangreichen
Wachstums dieser Pilze haufig abgebrochen und eine neue Probe angefordert werden.

Als Faustregel fur die Unterscheidung von Schimmelpilzen und Dermatophyten kann das haufig (aber nicht
immer) farbige Wachstum der Schimmelpilze an der Luftseite der Kultur (grin-braun-grau-schwarz) und der
Dermatophyten an der Agarseite (braun-gelb) gelten. AnschlieBend werden die Kulturen alle zwei Tage auf
das Wachstum von ,schneesternartigen” Kolonien kontrolliert (Abb. 7 und 9). Neben dem Aussehen kann
auch der Geruch der Kulturen einen Hinweis auf die vorliegende Spezies und damit die Pathogenitat geben
(z.B. lauchartiger Geruch bei Trichophyton terrestre).

Abbildung 9: Wachstum von
Dermatophyten (links) und
Schimmelpilzen (rechts) auf
Sabouraud-Agar.

5.4 Mikroskopische Beurteilung

Nach etwa 3-10 Tagen kann ein mikroskopisches Praparat der Pilze angefertigt werden. Im frihen
Wachstumsstadium werden haufig nur Hyphen zu mikroskopieren sein, die keinen Aufschluss Gber das
vorhandene Genus bzw. die Spezies geben. Praparate werden Ublicherweise mit einer Alkohol/\Wasser-
Losung oder mit dem Farbstoff Laktophenolblau angefertigt. Zum Verbringen der Pilzbestandteile auf den
Objekttrager kommen entweder , Préparierhaken” oder Tesafilm zum Einsatz. Haufig missen Praparate
von verschiedenen Bereichen der Kolonien und zu unterschiedlichen Zeitpunkten angefertigt werden,

um fur eine Identifizierung geeignete Formen der Pilze zu erhalten. Es ist zu erwarten, dass an ,, wattigen,
wolligen” Bereichen eher Hyphen und an ,,puderigen, gipsartigen” Bereichen eher Sporen vorliegen.

Die Mikroskopie erfolgt zunachst bei 100-facher und anschlieBend gegebenenfalls bei 400-facher
VergroBerung.

Zur Beurteilung der mikroskopischen Praparate werden vor allem herangezogen: Breite und Septierung

der Hyphen, Einheitlichkeit des Myzels, Bildung von Spiralhyphen, Racket-Myzel und/oder Chlamydosporen,
Bildung von Konidiosporen (Konidien). Bei Dermatophyten kénnen zwei Formen von Konidien gebildet
werden: Makrokonidien und Mikrokonidien. Grundsatzlich wird von den beiden in Frage kommenden
Genera Microsporum und Trichophyton das Genus Microsporum eher Makrokonidien, das Genus
Trichophyton eher Mikrokonidien ausbilden (Abb. 10). Fir eine genauere Beurteilung kénnen die Form und
Struktur der Konidien sowie die Art der Bildung der Konidien an den Hyphen herangezogen werden.



Abbildung 10: Mikroskopisches Bild
von Microsporum canis (links) und
Trichophyton mentagrophytes (rechts).

Bei gut an eine Wirtstierart adaptierten Dermatophyten ist es moglich, dass lediglich Hyphen ausgebildet
werden. In diesen Fallen kann versucht werden, durch eine Subkultivierung auf einem Mangelmedium,
manchmal aber auch durch Verwendung eines Agars mit Blutzusatz, die Bildung von Konidien zu forcieren.
Dies wird nicht in jedem Fall gelingen, so dass eine genaue Bestimmung des Pilzes nicht immer moglich

sein wird.
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