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SproBpilzinfektionen - aktuelle Aspekte zur Klinik und Diagnostik

Pietro Nenoff
Laboratorium fiir medizinische Mikrobiologie, Molbis

Candida- und Cryptococcus-Infektionen

SproBpilze der Gattung Candida spp. gehdren zur Normalflora der Schleimhaut - nicht jedoch der
Haut — von Warmbliitern, also auch des Menschen. Falls disponierende Faktoren oder
Grunderkrankungen vorliegen, kommt es zur Infektion der Schleimhaut im Orointestinaltrakt sowie im
Genitalbereich, jedoch auch der Haut, im Einzelfall der Négel, des Nagelbetts.
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Candidose der Mundschleimhaut bei einer Patientin nach Lebertransplantation. Rechts im Bild
Candida albicans in Reinkultur auf Sabouraud-Glukose-Agar.

Invasive Candidosen sind pathogenetisch mehrheitlich endogene, seltener exogene opportunistische,
meist nosokomiale Infektionen. In den vergangenen zwei bis drei Jahrzehnten war ein deutlicher
Anstieg der Inzidenz invasiver, meist nosokomialer Candida-Infektionen zu verzeichnen. Die
Mortalitdt an invasiven Candida-Infektionen ist in den USA seit 1997 bis zum Jahr 2007 mit 0,4
Todesfillen pro 100 000 Einwohnern gleichbleibend. Ebenfalls in den USA nehmen nach bakteriellen
Erregern Candida spp. den vierten Platz in der Liste der Erreger, die fiir nosokomiale septische
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Infektionen verantwortlich sind, ein. Der hdufigste zugrundeliegende Pilz ist nach wie vor Candida
albicans. Die Inzidenz der Infektionen durch Nicht-Candida albicans-Arten, an erster Stelle Candida
glabrata, ist jedoch in vielen Lindern, auch in Deutschland, angestiegen, allgemein angesehen als
Folge des extensiven Einsatzes des Triazols Fluconazol. Candida glabrata-Stamme haben oft (bis 55
% der Isolate) eine verminderte /n vitro-Empfindlichkeit gegen Fluconazol, man vermutet, dass es zu
einer Selektion von Azol-resistenten Candida-Spezies gekommen ist.

Invasive SproBpilzinfektionen durch Candida-Arten treten infolge einer Fungiimie, die oft Katheter-
assoziiert ist (ZVK, gelegentlich Blasenkatheter), auf, im weiteren Verlauf kommt es zu
Organabsiedlungen der Pilze im Sinne einer
Organmykose und einer Sepsis. Betroffen kdnnen alle
Organe sein, hiufig jedoch die Nieren, Leber, Lungen,
Herz, Augen und das Zentralnervensystem, selten auch
Knochen und Prostata.

Soor-Osophagitis durch Candida albicans bei
immunsupprimiertem Patienten nach Chemotherapie
wegen eines Malignoms.

Infektionen durch Cryptococcus neoformans werden aerogen erworben, zunidchst kommt es zu einer
manchmal blande verlaufenden respiratorischen Infektion bis hin zur Pneumonie. Im weiteren Verlauf
entwickelt sich bei den immer immunsupprimierten Patienten eine Meningitis und/oder Enzephalitis,
die unbehandelt todlich verlduft.

Systemische SproBpilzinfektionen durch Candida-Spezies und Cryptococcus neoformans betreffen
nahezu ausnahmslos disponierte Patienten. Heute kennt man eine Vielzahl zugrundeliegender
Erkrankungen und Faktoren.

Disponierende Faktoren sowie Grunderkrankungen fiir Haut- und Schleimhautinfektionen durch
SproBpilze sowie invasive Mykosen

Dispositionsfaktoren (oft kombiniert) fiir invasive SproBpilzinfektionen

Immunsupprimierende Hiamoblastosen, u. a. akute myeloische Leukidmie, weitere
Erkrankungen Leukidmie-Formen
Immunsuppression Zytostatika-induzierte Neutropenie mit Mukositis,

Stammzell- und Knochenmarktransplantation,

Organtransplantationen (Pancreas- und Leber bevorzugt)
GvH (Graft versus host-Disease)-Reaktion, oft in Kombination mit
einer Zytomegalie-Infektion

T-zelluldre Abwehrschwiéche | angeboren, u. a. Di George-Syndrom, SCID (severe combined
immune deficiency)
erworben, u. a. AIDS

unspezifische Autoimmunendokrinopathiesyndrom

Abwehrschwiche

medikamentdse u. a. Glukokortikosteroide, Ciclosporin A, Mycophenolatmofetil,
Immunsuppression Tacrolimus

(iatrogen)




Weitere Faktoren zentraler Venenkatheter

i.v.-Hyperalimentation

lang dauernde Behandlung mit Breitsprektrumantibiotika

i.v. Drogen-Abusus

Frithgeborene

alte Menschen

z. B. komplizierte chirurgische Eingriffe im Bereich des Abdomens
mit Darméffnung oder nach Darmperforation - Leakage)
Verbrennungen

» Infektionen

Oberflidchliche Infektionen durch Sprofpilze betreffen die Haut, insbesondere die intertrigindsen
Regionen von Fingern, Zehen, Leisten und Achselhohlen, hiufig ist zudem die intertrigindse
Candidose des submamméren Bereichs bei disponierten Patientinnen, u. a. bei Adipositas und/oder
Diabetes mellitus. Daneben sind die Schleimhiute von Mund, Zunge bis hin zum Osophagus und dem
Gastrointestinaltrakt im Sinne eines Soors bzw.
einer Schleimhaut-Candidose oder Candida-
Osophagitis betroffen. Die Vaginalschleimhaut
ist nicht selten Ort einer akuten oder chronisch-
rezidivierenden Candida-Infektion, héufiger
treten  Vaginalmykosen ~ wihrend  der
Schwangerschaft auf.

Intertriginose Candidose der submamméren
Region auf vorbestehender Psoriasis inversa;
massives Wachstum von Candida albicans

Nicht zu vergessen sind SprofBpilz-Infektionen der Hautanhangsgebilde, besonders der Nigel
(Onychomykose), aber auch des Nagelbetts sowie der perionychialen Region (chronische Paronychie)
mit Candida-Arten, an erster Stelle Candida parapsilosis, gefolgt von Candida guilliermondii und
Candida albicans. Die Onychomykose ist manchmal eine echte SproBpilz-Monoinfektion, oft jedoch
eine Mischinfektion von einem Dermatophyten mit einem oder mehreren Sprof3pilzen.

Sekundire Candidose der Haut und Paronychie sowie Onychomykose der Fingernégel bei einer
Patientin mit atopischem Ekzem. Massiver Nachweis von Candida parapsilosis aus Hautschuppen
sowie Nagelspinen. Behandlung mit Ciclopiroxolamin (Batrafen®) lokal.



Candida
parapsilosis auf
Sabouraud-Glukose-
Agar

Klinische Formen invasiver Candida-Infektionen sind die Candiddmie, die auf ein einzelnes Organ
beschrinkte invasive Candidose, die als ausgesprochen selten geltende primire Candida-Pneumonie,
akute disseminierte Candidose (kann mehrere Organe betreffen) und die chronische disseminierte
Candidose (insbesondere Leber, Milz, bekannt als hepatolienale Candidose, aber auch der Niere).

Die Symptome sind in der Regel unspezifisch, Anzeichen fiir eine invasive Candidose sind u. a.
Verschlechterung des Allgemeinzustandes, Fieber (vor allem sog. ,,Antibiotika-resistentes Fieber*),
Unruhe, ZNS-Symptome unklarer Genese, Tachykardie, Tachypnoe, neue Hautlidsionen
(hdmorrhagisch, nodulir) = immer embolisch als Folge einer himatogenen Aussaat der Sprofizellen in
die Haut (sekunddre kutane Candidose), Thrombophlebitis an der Eintrittsstelle des zentralen
Venenkatheters und dessen Funktionsstorung (functio laesa), manchmal auch Sehstorungen (Candida-
Retinitis und -Endophthalmitis).

Jeder diagnostische Nachweis von Sprofipilzen von der Haut und Schleimhaut sollte kritisch
hinterfragt werden, einmal, weil Candida-Spezies zur physiologischen Schleimhautflora gehoren, zum
anderen, weil auf ekzematosen und nidssenden Hautldsionen SproBpilze nicht selten nur als sekundére
Besiedler angesehen werden miissen, der Ubergang zur manifesten Haut- und ~ Schleimhautmykose
kann flieBend sein. Entscheidend ist immer das klinische Bild, nicht der mikrobiologische
SproBpilznachweis. Allenfalls kann basierend auf einer hohen Sprof3zelldichte und vom gleichzeitigen
Befall mehrerer Korperlokalisationen auf eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer
invasiven Mykose geschlossen werden.

Die Diagnosestellung einer invasiven Candidose basiert auf unterschiedlichen Pfeilern, entscheidend
sind hinweisende klinische Symptome und Befunde, jedoch auch die Ergebnisse der bildgebenden
Diagnostik  (Ultraschall, CT, MRT, Rontgen), dariiber hinaus verddchtige Befunde am
Augenhintergrund (bei Tumorpatienten bzw. Neutropenie oft fehlend) und auch endoskopische
Befunde (Osophagus). Der mikrobiologische Nachweis von Candida spp. plus Spezifizierung erfolgt
mikroskopisch, kulturell (Blut, Urin, Liquor und Bioptate) und infektionsserologisch. Relativ
zuverlissig ist der Candida-Mannan-Antigen-Nachweis mit dem Elisa (Platelia®). Zunehmend finden
molekularbiologische =~ Methoden, an erster Stelle Amplifikationstechniken, wie die
Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis von Candida-DNS im Blut Anwendung.
Problematisch ist jedoch nach wie vor die Interpretation von positiven Ergebnissen, da diese einerseits
falsch-positiv sein konnen, andererseits muss nicht jeder richtige Candida-DNS-Nachweis im Blut
auch tatséchlich mit einer invasiven Mykose korrelieren.

Die Interpretation von Antikorper-Nachweisen i. S. und anderen Korperfliissigkeiten erfolgt ebenfalls
unter Vorbehalt, negative Ergebnisse schlieffen eine Infektion nicht aus, beriicksichtigt werden sollte,
dass Anti-Candida-IgM und -IgG bereits infolge einer Schleimhautbesiedlung auftreten, d. h. eine
sichere Unterscheidung zur invasiven Candidose nicht moglich ist.

Beim Einsatz der systemischen Triazolantimykotika, insbesondere in der Hamatologie/Onkologie, hat
seit mehreren Jahren die verminderte In vitro-Empfindlichkeit der SproBpilzisolate, nicht nur von
Candida albicans, sondern auch von Candida glabrata und anderen Spezies, zunehmende Bedeutung.
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Eine verminderte [In vitro-Empfindlichkeit bzw. -Resistenz kann mit einem schlechten
Therapieansprechen bzw. Therapieversagen korreliert sein.
Eine In vitro-Empfindlichkeitstestung kommt immer dann in Betracht, wenn Candida-Spezies auf3er

Candida albicans als ursidchlicher Erreger isoliert werden. Dies betrifft an erster Stelle Candida
glabrata, aber auch Candida krusei, wobei fiir letzteren Sprofpilz gilt, dass sich aufgrund der
intrinsischen Resistenz Fluconazol als Therapeutikum verbietet.

Cryptococcus neoformans-Infektionen

Der SproBpilz Cryptococcus neoformans ist die einzige pathogene Art innerhalb der Gattung
Cryptococcus. Die bekapselte Hefe gehort nicht zur normalen Mikroflora des Menschen, jeder
Nachweis ist ein kontrollbediirftiger Befund mit therapeutischen Konsequenzen. Saprophytire
Cryptococcus-Arten auller Cryptococcus neoformans, die von Haut und Nigeln isoliert werden, sind
apathogen.

Cryptococcus neoformans mit seinen beiden klinisch relevanten Varietiten neoformans (Kapsel-
Serotyen A und D) und gattii (Serotypen B/C) kommt ubiquitédr in der Natur vor. Kryptokokkosen in
Europa werden ausschlieBlich durch Serotypen A/D verursacht. Neuerdings beschrieben wird auch
Cryptococcus neoformans var. grubii als genetisch differente Varietit. Cryptococcus neoformans
grubii et neoformans befallen vorzugsweise immunsupprimierte Patienten, Crypfococcus neoformans
var. gattii dagegen immunkompetente Wirte.

Die Cryptococcus-SproBpilzzellen sind aufgrund ihrer méchtigen aus Polysacchariden bestehenden
Schleimkapsel relativ resistent gegeniiber Umwelteinfliissen, insbesondere gegen Austrocknung, und
bleiben Wochen oder Monate vital und potentiell virulent. Trockene, aufgewirbelte Exkremente im
Bodenstaub werden eingeatmet und fiihren bei immunsupprimierten Patienten zu einer oft
inapparenten Kryptokokkose der Lunge. In der Folge kommt es zur hdmatogenen Aussaat,
vorzugsweise in das ZNS, sehr selten auch in die Haut. Cryptococcus-Zellen werden iiber die Nieren
ausgeschieden. Diese sowie die Prostata bilden nach behandelter Infektion lebenslang ein
Erregerreservoir.

Malassezia-Infektionen

Malassezia ist ein lipophiler Spross- oder Hefepilz, der zur normalen menschlichen Hautflora
gerechnet wird. Es handelt sich um einen fakultativ-pathogenen Erreger, welcher die Fihigkeit besitzt,
unter bestimmten Bedingungen Ursache einer Reihe dermatologischer Erkrankungen zu werden. Dazu
zdhlen Pityriasis  versicolor, Malassezia-Follikulitis (bei immunsupprimierten Patienten),
seborrhoisches Ekzem und Kopfschuppen (letztere Dermatosen sind mit Malassezia globosa und
Malassezia furfur assoziiert).

In den letzten Jahren wurden aufgrund morphologischer, physiologischer, ultrastruktureller und vor
allem molekularbiologischer Untersuchungen neue Taxa den drei bereits bekannten Arten Malassezia
Sfurfur, Malassezia pachydermatis und Malassezia sympodialis hinzugefiigt. Diese umfassen



Malassezia globosa, Malassezia obtusa, Malassezia restricta, Malassezia slooffiae, Malassezia
dermatis sowie Malassezia japonica.

Insbesondere die Spezies Malassezia globosa und Malassezia sympodialis zeichnen verantwortlich fiir
die Pityriasis versicolor, eine sehr hdufige oberflichliche Infektion des Stratum corneum.

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl Mitteilungen iiber systemische Infektionen durch Malassezia in
Form der Katheter-assoziierten Sepsis. Betroffen sind unreife Neugeborene bei diversen kongenitalen
Erkrankungen und immunsupprimierte Erwachsene, die total parenteral erndhrt werden, speziell mit
Fettemulsionen (Intralipid). Dariiber hinaus gibt es auch Mitteilungen {iiber systemische oder
Blutstrominfektionen durch Malassezia pachydermatis, aquiriert von einem Krankenpfleger bzw.
mittelbar von dessen SchoBhiindchen.

Systemische Malassezia-Infektionen imponieren mit pulmonalen Infiltraten, auBerdem Fieber und
Thrombozytopenie. Malassezia aktiviert das Blutgerinnungssystem, wobei dem B-Glukananteil des
SproBpilzes die entscheidende Bedeutung fiir die Verkiirzung der kalziuminduzierten Gerinnungszeit
zukommt.

Zellwandpolysaccharide von Malassezia — Mannan und B-Glukan - sind entscheidend fiir das
Erkennen des Hefepilzes und dessen Bindung an die entsprechenden Mannose- und B-Glukan-
Rezeptoren sowie den Komplement-Typ-3-Rezeptor z. B. der phagozytierenden Zellen — Monozyten
und polymorphkernige Zellen -, die so eine systemische Infektion verhindern konnen.

Trichosporon-Infektionen

Zu den sog. emerging pathogens zdhlen Trichosporon-Arten als Erreger von Systemmykosen. Neben
Trichosporon cutaneum (frither: Trichosporon beigelii) kommt der Spezies Trichosporon asahii
zunehmend Bedeutung zu, nicht zuletzt wegen der geringen In vitro-Empfindlichkeit gegeniiber
verschiedenen  systemischen  Antimykotika. Fiir =~ Amphotericin B  werden minimale
Hemmkonzentrationen von 0,01-4 pg/ml erreicht. Bei Patienten mit einer Trichosporonose versagt die
Behandlung héufig, die Letalitit dieser seltenen Infektion wird bei neutropenischen Patienten, trotz
Behandlung mit Amphotericin B, mit 70 % angegeben. Fiir 5-Flucytosin gibt es neben empfindlichen,
auch resistente Stimme. Die Azole - Miconazol, Itraconazol, Ketoconazol und Voriconazol - haben
eine hohere In vitro-Aktivitit, als Amphotericin B.

Gerade wurde iiber eine sog. Durchbruch (breakthrough)-Infektion durch Trichosporon asahii bei
einem neutropenischen Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie unter Posaconazol-Prophylaxe
berichtet. Diese Trichosporonose lie3 sich durch kombinierte Gabe von liposomalem Amphotericin B
und Voriconazol erfolgreich behandeln.

Geotrichum-Infektionen

Sehr selten sind Geotrichosen, ausnahmslos immunsupprimierte Patienten betreffend, hervorgerufen
durch Geotrichum candidum und Geotrichum capitatum (alte Taxonomie Trichosporon capitatum
oder Blastoschizomyces capitatus). Geotrichum candidum (“Milchschimmel” = Trivialname) gehort
zur Gattung Geotrichum. Taxonomisch ordnet man diesen Pilz jedoch bei den SproBpilzen ein, zur
Klasse der Endomycetes bei den Ascomycota gehdrend. Der in der Regel als apathogen angesehene
Pilz kommt in Sauermilch, Dickmilch, Joghurt, Quark, Kise (zur Reifung, Aromatisierung) und auf
Gemiise (Tomaten!) vor. Gelegentlich kann Geotrichum candidum im Vaginalsekret nachgewiesen
werden z. B. nach Vaginalspiilungen, wenn durch Natur- bzw. Milchprodukte das saure
Scheidenmilieu wieder hergestellt werden soll. Geotrichum candidum wird sehr hiufig im Stuhl
gefunden. Ein Teil der Staimme wichst bei 37°C, woraus sich erklirt, dass — wenngleich selten -
systemische Infektionen auftreten konnen.

Geotrichum capitatum wird gelegentlich saprophytdr wachsend im Tracheal- und Bronchialsekret
angetroffen, ohne dass diesem Umstand pathognomonische Bedeutung zukommt. Systemische
Infektionen sind jedoch beschrieben worden. Interessanterweise werden Infektionen durch Geotrichum
capitatum manchmal zufillig aufgrund der bekannten Kreuzreaktivitit des Aspergillus-
Galactomannan-Antigen-Nachweises entdeckt. Bei diesen Patienten ist der Aspergillus-
Antigennachweis positiv, ohne dass es mikrobiologische oder klinische Zeichen fiir eine Aspergillose
gibt, und man deshalb auch an eine Trichosporonose denken sollte.

Saccharomyces cerevisiae-Infektionen



Saccharomyces cerevisiae — Biacker- oder Bierhefe — gilt selbstverstdndlich als apathogen. Trotzdem
gibt es Beschreibungen von Fungidmien bei neutropenischen Patienten, z. B. nach einer
prophylaktischen Gabe von Saccharomyces boulardii zum Darmaufbau. Bekannt ist, dass
Saccharomyces cerevisiae in vitro gegeniiber Azol-Antimykotika resistent sein kann. Beschrieben
wurde der erfolgreiche Einsatz von konventionellem Amphotericin B.

Pichia anomala-Infektionen

Pichia anomala (Anamorph Candida pelliculosa) ist ebenfalls ein neuer, zunehmend isolierter Erreger
von invasiven Mykosen und Fungimien. Amphotericin B, allein oder in Komination mit 5-Flucytosin,
sowie Fluconazol wurden erfolgreich zur Therapie dieser Infektion eingesetzt, wobei im Einzelfall mit
einem Therapieversagen zu rechnen ist.

Erreger oberfldchlicher und invasiver SproBpilz-Infektionen

Krankheitsbild Erreger

Hautinfektionen Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida krusei,

Trichosporon cutaneum

Malassezia spp.

Sehr selten: Cryptococcus neoformans (primére
und sekundire kutane Kryptokokkosen)

Schleimhautinfektionen Orointestinaltrakt Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida tropicalis

Vaginalmykosen Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei,

selten: Candida tropicalis,
sehr selten Sacccharomyces cerevisiae
(Vaginitis)

Nagelinfektionen Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,
Candida albicans

selten: Candida tropicalis, Candida glabrata, C.
lipolytica, C. famata, C. krusei, C. zeylanoides,
C. kefyr, Trichosporon cutaneum, Trichosporon
mucoides, Geotrichum capitatum

Fungimien durch SproBpilze/Invasive Candida albicans, Candida glabrata, Candida
Infektionen/Organmykosen tropicalis, Candida parapsilosis (fast immer
ZVK-assoziiert)

selten: Candida krusei, Candida guilliermondii,
Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida
dubliniensis, Candida lipolytica, Candida famata
Cryptococcus neoformans,

sehr seltene Erreger:

Trichosporon asahii, Trichosporon cutaneum,
Geotrichum candidum, Geotrichum capitatum,
Malassezia spp. (Fungédmien), u. a. Malassezia
Sfurfur, Malassezia pachydermatis
Saccharomyces cerevisiae

Pichia anomala (Anamorph Candida pelliculosa)
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Methoden zur Resistenztestung von Sprofpilzen
Dr. med. Ralf Fleck

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitidtsklinikum Mannheim gGmbH,
Mannheim

Zur systemischen Behandlung von Sprofpilzinfektionen stehen grundsitzlich Antimykotika aus den
folgenden 4 Wirkstoffgruppen zur Verfiigung:

Gruppe Beispiele Wirkmechanismus

Polyene Amphotericin B Ergosterol

Azole Fluconazol, Voriconazol, Posaconazol Ergosterolsynthese
Itraconazol, Ketoconazol

Echinocandine Caspofungin, Anidulafungin Beta-1,3 Glucansynthese
Micafungin

Pyrimidine Flucytosin (SFC) DNA-Synthese

Testmethoden:

1) Bouillondilution:

z.B.: CLSI M27 A2 (Goldstandard), EUCAST E.Dis 7.1, DIN58940-84, verschiedene kommerzielle
Verfahren, teilweise mit Indikatormedien

Durchfiihrung: Verdiinnungsreihe in Mikrotiterplatte (meist modifiziertes RPMI-Medium), Ablesung
der MHK unterschiedlich bei verschiedenen Wirkstoffgruppen (z.B. komplette Inhibition bei
Polyenen, deutliche Inhibition im Vergleich zur Wachstumskontrolle bei Azolen)

Probleme: Trailing Growth bei Azolen; fehlende Breakpoints fiir die meisten Wirkstoffe, sehr
aufwendig

2) Agardiffusion:

z.B. CLSI M44-A (Papierblittchen); Neo-Sensitabs® (Tabletten)

Durchfiihrung: Auf Miiller-Hinton-Agar mit Methylenblau-Zusatz (verhindert Trailing) wie bei der
Testung von Bakterien, relativ einfach durchfiihrbar

Probleme: Nur fiir Fluconazol und Voriconazol; C. glabrata wird haufig filschlich als resistent
eingestuft.

3) E-Test®:

Durchfiihrung: Agardiffusion auf modifiziertem RPMI-Agar mit Kunststoffstreifen, welcher einen
Gradient der Wirkstoffkonzentrationen enthilt. MHK kann direkt am Streifen abgelesen werden,
relativ einfach durchfiihrbar.

Probleme: teuer(!), Trailing Growth bei Azolen; fehlende Breakpoints fiir die meisten Wirkstoffe

Trailing Growth bei Azolen (E-Test und Mikrodilution)




Anschrift:
Dr. med. R. Fleck

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Universitatsklinikum Mannheim gGmbH

Haus 22

Theodor Kutzer Ufer 1-3
68167 Mannheim

Tel.: 0621-383-2695
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Erste Erfahrungen mit der automatisierten Resistenztestung von Sprofpilzen im Vitek I1

Prof. Dr. med. Reinhard Kappe und Dipl.-Biol. Erika Fuchs

Institut fiir medizinische Laboratoriumsdiagnostik und Mikrobiologie, Siidharz-Krankenhaus
Nordhausen gGmbH

Hintergrund. Die Karte zur Pilz-Resistenz-Testung im vollautomatischen Vitek 2 (bioMerieux,
Niirtingen, Deutschland) ist seit 2007 auch in Deutschland kommerziell verfiigbar. Sie ermdglicht die
Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen (MHKs) der vier Antimykotika Amphotericin B
(AmB), Fluconazol (Fluco), 5-Fluorcytosin (5-FC) und Voriconazol (Vori) gegen Sprofpilze. Fiir
Fluconazol stimmten die Ergebnisse gut iiberein mit denjenigen der Mikrodilutions-Referenz-Methode

des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Wayne, PA, USA (1).

Material und Methoden. Vitek 2, Pilz-Resistenzkarten AST-YSO01, 13 Hefestimme.
Resultate. Siehe Tab 1.

Tab. 1.
Nr. | Hefestamm Vitek 2 - MHK [pg/ml] Zeit* | Log,-Abw. v.
AmB Fluco | 5-FC Vori [h] Sollwert**
1 | Candida albicans ATCC 90028 0,5 <=1 <=1 <=0,12 | 14,25 0
2 | Candida albicans VA9312/07 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 14,00 ND
3 | Candida albicans UR8920/07 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 13,25 ND
4 | Candida albicans UR8942/07 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 14,00 ND
5 | Candida albicans UR9264/07 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 14,50 ND
6 | Candida albicans B833/96 (Fluco <=0,25 >=64 <=1 1 12,25 0
resistent)
7 | Candida dubliniensis ST1710 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 14,00 ND
8 | Candida tropicalis BK2627/07 <=0,25 <=1 32 <=0,12 | 14,50 0
9 | Candida parapsilosis ATCC 22019 <=0,25 2 = <=0,12 | 16,00 0
10 | Candida krusei ATCC 6258 0,5 16 8 <=0,12 | 18,50 0
11 | Candida glabrata DSM 70614 0,5 4 <=1 <=0,12 | 17,25 0
12 | Candida lusitaniae VA102891/04 <=0,25 <=1 <=1 <=0,12 | 14,00 ND
13 | Cryptococcus neoformans DSM <=0,25 2 2 KE 22,25 ND
70219

*Zeit bis zur Ermittlung des Ergebnisses, **CLSI-Mikrodilutions-Referenzmethode, ND nicht
durchgefiihrt, KE kein Ergebnis

Diskussion. Die Vitek 2 — MHK-Ergebnisse wichen bei den 13 untersuchten Hefestimmen und den
vier getesteten Antimykotika in keinem Fall um mehr als eine Log,-Verdiinnungs-Stufe von den
CLSI-Referenz-Werten ab.
Schlufifolgerung. Das Vitek 2 — System ermittelte zuverlédssig die Empfindlichkeit von Candida spp.
und Cryptococcus neoformans gegen Amphotericin B, Fluconazol und 5-Fluorcytosin und von



Candida spp. auch gegen Voriconazol innerhalb von 12,25 bis 22,25 Stunden (durchschnittlich 15,31
Stunden).

Literatur.
1. Pfaller MA, Diekema DJ, Procop GW, Rinaldi MG. Multicenter comparison of the VITEK 2
yeast susceptbility test with the CLSI broth microdilution reference method for testeing
fluconazole against Candida spp. J. Clin. Microbiol. 2007, 45:796-802.
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Einleitung

Die Kokzidioidomykose gehort zusammen mit der Histoplasmose zu den héufigsten endemischen
Pilzinfektionen in den USA. Hauptendemiegebiete sind die Wiistenzonen von Kalifornien, Arizona
und Texas. Weitere ausgedehnte Herde finden sich in New Mexico, Zentral- und Stidamerika.

Die Kokzidioidomykose tritt in Europa meistens als Reiseerkrankung auf. Als Infektionsweg kommt
fast ausschlieBlich die Inhalation von Pilzsporen vor, die in Endemiegebieten bei BaumaBnahmen
bzw. Ausgrabungen freigesetzt oder nach Sandstiirmen, nach Erdbeben, usw. aus dem Erdboden
aufgewirbelt werden. Ursache von Infektionen konnen in Ausnahmefillen auch infizierte Gegenstinde
(sporenhaltiger Staub an Textilien, Holz und pflanzliches Material), die aus endemischen Gebieten
stammen, sein. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch bzw. vom Tier auf den Menschen kann
nahezu ausgeschlossen werden. Das Konsiliarlabor fiir auflereuropdische Systemmykose-Erreger in
Deutschland am Robert Koch-Institut in Berlin erfasst bis zu 10 Neuerkrankungen pro Jahr, geht aber
von einer deutlich héheren Zahl an unerkannten Infektionen aus. Aufgrund der hohen Virulenz des
Erregers ist schon mehrmals von Laborinfektionen durch Coccidioides spp. berichtet worden. Diese
Laborinfektionen machen strenge Vorsichtmanahmen, die allein schon durch den Verdacht auf das
Vorliegen des Erregers begriindet sind, erforderlich.

Die Gattung Coccidioides beinhaltet zwei Arten: Coccidioides immitis und Coccidioides posadasii.
Coccidioides spp. ist ein dimorpher Pilz (s.u. Lebenszyklus). 2002 wurde die bisherige Spezies
Coccidioides immitis in diese beiden Spezies aufgespaltet. Die Unterscheidung ist nur
molekularbiologisch z.B. mittels RLFP der gesamten ITS-Region oder am einfachsten durch
Amplifikation und Sequenzierung des ITS2-Bereiches moglich. Coccidioides posadasii ist in Nord-
und Sidamerika weit verbreitet, das Vorkommen von Coccidioides immitis beschriankt sich
hauptsichlich auf ein Gebiet im St. Joaquin Valley in Kalifornien. Daneben gibt es - allerdings in sehr
geringer Anzahl - Gegenden, in denen beide Spezies vorkommen. Die beiden Spezies unterscheiden
sich weder mikromorphologisch noch infektiologisch.
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Coccidioides spp. ist ein dimorpher Pilz, der als Saprophyt in seiner Myzelform in trockenen
(Wiisten-) Boden vorkommt und dort Arthrokonidien (Arthrosporen) bildet, die hoch-infektios fiir den
Menschen und bestimmte Haustiere, besonders Hunde, sind. Die parasitidre Phase kommt nur bei einer
Infektion im Menschen und Tier vor. Die Inkubationszeit betrdgt ca. 1 — 4 Wochen; es kann jedoch
mehrere Jahre nach dem Primérbefall der Lunge zu einer Dissemination kommen! Es werden zwei
Manifestationsformen der Erkrankung beobachtet: die primidre Infektion der Lunge und die
disseminierte Kokzidioidomykose mit Beteiligung aller parenchymatdsen Organe, wobei Haut-, Hirn-
oder Knochenmanifestationen imponieren. Bei 60 % der Infizierten verldauft die Infektion
asymptomatisch. Insbesondere bei Immunsupprimierten werden schwere Krankheitsverldufe
beobachtet, die von Rezidiven geprigt sein und unbehandelt einen letalen Verlauf nehmen kdnnen.
Die Therapiedauer umfasst mehrere Monate bis Jahre.

Fallbericht

Wir berichten von einer 52-jdhrigen Patientin mit knotig-ulzerierenden Hautverinderungen nach
einem Aufenthalt in Arizona im April 2005. Die Diagnose einer Sarkoidose war erstmalig 1992
gestellt worden. Seit 2003 wurde die Patientin mit Prednisolon und Methotrexat (MTX) therapiert.
Zum Aufnahmezeitpunkt im September 2005 lautete die Einweisungsdiagnose aufgrund der bekannten
Vorerkrankung ,,Kutane Sarkoidose®. An den Oberschenkeln, Gesdl und Flanken sowie dem
Handriicken zeigten sich bis maximal 2 cm grofBe livid-rote Infiltrate, die zentral zum Teil nekrotisch-
eitrig zerfielen. Zusitzlich bestanden noch ein quilender Reizhusten und eine Dyspnoe.

Diagnostik
Klinisch: Im Thorax-CT von Mai 2005 waren multiple, vor allem beidseits hildr vergroBerte
Lymphknoten sowie Lungeninfiltrate links im Mittel- und Unterfeld auffillig.

Pathologische Laborparameter: CRP 45,6 mg/l, Leukozyten 15,04 Gpt/l, Lymphozyten 8 %,
Eosinophile 7 %, y-GT 2,08 pkat/l, LDH 4,22 pkat/l.

Histologie: Im HE-Priparat der Haut fand sich eine follikelzentrierte, chronisch fortdauernde
granulomatds-abszedierende Entziindung mit unterschiedlich groBlen Abszessen in der Dermis und
dem subkutanen Fettgewebe sowie riesenzellhaltige Epitheloidzellgranulome mit kleinherdigen
Nekrosen. Im entziindlichen Exsudat waren vereinzelt auffillige, dickwandige, rundliche, bis ca. 50
um grofe, sog. Sphirulen erkennbar Abb. 1.

Mikrobiologie: Von einem ulzerierenden Hautknoten am Gesdll wurde routineméBig ein Abstrich
gemacht und zur mikrobiologischen Untersuchung eingesandt. Dort zeigten sich am dritten Tag auf
verschiedenen Medien (Blutagar, Kochblutagar und Hirn-Herz-Bouillon) Kolonien mit
schimmelpilzartigem Wachstum. Diese Platten wurden dem Mykologischen Labor zur weiteren
Differenzierung iibergeben. Mikroskopisch zeigte sich steriles Myzel und es erfolgte eine
routinemiBige Uberimpfung auf Malz-Agar und anschlieBende Inkubation sowohl bei
Raumtemperatur, als auch bei 37°C. Nach zwei Tagen =zeigten die Subkulturen
temperaturunabhiingiges, gutes Wachstum mit flauschigem Aussehen und weillicher Pigmentierung.
Abb. 2. Zu diesem Zeitpunkt war die Mikromorphologie nicht richtungweisend, eine Konidienbildung
war nicht erkennbar. Der Befund der inzwischen abgeschlossenen histologischen Untersuchung
lautete: Verdacht auf auBereuropidische Systemmykose, moglicherweise Blastomykose. Demzufolge
wurden die Kulturpriparate wiederholt auf charakteristische Strukturen von Blastomyces dermatitidis
(auf breiter Basis Sproflende Hefezellen) sowie anderer Erreger, unter anderem auch Coccidioides
spp., untersucht. Der Nachweis von Arthrosporen im Lactophenolbaumwollblau-Priparat, identisches
kulturelles Wachstum bei RT und 37°C sowie eine fehlende Hefephase bei 37°C erhirteten den
Verdacht auf Coccidioides spp. Es wurde erneut eine Probe (Wundabstrich) von einem Hautknoten am
Gesdl mit Blankophor vorbehandelt und fluoreszenzoptisch untersucht. Die im Eiter nativ
nachgewiesenen Sphirulen bestitigten den histologischen und kulturellen Befund. Abb. 3

Kommentar: Bei hoher Erregerlast sind diese mikromorphologischen Korrelate in der Regel
nachweisbar. Diese Form ist selber nicht infektios und enthélt die ca. 2-5 um gro3en Endosporen, die
nach dem Aufbrechen der Sphirule freigesetzt werden und im Korper ihrerseits wieder zur
Sphérulenbildung befidhigt sind. In der Natur kommt, wie bereits erwihnt, der Erreger im Erdboden
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nur als Schimmelpilz in der Myzelphase mit der Arthrokonidienbildung vor. Die Sphirulenbildung
findet ausschlieflich im Organismus statt! Abb. 4

Die angeziichteten Kulturen, Patientenserum und die histologischen Prédparate wurden unter
Beachtung der Versandbestimmungen per Kurierdienst an das Mykologische Konsiliarlabor im RKI
Berlin geschickt. Dort wurde das eingesandte Isolat mittels Gensonde als Coccidioides spp. bestitigt
und abschlieBend durch PCR und Sequenzierung als Coccidioides posadasii identifiziert. Der Titer in
der Komplementbindungsreaktion (KBR) gegen Coccidioides ergab 1:32, der IgG-
Antikorpernachweis im Westernblot war positiv, der entsprechende IgM-Nachweis negativ. Die Hohe
des KBR-Titers (Titer ab 1:2 gelten als positiv) sowie das Ergebnis aus dem Westernblot wurden als
florides Geschehen bei einer Infektion durch Coccidioides spp. interpretiert. Inzwischen hatte eine
Auslandsanamnese einen Aufenthalt in Arizona im April 2005 ergeben, nach dessen Riickkehr die
Patientin einen Monat spiter wegen eines nur schwer therapierbaren, pneumonischen Geschehens fiir
sechs Wochen in einem regionalen Lungenfachkrankenhaus behandelt wurde. Ein Erregernachweis
war dort nicht erfolgt.

Therapie und Krankheitsverlauf

Die mit Amphotericin B begonnene Therapie musste wegen Nephrotoxizitit ab dem 4.
Behandlungstag auf Itraconazol umgestellt werden. Diese Therapie wurde mit einer Tagesdosis von
Itraconazol (Sempera®) 400 mg/d (2 x 200 mg/d) iiber 5 Monate fortgefiihrt. Einen Monat nach
Therapiebeginn waren die Lungeninfiltrate im CT vollstindig zuriickgebildet und die hildren
Lymphknoten deutlich verkleinert. Nach 3 Monaten waren die Hautverdnderungen abgeheilt. Die
Therapie wurde nach insgesamt S5-monatiger Gabe von Sempera® bei normalisierten
Entziindungswerten und einer Coccidioides-KBR mit einem Titer von 1:4 bei weiterhin positiven IgG-
Antikorpernachweis gegen Coccidioides spp. im Western blot beendet.

Etwa 10 Monate spiter wurde die Patientin im November 2006 mit zwei neuen Abszessen am
Abdomen und Gesidl vorstellig. Der CRP-Wert war mit 22,4 mg/l nur diskret erhoht. Der
mykologisch-kulturelle und histologische Befund ergab erneut eine Kokzidioidomykose, der Titer der
Coccidioides-spezifischen KBR war 1:8. In Abstimmung mit dem Pulmologen wurde die
immunsuppressive Sarkoidose-Therapie reduziert und bis zum jetzigen Zeitpunkt abgesetzt. Die
antimykotische Therapie wurde erneut aufgenommen, jedoch auf Posaconazol (Noxafil®), 2 x 400
mg/d umgestellt. Diese Therapie wird gegenwirtig fortgefithrt und bis auf leichte Ubelkeit gut
toleriert. Klinisch konnte eine Abheilung der Hautldsionen beobachtet werden, aber nicht
mykologisch. Aus dem Narbenbereich liel sich Coccidioides posadasii jedoch noch im Mirz 2007
kulturell nachweisen. Die aktuelle KBR betrigt 1:4 bei sonst unverindertem serologischem Befund.
Kokzidioidomykose richtet sich nach der klinischen Manifestation und dem Immunstatus bzw. der
Grunderkrankung des Patienten. Bei immunsupprimierten Patienten kann eine lebenslange Therapie
erforderlich sein.

Laborinfektionen und Schutzmafinahmen

Aufgrund der hohen Infektiositdt von Coccidioides spp. kommt es immer wieder zu Laborinfektionen,
die mit schweren Verldufen einhergehen konnen. Dies macht beim Verdacht auf das Vorliegen dieses
Erregers, sowie bei anderen Erregern der Risikogruppe 3, strenge Vorsichtsmafinahmen erforderlich.
Mitarbeiter von mikrobiologischen Routinelabors sind wegen der Seltenheit der Erreger der
Risikogruppe 3 in kulturellen Untersuchungsmaterialien zuwenig fiir die von ihnen ausgehenden
Gefahren sensibilisiert, hdufig fehlt daher auch die Erfahrung fiir den Umgang mit Pilzen dieser
Risikogruppe. Bei fehlendem Hinweis des FEinsenders auf den Aufenthalt des Patienten in
Endemiegebieten (héufig fehlende Reiseanamnese!) werden aus verschiedenen
Untersuchungsmaterialien angeziichtete Schimmelpilzisolate oft ohne die nétige Vorsicht behandelt
und Schimmelpilze als harmlose Anflugkeime oder Laborkontaminanten betrachtet. Spezielle
Kenntnisse sind hilfreich, wie zum Beispiel bei Coccidioides spp., der sowohl bei Raumtemperatur als
auch bei 37°C als Fadenpilz wichst. Im Gegensatz dazu stehen die auBereuropdischen Mykose-
Erreger der Histoplasmose, Blastomykose und Parakokzidioidomykose, die bei Raumtemperatur
Myzelwachstum zeigen, bei 37°C jedoch iiberwiegend eine Hefeform entwickeln.

Hiufig wird die Verdachtsdiagnose auf einen Erreger einer aulereuropéischen Systemmykose zu spit
gestellt und damit kann es zu einer erheblichen Gefiahrdung des Laborpersonals kommen.
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Demzufolge ist es erforderlich, grundsitzlich die einschligig bekannten Vorsichtsmanahmen im
Labor einzuhalten. Im Falle einer vermuteten oder unbeabsichtigten Freisetzung von infektidsen
Erregern aus dieser Risikogruppe miissen die notwendigen diagnostischen Schritte unternommen und
gegebenenfalls eine Behandlung initiiert werden.

Beim ungeschiitzten Kontakt mit den Pilzen der Risikogruppe 3 werden folgende MaBnahmen
eingeleitet:

1. Ausreichende Desinfektionen des kontaminierten Bereiches, von Geritschaften, der
Arbeitskleidung, usw.; Gefahrdung von Mitarbeitern und anderer Personen ausschlie3en.

2. Behandeln wie ein Unfall. Meldung an die Berufsgenossenschaft wegen zu erwartender hoher
Untersuchungs- und noch hoherer Behandlungskosten.

3. Namentliche Auflistung anderer betroffenen Mitarbeiter, falls gegeben.

4. Information an den Vorgesetzten, den Betriebsarzt und die/den Sicherheitsbeauftragte(n) des Labors
bzw. Krankenhauses.
5. Blutabnahme von allen Betroffenen méglichst innerhalb von 1-2 Tagen, danach Kennzeichnen und
Einfrieren von Seren. Eine zweite Blutabnahme wird bei den Personen durchgefiihrt, die innerhalb von
vier Wochen nach dem moglichen Kontakt mit einem Erreger der Risikogruppe 3 Symptome einer
Infektion in Form eines unklaren grippalen oder respiratorischen Infektes zeigten. Das erste und
zweite Serum dieser Mitarbeiter wird an das Konsiliarlabor fiir auBereuropdische Systemmykose-
Erreger mit dem auf der Homepage des Robert Koch-Instituts (www.rki.de) unter
Infektionskrankheiten A-Z, Mykosen, abrufbaren Untersuchungsauftrag eingesandt. Ein telefonischer
Kontakt steht ebenfalls zur Verfiigung.
5. Eine Therapieentscheidung erfolgt je nach klinischer, kultureller und serologischer Konstellation.

Stufendiagnostik bei klinischem Verdacht auf auflereuropdische Systemmykosen: (Histoplasmose,
Kokzidioidomykose, Blastomykose, Parakokzidioidomykose).

1. Kontakt mit dem Einsender aufnehmen. Vordringlich sind:

a) Fragen auf das Vorliegen oder den Verdacht einer auBereuropdischen Systemmykose,

b) die Erhebung einer Reiseanamnese

c) die akute klinische Symptomatik.

2. Herstellen von mykologischen Nativpriparaten (Blankophor, Gram, Giemsa)

3. Anlegen der Kulturen bei 37°C und RT auf verschiedenen Medien: Sabouraud-, Hirn-Herz-, Malz-
Agar und Hirn-Herz-Fliissigmedium.

Bemerkung: Grundsitzlich sind die Myzelphasen der in Frage kommenden Erreger mit ihren sich nach
5 — 7 Tagen bildenden und leicht ablosbaren Konidien oder Arthrosporen als besonders gefihrlich
anzusehen. Nicht nur Coccidioides spp. bildet bei 37°C die hochinfektiosen Arthrokonidien, auch
Histoplasma capsulatum kann bei 37°C neben iiberwiegendem Hefewachstum infektidse
Mikrokonidien bilden!

SicherheitsmaBnahmen

1. Die Benutzung von Sicherheitsbinken der Klasse 2 ist besonders beim Arbeiten mit
Schimmelpilzen unbekannter Herkunft obligat. Die Benutzung von Mund- und
Nasenschutzmasken ist nicht sehr hilfreich. Das Tragen von Laborhandschuhen ist
erforderlich, da die Hinde besonders gefdhrdet sind und somit einen gewissen Schutz gegen
Kontamination darstellen. Die Unterarme sind ebenfalls erhoht gefdhrdet, spezielle
Laborhandschuhe oder andere MaBnahmen konnen zu einer Verringerung des
Infektionsrisikos beitragen. Ringe, anderer Schmuck oder Uhren diirfen unter der Werkbank
nicht getragen werden.

2. Beim Transport von Pilzkulturen kann es durch das bloe Bewegen (die Kulturschalen weisen
Beliiftungsnocken auf!), das Herunterfallen von Kulturplatten oder Glasbruch von
Schrédgagarrohrchen zur Streuung von Erregern kommen. Generell erweisen sich Glasrohrchen
zur Vermeidung der Freisetzung von Pilzsporen geeigneter als Platten. Die Wattestopfen
miissen fixiert sein, z.B. durch Parafilm®. Eine Absicherung durch einen zweiten,
transparenten Plastikbehilter erhoht die Sicherheit.
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3. Eine deutliche Kennzeichnung verdichtiger Kulturen und eine von der Routine getrennte
Aufbewahrung sind erforderlich.

4. Kontakt mit dem Kliniker aufnehmen und nach einer Veranlassung bzw. dem Ergebnis
pilzspezifischer Farbungen (Grocott, PAS) von Schnittpriparaten fragen, gegebenenfalls diese
veranlassen.

5. Bei erhirtetem Verdacht auf auBereuropidische Mykose folgende Materialien an das RKI in
Berlin schicken:

» Untersuchungsantrag mit ausfiihrlicher Anamnese des Patienten.

» Erreger-Isolat als Schrig-Kultur, Stichkultur o. 4. unter Beachtung der
Versandbestimmungen (s. u.). Die Vermeidung von Glasmaterial hat Vorrang,
andernfalls gut gegen Glasbruch sichern.

» Patientenserum

» Vorhandene, gefirbte Schnittpraparate (HE, PAS, Grocott) und zusitzlich zwei
ungefirbte Leerschnitte Die Originalkulturen werden nur mit Kurierdienst TNT als
,Diagnostische Proben* Kategorie B, UN-Nr. 3373, Verpackung P650 befordert. Der
Postweg ist fiir die lebenden Pilzerreger der Risikogruppe 3 untersagt. Fixierte bzw.
gefarbte Schnittpriparate und Leerschnitte konnen mit der Bundespost ohne
besondere Kennzeichnung versandt werden, Patientenserum als ,,.Diagnostische
Proben‘ UN-Nr. 3373, Verpackung P650.

Bitte beachten:

Eine telefonische Ankiindigung des Untersuchungsmaterials im Mykologischen Labor des RKI Berlin
wird empfohlen.

Nicht versendetes Kulturmaterial verbleibt im eigenen Labor mindestens bis zur Bestitigung des
Eingangs im Konsiliarlabor, besser jedoch bis zum Eintreffen des Befundes vom RKI. Danach miissen
im Falle der Bestitigung eines Erregers der Risikogruppe 3 alle angelegten Original- und Subkulturen
sicher vernichtet werden, da gezieltes Arbeiten mit diesen Erregern eine spezielle Genehmigung
erfordert und nur in einem L3-Labor durchgefiihrt werden darf.
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Abb. 1
a) Riesenzellhaltige
Epitheloidzellgranulome mit

kleinherdigen Nekrosen. HE-
Fiarbung, VergroBerung x 32
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b) Sphérule von Coccidioides
posadasi. HE-Férbung,
VergroBerung x 130.

Abb. 2
WeiBliches, flauschig-watteartiges Wachstum von

Coccidioides posadasii auf Sabouraud- und Malz-Agar nach
10 Tagen Inkubation bei 37°C.

Abb. 3

Blankophor-geférbtes Nativprdparat vom
Eiter (Wundabstrich vom ulzerierenden
Hautknoten) mit typischen Sphirulen von
Coccidioides posadasii. VergroBBerung x 65
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Abb. 4
Lebenszyklus von Coccidioides-Arten (Kwon-Chung K.J, Bennet J.E. Medical Mycology.
Philadelphia: Lea & Febiger, 1992.)
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Fig. 15.14. Saprophytic and parasitic life eycles of Coecidioudes tmamifiz (arrow represents oblig-
atory steps, while broken arrow indicates nonobligatory steps). 1, Liberated arthroconidia, 2,
Germinating spore (arthroconidia or endospore). 3, Hyphae with multinucleate sporophore. 4,
Bynchronoug septation in a gporophore. 5, Arthroconidial formation. 6, Swollen arthroconidia. 7,
Young B.ELheml.e. 8, Multinucleate spherule. 9, Spherule with thickened wall. 10 and 11, Spherule
with multiple cleavage planes that divide protoplasm. 12, Mature spherule with endospores, 13,
Ruptured apherule releasing endospores. 14, Freed endospores.
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Stellenwert von Antigen- und Antikorpertesten in der Diagnostik der invasiven Candidose

PD Dr. med. Dagmar Rimek
Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz, Dezernat Medizinische
Mikrobiologie, Erfurt

Zur Diagnostik invasiver Candidosen stehen neben dem direkten Erregernachweis mittels Mikroskopie
und Kultur auch serologische Methoden — Antigen- und Antikorperteste — zur Verfiigung. Bei
oberfldchlichen Haut- oder Schleimhautcandidosen ist eine serologische Diagnostik nicht indiziert.

Candida-Antigennachweis

Fiir den Candida-Antigennachweis aus Serum stehen kommerzielle Latexagglutinationsteste (LAT)
und Enzymimmunoassays (EIA) zur Verfiigung.

Ein seit langem verfiigbarer LAT zum Nachweis eines thermolabilen Neo-Antigens ist der sogenannte
CandTec-Test (Fa. Ramco, Vertrieb Fa. Biermann). Dieses Neo-Antigen soll mit Komplexen aus
Mannan und IgM identisch sein. Der vom Hersteller angegebene cut-off von = 1 : 4. wird von den
meisten Autoren akzeptiert, ist jedoch in der Literatur durchaus umstritten. Bei Immunkompetenten
kann die Anhebung des Grenzwertes auf 1 : 16 die Spezifitit verbessern. Der Test ist wenig sensitiv
mit Angaben zwischen 25 - 87% und insbesondere bei Immunsupprimierten hiufig falsch negativ. Ein
anderer LAT ist der Pastorex Candida (Fa. Bio-Rad). Dieser Test weist Candida-Mannan im Serum
nach, basierend auf dem monoklonalen Rattenantikérper EB-CA1, der gegen Mannanantigen von
Candida albicans gerichtet ist. Der Test hat mit einem Grenztiter von 1 : 1 eine Nachweisgrenze von
2,5 ng Mannan pro ml Serum. Er zeigt mit 100% eine hohe Spezifitit, die Sensitivitit ist mit 25 - 53%
aber gering.

Zur Verbesserung der Nachweisgrenze des zuletzt genannten Mannan-LAT steht seit 1999 der
Platelia® Candida Mannan Antigen Enzymimmunoassay (Fa. Bio-Rad) zur Verfiigung. Dieser
Sandwich-EIA beruht auf dem gleichen Antikorper wie der Pastorex LAT, ist jedoch 10-fach
empfindlicher mit einer Nachweisgrenze von 0,25 ng Mannan pro ml Serum. Ab 0,5 ng/ml wird ein
Resultat als positiv bewertet. Westernblotuntersuchungen und Untersuchungen mit Candida-
Antigensuspensionen ergaben Kreuzreaktionen auch mit Mannanen von den klinisch relevanten
Spezies Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida lusitaniae, Candida
famata, Candida guilliermondii und schwicher mit Candida krusei und Candida parapsilosis.
Bisherige klinische Studien erbrachten sehr unterschiedliche Ergebnisse. So wurde die Sensitivitét des
Testes mit 40 - 86% angegeben, die Spezifitit lag je nach untersuchter Patientengruppe zwischen 32 -
98%. Insbesondere ist es fraglich, ob mit dem Mannan-Nachweis aus Serum eine Unterscheidung
zwischen Candida-Kolonisation und invasiver Candidose getroffen werden kann. In einer Arbeit
wurde gezeigt, dass bei Candida-Meningitis auch Liquor als Untersuchungsmaterial geeignet war.

Ein zweiter EIA ist der SERION ELISA antigen Candida (Fa. Virion-Serion). Dieser Test beruht auf
einem polyklonalen anti-Mannan-Antikérper vom Kaninchen. Mittels Ein-Punkt-Quantifizierung
werden anhand eines Standards Einheiten pro ml berechnet. Der Grenzwert liegt bei 2,3 U/ml.
Sensitivitét (67-80 %) und Spezifitit (93 %) sind laut Herstellerangabe hoch, klinische Studien wurden
zu diesem Test allerdings noch nicht veroffentlicht.

Candida-Antikorpernachweis
Fiir Candida-Antikorpernachweise gilt:
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- Die hiufig vorhandene kommensale Besiedlung des Menschen mit Candida spp. bedingt einen
geringgradigen Antikorper-Basistiter in der Bevolkerung. Dieser Grundtiter muss bei der
Bewertung der Hohe von Candida-Antikorper-Bestimmungen berlicksichtigt werden. Dariiber
hinaus bedingt er, dass eine einmalige Candida-Antikorper-Bestimmung weitgehend ohne
Aussagewert ist. Ein Hinweis auf eine Candidose ergibt sich erst bei einem signifikanten
Titeranstieg innerhalb weniger Tage.

- Ein signifikanter Titeranstieg von Anti-Candida-Antikérpern zeigt eine immunologische
Auseinandersetzung mit Candida-Antigenen an. Er ist als alleiniger Test kein Beweis fiir das
Vorliegen einer invasiven Candidose.

- Immunsupprimierte Patienten zeigen meist keine oder nur eine verminderte Antikorperbildung.
Bei diesen Patienten konnen signifikante Titeranstiege daher ausbleiben.

- Es bestehen zwar Antigen-Gemeinschaften zwischen verschiedenen Candida-Arten, jedoch
werden Infektionen durch nicht oder wenig kreuzreagierende SproBpilze wie z.B. C. krusei durch
die verfiigbaren Antikorper-Teste nicht erfasst.

Kommerziell verfiigbare Testformate
Nachweis von Gesamtantikorpern (IgM, IgG, IgA):
1. Indirekte Himagglutinationsteste (IHA): Grenztiter > 1 : 160
2. EIA (Platelia Candida AK, Fa. BioRad): Anti-Mannan-Antikorper
Getrennter Nachweis von IgM-, IgG- und IgA-Antikorpern gegen Candida:
1. EIA: verschiedene Anbieter, unterschiedliche Antigene und Grenzwerte
2. IFT (indirekter Inmunfluoreszenztest): verschiedene Anbieter, unterschiedliche Antigene

Schlussfolgerungen

Candida-Antigen- und -Antikorper-Nachweise sind zusitzliche Bausteine in der Diagnostik der
invasiven Candidose. Mehrere positive Proben bzw. ein signifikanter Titeranstieg sind ein Hinweis auf
eine invasive Candidose. Die Ergebnisse dieser Teste sind interpretierbar und niitzlich bei Kenntnis
des klinischen Bildes sowie kultureller und mikroskopischer Labor-Ergebnisse.
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Protothekosen - Epidemiologie, Atiologie und Klinik

PD Dr. habil. Uwe Rosler
Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen der Universitit Leipzig

Vertreter der Algengattung Prototheca sind die einzigen bisher bekannten Pflanzen, die bei Mensch

und Tier klinische Infektionen verursachen konnen. Die durch Prototheken hervorgerufenen
Krankheitsbilder werden dabei allgemein als Protothekosen bezeichnet.
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1952 wurde die heterotrophe, farblose Alge Prototheca (P.) zopfii erstmals als Erreger einer Mastitis
beim Rind identifiziert. Infektionen mit diesem Erreger wurden inzwischen weltweit beschrieben, und
haben sich unter intensiven Haltungsbedingungen von einer anfangs sporadisch auftretenden
Milchvieherkrankung zu einer endemischen Herdenerkrankung entwickelt. Die seltenen Infektionen
beim Menschen werden hauptsichlich durch P. wickerhamii, die zweite pathogene Spezies verursacht,
seltener wurde aber auch P. zopfii isoliert. Betroffen sind hauptsidchlich immunsuprimierte Menschen,
wie z.B. HIV- Patienten. Unterschieden werden hier die Haut- und Unterhautprotothekosen,
Entziindungen der Schleimbeutel, Faszien und Sehnenscheiden und die seltener beschriebene
systemische Protothekose.

Ebenfalls beide Prototheken-Spezies finden sich bei den seltenen Protothekeninfektionen des Hundes.
Die dabei oftmals auftretenden systemischen Erkrankungen erweisen sich hier meist als Therapie-
resistent und enden in der Regel letal.

Prototheken

Taxonomie

1892 und 1894 werden Prototheken erstmals von KRUGER beschrieben, der diese ins Reich der Pilze
einordnete. Er begriindete dies unter anderem mit der besonderen Fortpflanzungsform, der endogenen
Sporenbildung. Doch fehlen den Prototheken andere pilztypische Fortpflanzungsformen wie das
Myzel und die Arthrosporen, so dass sie bereits seit 1913 den Algen zugeordnet werden. Auch wenn
eine Verwandtschaft zu den Griinalgen lange Zeit umstritten war, so ist dies jedoch durch neue
molekularbiologische Untersuchungen als gesichert anzunehmen.

Nach der heute geltenden Taxonomie werden den Prototheken heute vier Spezies zugeordnet:
P. zopfii, P.wickerhamii, P. blaschkeae, P.ulmea und P. stagnora, wobei nur P. wickerhamii,
P. zopfii und P. blaschkeae als Krankheitserreger eine Rolle spielen. P. zopfii unterteilt man in zwei
Genotypen, wobei lediglich P. zopfii-Genotyp 2 pathogen (Rind, Mensch, Hund) zu sein scheint.

Morphologie und Physiologie

Prototheken sind ubiquitir vorkommende Saprophyten, mit einer Vorliebe fiir Habitate mit
abgestorbenen, organischen Material von Mensch und Tier. Man findet sie in dem Saftflu von
Laubbdumen, Abwissern, Oberflichengewissern, Erdboden, aber auch aus Olschlamm von
Erdolraffinerien wurden sie isoliert. Dariiber hinaus werden Prototheken als Teil der Normalflora des
Darmes von Rind, Pferd und Schwein angesehen, weshalb man sie auch gehauft in der Umgebung von
landwirtschaftlichen Nutztieren antrifft.

Prototheken weisen eine hohe Tenazitit auf. So bleiben sie in Trinkmilch, Graben- und Flusswasser,
aber auch unter Trockenheit monatelang lebens- und infektionsfahig. In Rinder- und Schweinejauche
sind sie bis zu 100 Tage lang kultivierbar.

Mikroskopisch stellen sich die Prototheken als einzellige, rund- ovale Zellen dar, deren GroBe sich je
nach Teilungsphase zwischen 3-30 um bewegt. Die Zellwand ist je nach Alter ein bis dreischichtig,
und besteht hauptséchlich aus Zellulose und Sporopollenin.

Die Fortpflanzung von Prototheca spp. erfolgt asexuell durch Teilung, wobei sich in der Mutterzelle
(Sporangium) bis zu 30 Tochterzellen (Sporangiosporen oder Endosporen) bilden (Abbildung 2).
Prototheken wachsen auf Pilzndhrboden (Sabouraud-Glukose-Agar) in runden, cremeweillen bis
beigen Kolonien, welche eine weiche Konsistenz und mattglinzende Oberflichen besitzen
(Abbildung 1). Durch die morphologische Ahnlichkeit, dem Wachsen auf Pilznihrboden und dem
hefedhnliche Geruch kommt es nicht selten zu Verwechslungen von Prototheken mit Candida Spezies.
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Abb. 1: Kulturmorphologie von Prototheca zopfii Genotyp 2 auf Sabouraud-Glukose Agar bei einer
Bebriitungstemperatur von 37 °C und einer Inkubationszeit von 48 h.

Diagnostik

Der korrekten Diagnostik kommt auf Grund der starken Therpie-Resistenz von Prototheken-
Infektionen eine entscheidende Rolle zu. Die héufigste angewandte Methode ist hierbei die
Erregeranziichtung auf speziellen Ndhrmedien. Hier eignen sich die meisten auch in der Pilzdiagnostik
eingesetzten Nihrmedien, wie Sabouraud-Glukose- und Kimmigagar, sowie das Prototheken-
Isolationsmedium (PIM) nach PORE. Dieses ist zur Unterdriickung der Begleitflora mit Antibiotika
und Antimykotika versetzt. Weiterhin kann man sich zur kulturellen Protothekendifferenzierung auch
kommerzieller Identifikationssysteme (z.B. Vitek®, API 20C®, BBL Crystal® und RapID Yeast Plus®)
bedienen, die jedoch meist nur P. wickerhamii als Referenz in der Datenbank hinterlegt haben.

Sich an die Kultivierung anschlieBend, wird eine mikroskopische Untersuchung der verdichtigen
Kolonien durchgefiihrt. Hierfiir eignen sich die weit verbreiteten monochromatischen Vital-Farbungen
mit Methylenblau oder Laktophenolblau am besten (Abbildung 2). Dabei sind Prototheken,
insbesondere deren Fortpflanzungsformen als runde- ovale, lichtbrechende Gebilde darstellbar.

i y

Abb. 2: Morphologie von Prototheca zopfii Genotyp 2 im Direktausstrich nach Laktophenolblau-
Farbung. Wichtigstes diagnostisches Merkmal sind die spezifischen Fortpflanzungsformen (Pfeil), die
Sporangiosporen im Sporangium.

Erschwerend fiir eine sichere kulturelle Diagnostik erweist sich allerdings die héiufig intermittierende
Erregerausscheidung (via Milch beim Rind, via Faeces beim Hund). Daher sind fiir eine erfolgreiche
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Sanierung der betroffenen Milchvieh-Betriebe stets mehrere Untersuchungen notwendig, was den
ohnehin betrichtlichen Aufwand einer kulturellen Protothekendiagnostik noch erhoht.

Allerdings stehen fiir eine korrekte Diagnostik beim Rind inzwischen auch ein inhouse- ELISA zur
Detektion von spezifischem IgA und IgG, im Milchserum zur Verfiigung. Diese serologische
Diagnostik ist insbesondere fiir die Diagnostik intermittierender Erregerausscheider gut geeignet.

Im pathohistologischen Priperat einer Biopsieprobe, lassen sich Prototheken verlisslich mittels PAS-
oder Grocott-Féarbung darstellen, auch die Gomori-Silberimprignation kommt hierfiir in Frage. Die
Hiamatoxylin-Eosinfarbung dagegen erweist sich als ungeeignet. Eine verldssliche immunhistologische
Diagnostik ist inzwischen ebenfalls etabliert (Abb. 2 & 3).
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Abb. 3: Immunhistologisches Priparat einer Protothekenmastitis, angefertigt mit polyklonalem Anti-
P. zopfii Genotyp 2- Hyperimmunserum und aufgenommen mittels Normarski-Interferenzkontrast,
VergroBerung 62,5x. Typisch sind die massiven Ansammlungen von Prototheken (braun) in den
kleinen Milchgidnge und Alveolen, die oft zum mechanischen Verschluss des Milch-ableitenden
Systems fiihren. (In Zusammenarbeit mit Professor Dr. H.-A. Schon, Institut fiir Veterinér-Pathologie
der Universitit Leipzig).

1. Protothekose des Menschen

Atiologie & Klinik: Die Protothekeninfektion des Menschen ist eine sporadische, weltweit
vorkommende Erkrankung, von der die meisten Fallberichte aus Asien und Nordamerika vorliegen. In
den letzten Jahren wird eine steigende Inzidenz der Erkrankungsfille beobachtet. Ausgelost wird die
Protothekose des Menschen in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille durch Prototheca wickerhamii,
wihrend P. zopfii-Infektionen (Genotyp 2) nur selten auftreten. Interessanterweise konnte allerdings
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durch BLASCHKE-HELLMESSEN mehrfach P. zopfii, Variante III, aus Onychomykosen isoliert
werden. Eines dieser Isolate aus einer Onychomykose konnte inzwischen phylogenetisch
charakterisiert werden und wurde als Typus-Stamm der neu beschriebenen Spezies P. blaschkeae
hinterlegt. Fiir die Entstehung der humanen Protothekosen werden priadisponierende Faktoren als eine
Grundvoraussetzung angesehen. Neben iatrogen induzierten Protothekosen nach Glukokortikoid- oder
Zytostatikaapplikation kommt hierbei in der jiingeren Vergangenheit besonders der Infektion mit dem
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) die grofte Bedeutung zu. Hiufigster Manifestationsort
klinisch auffélliger Protothekosen ist neben der Haut die Bursa olecrani. Dariiber hinaus wird aber
besonders bei AIDS-Patienten vermehrt iiber systemische Protothekosen und Félle mit viszeralen
Manifestationsorten berichtet.

Ein Zusammenhang von humanen und tierischen Protothekosen wurde bisher noch nicht
untersucht. Diskriminierende Testsysteme zur Klirung von moglichen Infektketten fehlen
allerdings génzlich.

Therapie

Aufgrund der stark ausgeprigten Antimykotika- und Antibiotika-Resistenzen sind die therapeutischen
Moglichkeiten bei humanen Protothekosen beschrinkt. Anders als beim Tier, wo die Prognose in der
Regel infaust ist, gelingt es jedoch zumeist, durch Langzeittherapien mit Ketoconazol oder
Amphothericin B eine Eliminierung des Erregers zu erreichen.

2. Protothekenmastitis des Rindes

Atiologie:

Bei der Protothekenmastitis des Rindes handelt es sich um eine meist chronische, lokale Infektion der
Milchdriise unter Beteiligung der Euterlymphknoten, die wahrscheinlich nur durch P. zopfii-
Genotyp 2 verursacht wird.

Dabei handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, wobei Faktoren wie Weide- oder
Auslaufhaltung in Prototheken-belastetem Gelidnde, schlechte Melkhygiene, Hochlaktation, sowie
Vorschiddigung des Euters durch andere Mastitiserreger eine entscheidende Rolle spielen. Als
Saprophyten konnen die Algen im Stall, der Stallumgebung, sowie aus dem Kot anderer Rinder, auch
solcher ohne Protothekenmastitis, mit einem Prozentsatz von bis zu 70 % isoliert werden.

Die Infektion erfolgt galaktogen—aszendierend; auch Zitzenverletzungen werden als Eintrittspforte
angesehen. Nach FEintritt der Erreger in das Hohlraumsystem des Euters erfolgt die Weiterverbreitung.
Frischlaktierende Kiihe sind besonders betroffen, denn die sezernierenden Alveolen bieten den
Prototheken gute Vermehrungsbedingungen (Abbildung 3).

Dariiber hinaus wird angenommen, dass auch die lymphogene und hidmatogene Ausbreitung der
Erreger im Euter eine gewisse Rolle spielen. So kann P. zopfii regelmiBig auch aus dem
Euterlymphknoten erkrankter Rinder isoliert werden. Der Pathogenititsmechanismus von Prototheken
ist derzeit unbekannt. Es wird aber vermutet, dass sie in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
iberleben und sich dort sogar vermehren konnen. Sie entgehen so der Elimination durch das
Immunsystem. Als Erregerwirkung werden auflerdem von P. zopfii gebildete Toxine vermutet, die das
Alveolarepithel des Euters schiadigen und damit die Ausbreitung der Algen begiinstigen.

Die Fahigkeit in Makrophagen zu iiberleben und so der Phagozytose zu entgehen ist zudem eine
mogliche Erklarung fiir die Chronizitit der Protothekenmastitis. Dem Korper gelingt es zwar durch
Abkapselung der Erreger, ein weiteres Ausbreiten zeitweise zu verhindern, allerdings gelingt die
Abtotung der Prototheken nicht.

Klinik

Die meist akut bis subakut beginnende Protothekenmastitis geht anschlieBend in ein chronisches
Stadium iiber. Dies fithrt in der Regel zum vollstindigen Funktionsverlust des betroffenen
Euterviertels. Eine restitutio ad integrum bei einmal klinisch auffillig gewordenen Tieren ist die
Ausnahme.

Im akuten Stadium ist das Euter von ballonartigem Aussehen und derber Konsistenz.
Entziindungsmerkmale wie Rotung und Odembildung sind dabei in der Regel aber nicht zu
beobachten. Die Milchleistung sinkt in kurzer Zeit (24 h) rapide ab, teilweise versiegt sie vollig. Es ist
ein Anstieg der somatischen Zellen in der Milch zu verzeichnen, Sekretverinderungen werden
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hingegen anfangs selten bemerkt. Spitere Sekretverdnderungen zeigen sich als schleimige- wissrige
Konsistenz der Milch, welche hiufig mit weilen oder gelblichen Ausflockungen versehen ist.

Das sich anschlieBende chronische Stadium der Protothekenmastitis ist bestimmt durch die Atresie der
betroffenen Euterviertel mit deutlich tastbaren klein- oder groBknotigen Gewebsverinderungen. Diese
Veridnderungen gehen mit einer stindigen Milchmengenabnahme, gefolgt vom volligen
Funktionsverlust, und einer erhohten Anfilligkeit fiir andere Krankheitserreger einher.

Als typisches Anzeichen einer endemisch vorliegenden Protothekenmastitis ist daher eine erhohte
Anzahl von Tieren mit einem oder mehreren atretischen Eutervierteln anzusehen. Der damit
verbundene starke Milchriickgang verursacht in betroffenen Betrieben hohe wirtschaftliche Verluste.

Therapie

Seit ihrer Erstbeschreibung wurden zahlreiche Versuche unternommen, die Protothekenmastitis des
Rindes zu bek@mpfen und zu therapieren. Bisher erwiesen sich aber alle Therapiemafnahmen als nicht
wirkungsvoll oder nicht wirtschaftlich.

Um betroffene Rinderbestinde zu sanieren, bedient man sich daher als dem Mittel der Wahl der
Merzung aller infizierten Tiere, verbunden mit der kulturellen und serologischen Diagnostik. Die
Optimierung von Melk- (Einsatz iodhaltiger Zitzendippmittel) und Haltungshygiene, ist derzeit als
wichtigste ProphylaxemaB3nahme bei der Bekdmpfung der Protothekenmastitis auf Bestandsebene zu
sehen.

3. Protothekose des Hundes und der Katze

Neben der Protothekenmastitis des Rindes und den Protothekosen des Menschen, ist die des Hundes
die am nichst haufigsten beschriebene. Allerdings differiert hier nicht nur das klinische Bild der
Erkrankung, sondern auch beim Erregerspektrum gibt es Unterschiede. Wihrend beim Rind
ausschlieBlich P. zopfii-Genotyp 2 fiir das Krankheitsgeschehen verantwortlich gemacht wird, kénnen
beim Hund P. zopfii (GT2) und P. wickerhamii zu gleichen Teilen isoliert werden. Es liegen auch Fall-
Berichte vor, wo innerhalb eines Krankheitsgeschehens beide Spezies isoliert wurden.

Klinik

Anders als bei Rind und Mensch handelt es sich hierbei in den meisten Féllen um eine disseminierte
Infektion, d.h. die Krankheit manifestiert sich in mehreren Organen. Hautprotothekosen werden beim
Hund seltener beobachtet, hiufiger dagegen chronisch, hdmorrhagische Enteritiden, oft gefolgt von
zentralnervodsen Storungen mit Taubheit, Blindheit und Lahmheiten.

Pathomorphologische Verinderungen in Form von disseminierten, pyogranulomatdsen Lésionen
finden sich dabei in Retina, Darm, Konjunktiven, Nieren, Leber, Milz, Herz, Lunge sowie deren
tributdren Lymphknoten.

Bei der Katze ist bisher nur die Hautform der Protothekose aus Einzelfallbeschreibungen bekannt.
Pathomorphologisch handelte es sich dabei ausschlieflich um pyogranulomatése Entziindungen. Als
Erreger wurde hier stets P. wickerhamii isoliert.

Therapie

Systemische Therapien blieben bisher beim Hund meist ohne Erfolg. Behandlungsversuche mit
Antimykotika (Amphoterazin B, Ketokonazol) und Antibiotika zeigen, anders als beim Menschen,
bisher nicht die gewiinschte Wirkung, so dass die betroffenen Hunde entweder verenden oder
euthanasiert werden miissen.

Weiterfithrende Literatur bei den Verfassern
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Mikroskopierkurs - Differenzierung von haufigen und seltenen SproBpilz-Arten
Jirgen Herrmann, Dagmar Rimek & Pietro Nenoff

Laboratorium fiir medizinische Mikrobiologie, Molbis
Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz, Dezernat Medizinische
Mikrobiologie, Erfurt

Da einige Sprofpilzarten die Fihigkeit besitzen, sich bei 37°C zu vermehren, sowie weitere
Pathogenititskriterien erfiillen, gehoren sie zu den fakultativ-pathogenen Erregern, oder auch
opportunistischen Sprof3pilzen. Zur Infektion kommt es durch Aktivierung der die eigene Schleimhaut
besiedelnden SproBpilze, daneben kann auch eine Ubertragung durch direkten Kontakt erfolgen
(Schmierinfektion, nosokomiale Infektion von immunsupprimierten Patienten/Risikopatienten im
Krankenhaus; aber auch infolge sexueller Ubertragung). Krankheitsbilder sind der Soor des
Orointestinaltraktes, im Genitaltrakt der Frau eine Vaginitis (Kolpitis) bzw. beim Mann die
Balanoposthitis.

Von nédssenden Lisionen der Haut sowie den verdichtigen Schleimhautarealen entnimmt man mit
einem sterilen Wattetupfer Abstriche. AuBerdem werden Blutkulturen, Urin, Stuhl, Sputum etc. auf
SproBpilze untersucht.

Mikroskopische Beurteilung

Das Material wird auf Objekttriger ausgestrichen, luftgetrocknet, hitzefixiert und angefiarbt. Dazu
dient die Gramfiarbung - Pilze sind generell grampositiv - oder die einfachere und in der Praxis
ausreichende Methylenblaufirbung.

Die mikroskopische Beurteilung erfolgt unter dem 100er Objektiv mittels Immersionsol. Merkmale
der SproB- oder Hefepilze sind:

U runde bis ovale SproBzellen (= Blastosporen), die deutlich groBer als Bakterien erscheinen

O Vermehrung durch Sprossung

U Mutterzelle - Knospung - Tochterzelle

U uni- oder multipolare Sprossung

U Pseudomyzel (= unechtes Myzel, das durch Streckung der Blastosporen entsteht)

albicans

Es lassen sich folgende Aussagen anhand des mikroskopischen Priparates treffen:

O SproBpilzzellen vorhanden/nicht vorhanden

U keine Gattungs- oder Artidentifizierung

U Pilz (pseudo-)hyphen konnen prinzipiell auch von Dermatophyten oder Schimmeln stammen

Kultureller SproBpilznachweis
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Die beimpften Ndahrmedien werden bei 36°C bebriitet und am nédchsten Tag und noch einmal nach 48
h auf Pilzwachstum kontrolliert. Es ist giinstig, dem Sabouraud-Glukose-Ndhrboden Antibiotika
zuzusetzen, bzw. ein mit Antibiotika versetztes Fertignihrmedium zu verwenden. So lédsst sich
storendes Bakterienwachstum weitgehend verhindern.

Dennoch  wachsen gelegentlich einige Bakterienarten, die resistent gegeniiber den
Breitspektrumantibiotika (Chloramphenicol, Gentamicin) im Néahrboden sind, durch. Deshalb ist der
weniger geiibte Mykologe gut beraten, zweifelhafte Kolonien (in physiologischer Kochsalzldsung
verrieben) mittels eines einfachen Deckglaspréparates zu untersuchen. Man kann auf diese Weise sehr
leicht Bakterien von den charakteristischen grofleren, sprossenden Hefezellen (Blastosporen)
unterscheiden.

Wichtige Identifizierungskriterien fiir SproBpilze sind u. a.:

Bildung von sexuellen oder asexuellen Sporen

Beurteilung der Makromorphologie (Koloniewachstum, Koloniefarbe)

Beurteilung der Mikromorphologie (Wachstum auf Reis-Agar)

Stoffwechselleistungen

Biochemische Differenzierung (Assimilation und Fermentation von Kohlehydrat- und
Stickstoffquellen)

Wachstumsfahigkeit bei 37°C

U 0odoo

Von den mehr als 300 SproBpilz-Arten, darunter allein ca. 200 Candida-Spezies, sind letztlich nur ca.
zehn Spezies medizinisch bedeutsam und miissen differenziert werden: an erster Stelle steht C.
albicans, gefolgt von C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. tropicalis und C.
kefyr (friiher C. pseudotropicalis). Die meisten Candida-Spezies bilden auf Sabouraud-Agar
wachsweiche, weifle und konvexe Kolonien, C. krusei dagegen hat flache, trockene, matte, graue
Kolonien mit einem Pseudomyzelsaum. Auch die Rauform von C. parapsilosis ist bereits in der
Primérkultur an den kraterformigen, meist matten Kolonien mit unregelmédfigem Saum und
Pseudomyzel zu erkennen.

Makroskopische Merkmale der Sprof3pilze

U Farbe: weil bis beige, manchmal grau

O glatte, leicht gewdlbte, erhabene Kolonien bis zum Durchmesser von 5 mm

U evtl. pseudomyzeliale Elemente, die in den Nihrboden einwachsen (= submerses Wachstum der
SproBpilze, im Gegensatz zum vegetativen Luftmyzel der Dermatophyten und Schimmelpilze)

U Kulturoberseite: gelegentlich rau (gefaltet, gefurcht)

Anhand der mit dem bloBen Auge sichtbaren Merkmale ist keine Differenzierung moglich!

Ausnahmen sind:
Candida parapsilosis: ~ Rauform: faltige, raue Oberfliche (Kein Luftmyzel!), cave: glatte Formen
von Candida parapsilosis

Trichosporon spp.: stark gefaltete Oberfliche, zihe Kolonien, die schwer mit der Impfose zu
entnehmen sind
Rhodotorula spp.: rote SproBpilze = apathogen

Chrom-Agar zur SproBpilzdifferenzierung

Heute wird C. albicans durch Uberimpfung auf einen sog. Chrom-Agar, z. B. CHROMagar Candida,
und nachfolgender Bebriitung bei 36°C bestimmt. Die Kolonien beginnen sich bereits nach 4 h
griinlich zu verfirben. Mit einigen dieser Chrom-Agar-Nahrmedien konnen weitere C.-Arten aufgrund
ihrer charakteristischen Firbung differenziert werden, so z. B. C. glabrata (violett) und C. tropicalis
(blau).
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Albicans-ID-Nihrmedium (bioMérieux
Niirtingen): Candida albicans-Kolonien zeigen
Blaufiarbung, Candida spp. sind weil} bis beige
und miissen weiter differenziert werden

Candida tropicalis

Chrom-Agar Candida (BD Becton Dickinson, Heidelberg)
Stoffwechselleistungen der SproBpilze

Empfindlichkeit gegeniiber Cycloheximid

Cycloheximid (=Actidion®, aus Streptomyces noursei isoliert) ist ein Hemmstoff des Wachstums von
Schimmelpilzen und auch einiger SproBpilze. Im Nihrboden sind 400 (bis 500) ug Cycloheximid/ml
enthalten.

a) Actidion-empfindlich = kein Wachstum auf Actidion-Ndhrboden
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida krusei
Saccharomyces cerevisiae
Cryptococcus neoformans et Cryptococcus species

b) Actidion-resistent, d. h. diese SproBpilzarten wachsen auf Actidion-Nihrboden

Candida albicans
Candida kefyr
Trichosporon cutaneum

¢) Actidion-Empfindlichkeit variabel:
Candida guilliermondii

26



Candida tropicalis

Mikroskopische Differenzierung von SproBpilzen

Wenn man auf Sabouraud-Agar gewachsene Sprof3pilzkolonien unter dem Mikroskop betrachtet, sieht
man nur SproBzellen, evtl. ist Pseudomyzel sichtbar, aber eine Gattungs- oder Artidentifizierung ist
nicht moglich.

Zu einer exakten mikroskopischen Differenzierung ist die Herstellung einer Subkultur auf
Reisndhrboden notwendig. Dazu wird von den vorliegenden Hefekolonien mit einer Impfése Material
entnommen und mit 3 Impfstrichen auf den Reis-Agar aufgebracht. Reis-Agar ist ein Mangelmedium,
das wenig Nihrstoffe und wenig Sauerstoff enthiilt. Auf die Reis-Agar-Platte kommt sofort ein
Deckglidschen. Bebriitet wird 48 h bei Raumtemperatur.

Anschlielend Beurteilung mit dem 10er bzw. 40er Objektiv.
U ovale bzw. runde Sprofizellen haben sich gestreckt
U Ausbildung von Pseudomyzel
U einige SproBpilzarten bilden artspezifische Strukturen aus Pseudomyzel und Sprofizellen

Das Reis-Ndhrmedium erlaubt eine orientierende Bestimmung einiger medizinisch bedeutsamer
SproBpilzarten. Reis-Agar ist ein Mangelmedium, auf welchem die Sprofpilze innerhalb von 24 h
bzw. 48 h typische, im Einzelfall auch artspezifische Merkmale herausbilden. Die Reis-Agarplatte
sollte vollig klar, durchsichtig und diinn gegossen sein. Wer mit der Qualitit kommerzieller Reis-
Nihrmedien nicht zufrieden ist, kann diesen Ndhrboden auch selbst herstellen. 20 g Naturreis werden
in 1 1 Leitungswasser iiber Nacht bei Raumtemperatur gequollen. Am nichsten Tag wird diese
Suspension fiir 60 min bei 60°C im Wasserbad erhitzt, danach der Reis durch Mull vom Sud
abgetrennt, das Filtrat auf pH 7,2-7,4 eingestellt, 20 g Agar-Agar dazugegeben, mit Wasser auf 1000
ml aufgefiillt, im Autoklav fiir 15 min bei 121°C sterilisiert und portioniert in Erlmeyerkolben zur
Zwischenlagerung abgefiillt. Man gief3t frische Reisplatten nach Bedarf, die Ndhrbodenhdhe sollte nur
2-3 mm betragen. Auf einer Reis-Agarplatte konnen gleichzeitig sechs SproBpilzstimme aufgetragen
werden. Die Beimpfung erfolgt mit drei Impfstrichen, und diese werden mit einem sterilen Deckglas
abgedeckt. Bereits nach 24 (-48) h Bebriitung bei 30°C wird zunichst bei 100-facher, dann 400-facher
Vergroerung, mikroskopiert. Neben der Chlamydosporen-Bildung, die fiir C. albicans und C.
dubliniensis artspezifisch ist, wird auf die Blastosporen-Beschaffenheit und die Art und Form der
Pseudomyzel-Bildung geachtet. Mit einiger Erfahrung kdnnen auf diese Weise die klinisch relevanten
SproBpilzarten differenziert werden.

Biochemische Differenzierung von Sprof3pilzen

Eine entsprechend EBM abzurechnende SproBpilzdifferenzierung erfordert allerdings die
weitergehende biochemische Priifung, d. h. die Bestimmung der Stoffwechselleistungen mittels
Assimilation und Fermentation. Hierbei wird die Wachstumsfihigkeit bei Vorhandensein von
einzelnen Wachstumsfaktoren (Zucker, Kohlehydrate, Salze, weitere Chemikalien) kontrolliert. Wenn
die benotigten Testblittchen selbst hergestellt werden, tropft man 1 %-ige Losungen der jeweiligen
Wuchsfaktoren auf ca. 5 mm grofie Testblattchen, legt diese auf den vorab beimpften Nihrboden zur
Assimilationspriifung (ohne Zuckeranteil) und bebriitet bei 30°C. Die Ablesung und
Spezieszuordnung erfolgt entsprechend dem in untenstehender Tabelle gezeigten Beispiel. Einfacher,
allerdings kostenintensiver, sind die kommerziell beziehbaren Bestimmungs-Testkits fiir SproBpilze.
Nach Bebriitung bei 30°C iiber 24-48 h werden aus den bewachsenen Kavititen manuell oder
automatisch Zahlencodes gebildet, die zu den gesuchten Sprof3pilzspezies fiihren.

Die biochemische Differenzierung umfasst die Beurteilung von Assimilation (Verwertung) und
Fermentation (Spaltung) von Kohlehydrat-Quellen (Glukose, Galaktose, Saccharose, D-Xylose, Inosit
u. a.) sowie von Stickstoff-Quellen (Pepton, KNO;).

Prinzip der Durchfiihrung der "bunten" Reihe:

U SproBpilzsuspension in Vertiefungen pipettieren (darin sind Substrate, z. B. Kohlehydrate)
O 24 - 48 h Inkubation

U Wachstumsbeurteilung (Fiarbung bzw. Triibung)
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U Zahlen-Code (8-stellig) aufstellen = Index
O Auswertung: Ablesen der SproBpilzart in Tabelle, Buch oder Software

Assimilationsverhalten wichtiger Candida-Arten

Glukose | Galaktose | Saccharose | Maltose | Laktose | Raffinose | Trehalose | Celibiose
C. albicans + + + + - - + +
C. glabrata + - - - - - + -
C. + + + + - - + -
parapsilosis
C. krusei + - - - - - - -
C. + + + + - + + +
guilliermondii
C. tropicalis + + +/- + - - + +/-
C. kefyr + + + - + + - +
Bezeichnung einiger kommerziell beziehbarer SproB3pilz-Differenzierungstestkits
Testsystem Anzahl Reaktionen Firma PLZ und Ort
Api 20C Aux 20 bioMérieux 72602 Niirtingen
Api ID32C 32 bioMérieux 72602 Niirtingen
Vitek YBC 29 bioMérieux 72602 Niirtingen
Candifast 8 Innogenetics 46359 Heiden
Fungichrom (1) 16 Innogenetics 46359 Heiden
Micronaut Candida 21 Virotech 65428 Riisselsheim
Mycotube 8 BD (Becton Dickinson) | 69126 Heidelberg

Diagnostics

RapID YEAST Plus 18 Oxoid 46467 Wesel

(1) in Vorbereitung

Differenzierung von Candida albicans — Candida dubliniensis und Candida africana

PD Dr. med. Dagmar Rimek
Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz, Dezernat Medizinische

Mikrobiologie, Erfurt

C. albicans ist mit Abstand die hdufigste aus klinischem Material isolierte Spezies. C. dubliniensis
wurde 1995 bei HIV-Patienten in der Mundhohle beschrieben, mittlerweile aber bereits aus einer

Reihe klinischer Materialien isoliert. C.
africana wurde 1995  primdr  bei
afrikanischen  Patientinnen aus dem
Genitaltrakt isoliert, 2001 als neue Art
vorgeschlagen und inzwischen auch bei
deutschen Patienten gefunden. Ob es sich
bei C. africana um eine eigene Spezies
oder um eine Variante von C. albicans
handelt ist noch ungeklirt.

Candida albicans weist meist glatte, beige
erscheinende, gewolbte Kolonien auf

Bei schnell durchzufithrenden
Identifizierungsreaktionen, die  haufig
zundchst zur  SproBpilzidentifizierung
durchgefiihrt werden, ergeben C. albicans,
C. dubliniensis und auch C. africana
weitgehend identische Ergebnisse. Es sind
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dies: Farbbildung auf chromogenen Medien und positiver Keimschlauchtest. Zur weiteren
Differenzierung dieser drei Spezies miissen mehrere Identifizierungsreaktionen durchgefiihrt werden,
wie z.B.: Chlamydosporenbildung auf Reis-Tween 80-Agar, Wachstumsverhalten bei 42°C und 45°C,
Wachstum in HR-Bouillon mit 9,5 % NaCl, Wachstum auf Staibagar und Kohlenhydratassimilation-
Teste.

Keimschlauchtest auf Mueller-Hinton-Agar

Eine Mueller-Hinton-Agarplatte wird in Sektoren mit den Teststimmen beimpft, die Impfstriche
werden mit einem Deckgldschen bedeckt, und die Platte wird fiir 2 h bei 37°C bebriitet. C. albicans, C.
dubliniensis und C. africana bilden in dieser Zeit typischerweise sogenannte Keimschldauche (=
Filamente, die nicht eingeschniirt sind an der Stelle, an der sie aus der Hefezelle austreten).

Mikromorphologische Untersuchung auf Reis-Tween 80-Agar

Es wird das Pseudomyzel und die Chlamydosporenbildung beurteilt. C. albicans bildet typischerweise
langes Pseudomyzel mit einzelnen endstdndigen Chlamydosporen, C. dubliniensis dagegen kiirzeres
Pseudomyzel mit mehreren endstindigen, traubenartig angeordneten Chlamydosporen. C. africana
bildet keine Chlamydosporen und die Pseudomyzelbildung ist verzogert.
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Mikromorphologie auf Staibagar

Es wird eine Staibagarplatte mit dem Teststamm beimpft und fiir 48—72 h bei 30°C bebriitet. Die
Kolonieform wird nach 48 und 72 h makroskopisch sowie mikroskopisch bei 100- bis 200-facher
Vergroerung beurteilt. C. albicans bildet typischerweise glatt-begrenzte, glinzende Kolonien, C.
dubliniensis raue Kolonien mit Randhyphen und Chlamydosporenbildung.

Temperaturverhalten

Drei Sabouraud-Glucose-Platten werden mit dem Teststamm mit einem fraktionierten Ausstrich
beimpft. Eine Sabouraud-Glucose-Platte wird bei 37°C, die zweite bei 42°C, die dritte bei 45°C fiir
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24-48 h inkubiert. Nach 24 und 48 h wird das Wachstum der drei Platten beurteilt und verglichen. Die
meisten Stimme von C. albicans wachsen gut bei allen drei Temperaturen, C. dubliniensis wichst gut
bei 37°C, bei 42 °C hingegen stark reduziert bzw. gar nicht und bei 45°C gar nicht, C. africana wachst
bei 37°C, aber nicht bei 42°C und 45°C.

Wachstum in HR-Bouillon mit 9,5 % NaCl

Ein Rohrchen mit HR-Bouillon mit 9,5 % NaCl wird mit dem Teststamm beimpft und fiir 24 - 48 h bei
37°C bebriitet. Nach 24 und 48 h wird das Wachstum in der Bouillon beurteilt. Triilbung und / oder
Bodensatz bedeutet Wachstum. C. albicans wichst in dieser Bouillon, C. dubliniensis nicht.

Kohlenhydratassimilation

Kohlenhydratassimilationsteste werden iiblicherweise mit kommerziellen Testsystemen durchgefiihrt.
Moderne Systeme konnen zumindest zwischen C. albicans und C. dubliniensis differenzieren
(Datenbank kontrollieren). Biochemisch abweichende Reaktionen sollten zu weitergehenden
Untersuchungen auf C. africana veranlassen.

Latexagglutination

Fir die Identifizierung von C. albicans und C. dubliniensis sind kommerzielle
Latexagglutinationsteste verfiigbar (Bichro-Latex Albicans, Bichro-Dubli Fumouze, Vertrieb Fa.
Biotrin). Diese beruhen auf monoklonalen Antikdrpern und besitzen eine hohe Sensitivitdt und
Spezifitit.

Zusammenstellung phinotypischer Methoden zur Differenzierung von
C. albicans — C. dubliniensis — C. africana

Test C. albicans C. dubliniensis C. africana
ChromagarCandida 48 h, griin dunkelgriin (60%) hellgriin
37 °C (nur Primirisolat)
Keimschlauchtest + + +
(MH-Agar, 2 h 37°C) (lange, schlanke (breite, kurze
Filamente) Filamente)
Chlamydosporen auf Reis-Tween + ++ (traubenformig) -
80-Agar (48 h, 25°C) (kurzes Pseudomyzel) (Pseudomyzel
verzdgert)
Wachstum 42°C, 48 h + (+) oder - -
Wachstum bei 45°C, 48 h + - -
Wachstum in HR-Bouillon mit + - -
9,5 % NaCl, 24-48 h
Staibagar (Negersaat) 30°C, 48-72 glatt-begrenzte, raue Kolonien,
h glinzende Kolonien Randhyphen
Chlamydosporen
Zucker-Assimilation (ID 32C):
Xylose (XYL) 98 % 3% +
o-Methyl-D-Glukosid (MDG) 98 % 0 % -1+
Lactat (LAT) 96 % 10 % -
Trehalose (TRE) 97 % 11 % -
N-Acetylglucosamin (NAG) 100 % 90 % -
Literatur

Sullivan D, Coleman D. Candida dubliniensis: Characteristics and identification. J Clin Microbiol Rev
1998; 36: 329-334

Tietz HJ, Hopp M, Schmalreck A, Sterry W, Czaika V. Candida africana sp. nov., a new human
pathogen or a variant of Candida albicans? Mycoses 2001; 44: 437-445
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Candida parapsilosis
Candida parapsilosis ist makroskopisch an den rauen, faltigen Kolonien erkennbar. Es gibt dariiber
hinaus auch Stimme mit glatter Oberflédche.

Candida parapsilo;;s auf Sabouraud-Glukose-Agar

Mikroskopie auf Reis-Agar

Mikroskopisch sind einzelne, mittelgroB3e, teils ldngliche Sprofzellen links und rechts am wenig
verzweigten, relativ kurzen Pseudomyzel erkennbar.

C. parapsilosis bildet typisches Pseudomyzel, charakterisiert durch ldngliche, wurstférmig aneinander
gereihte Blastosporen. Vereinzelt treten im Pseudomyzel Zellen von doppelter Linge und Breite auf
(sog. Riesenmyzel). An den Enden der einzelnen Pseudomyzelien haften zumeist ein bis zwei kleine
SproBzellen.

Candida tropicalis

Candida tropicalis auf Sabouraud-Glukose-Agar

Candida tropicalis bildet auf Reis-Agar stark verzweigtes, auffillig langes Pseudomyzel mit vielen,
mittelgroBen Sprofizellen an den Verzweigungen.
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Das raumgreifende Pseudomyel von C. tropicalisl wird schnell entwickelt und reicht weit in die
Reisplatte hinein. Kleine Sprofizellen sitzen nicht nur an den Enden der einzelnen Pseudomyzelien,

sondern umgeben diese auch mittig.

Candida krusei
Candida krusei zeigt matte, ausstrahlende, manchmal raue, eventuell gefaltete Kolonien mit
Pseudomyzelbildung bereits auf Sabouraud-Glukose-Agar.

Candida krusei auf Sabouraud-Glukose-Agar
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Auf Reis-Agar sind sehr groBe, liangliche, manchmal balkenférmige Zellen und Pseudomyzel
erkennbar. Die grofiten SproBzellen und ein auffillig groBes Pseudomyzel werden von C. krusei
gebildet. Die ZellgroBBe schwankt zwischen 3-6 x 6->20 pm. An den langen, manchmal

Diai . .‘ ) .
balkenformigen Pseudomyzelien konnen die Blastosporen wirtelformig, wie die Zweige eines
Bédumchens, angeordnet sein, bzw. manchmal aber auch lose und in Haufen gelagert das Pseudomyzel

umgeben.

Candida glabrata
Candida glabrata zeichnet sich durch Kolonien mit zentraler Erhebung aus.

Candida glabrata Urinkultur

C. glabrata  bildet kein Pseudomyzel.
Typisch sind kleine, runde bis leicht ovale
SproBizellhaufen. Das mikroskopische Bild
wirkt gleichmifig, da zwischen den Zellen
kaum GroBenunterschiede festzustellen sind.
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Candida guilliermondii

Candida guilliermondii auf Sabouraud-
Glukose-Agar

Mikroskopie auf Reis-Agar
Kleine, oft langliche Sprofzellen wachsen gemeinsam mit kurzem, verzweigten Pseudomyzel, welches
aus den Haufen der Blastosporen spriefit. Das mikroskopische Bild des Blastosporenhaufens von C.
guilliermondii dhnelt dem von C. glabrata. Der Zellverband wirkt dhnlich klein und gleichmifig;
allerdings entwickelt sich hidufig, im Unterschied zu C. glabrata, aus dessen Mitte, neben normal
ausgebildetem, manchmal ein nur angedeutetes bzw. verkiimmertes Pseudomyzel, welches am
Kolonierand oft ganz ausbleibt.

Candida guilliermondii auf Reis-Agar

Candida kefyr (frither: pseudotropicalis)

Candida kefyr ist in Milchprodukten enthalten. Ob diese Spezies als pathogen anzusehen ist, ist noch
fraglich. Es gibt jedoch einzelne Mitteilungen iiber systemische Candidosen etc., verursacht durch
Candida kefyr.

Mikroskopie auf Reis-Agar
Lingliche Sprofizellen, etwas kleiner als die von Candida krusei. C. kefyr besitzt grof3e, lingliche
SproBzellen, auch im Pseudomyzel, dhnlich C. krusei, aber im Unterschied zu letzterem liegen die
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Blastosporen héufig lose und ungeordnet am Pseudomyzel, manchmal jedoch auch parallel am
Pseudomyzel angeordnet.

Candida lusitaniae

Die Hefe ist Erreger systemischer Mykosen in der inneren Medizin (Hidmatologie/Onkologie) bei
immunsupprimierten Patienten. Daneben kann man sie auch als sekundidren Besiedler oder
Kontamination aus Hautmaterialien anziichten. Von Bedeutung ist, dass sowohl in vitro, als auch in
vivo (?7) eine Resistenz gegeniiber Amphotericin B bestehen kann, so dass eine
Empfindlichkeitstestung in jedem Fall angezeigt ist.

Makroskopisch ist Candida lusitaniae durch beige,
= cremefarbene Kolonien gekennzeichnet.

| i Mikroskopie Reis-Agar: Gut entwickeltes Pseudomyzel
mit Ketten von Blastosporen auf Reis-Nidhrboden.

Y—r 5 ; \ Abbildung aus De Hoog GS, Guarro J, Gené J,

o Y Figueras MJ. Atlas of clinical fungi. 2" edition 2000,
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands & Universitat Rovira i Virgili, Reus,
Spain

| A

Candida cifferii

Auf Sabouraud-Glukose-Agar bei 36 und 28°C weille, konkave, glinzende Kolonien, ab dem 3. Tag
visuell sichtbares Pseudomyzel; auf Chromagar Candida BD blauer Zellrasen; auf Reisagar bei 28°C
nach 24 h raumgreifendes Pseudomyzel mit Blastosporen endstindig und mittig angeordnet, erinnernd
an Pseudomyzelzellen von C. tropicalis; gutes Wachstum auf Dermatophytenagar BD (0,5 g
Cycloheximid/l), bei 36°C als faltige (gekréduselte), weille bis beige Kolonien.

Abbildung aus De Hoog GS, Guarro J,
Gené J, Figueras MJ. Atlas of clinical
fungi. 2™ edition 2000, Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Utrecht, The
Netherlands & Universitat Rovira 1
Virgili, Reus, Spain
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Candida cifferii auf Reis-
Agar

Candida lipolytica

Candida lipolytica ist ein Hefepilz, der auf fliissigen, jedoch meist auch auf festen Nihrboden eine

I.J' 'E'—'F: 'r I I ‘ -_ .
stark gefaltete, feste, zdhe Haut ausbildet.
Candida lipolytica auf Reis-Agar: Lange Pseudohyphen und Blastosporen, die einfach oder gepaart

sind, nodal (an den Septierungen) oder internodal an den Hyphen inserieren.

Trichosporon cutaneum

Trichosporon cutaneum ist Erreger der “weillen Piedra”, die gekennzeichnet ist durch steinharte,
weille Anlagerungen an den Haaren, oft der Achsel-
oder Schambehaarung. Es sind aber auch Haut- und
Schleimhautbesiedlung und -infektionen méglich. Falls
Symptome  bestehen, ist diese  Erkrankung
behandlungsbediirftig.

Trichosporon cutaneum auf Sabouraud-Glukose-Agar
gefaltete, zihe Kolonien
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Pseudomyzel, SproBzellen und Arthrosporen sind auf Reis-Agar erkennbar. Arthrosporen
(Gliederstiicke) entstehen durch Teilung einer Hyphe. Sie sind oft zick-zack-artig angeordnet.

Geotrichum (Trichosporon) capitatum
synonyme Bezeichnung: Blastoschizomyces capitatus

Makroskopie
siehe Trichosporon cutaneum

Geotrichum capitatum auf Sabouraud-Glukose-Agar

Auf Reis-Agar sind Haufen von
SprofBizellen, aus denen langes
Pseudomyzel mit typischen Arthrosporen
herauswichst, erkennbar. Die Bezeichnung
Geotrichum capitatum leitet sich von der
charakteristischen "Kopfchen"-artigen
Anordnung von lidnglich  geformten
Sprofizellen am Pseudomyzel ab.

Geotrichum capitatum auf Reis-Agar
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Trichosporon asahii

Reis-Agar: Unregelmifig geformte sowie rechtwinklige Arthrokonidien mit abgerundeten Enden, die
ca. 3-4 x 4-7 um messen. Appressorien (Die angeschwollene Spitze einer Hyphe oder eines
Keimschlauches, die die Anheftung und das Eindringen des Pilzes in den Wirt erleichtert) sind nicht
vorhanden.

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae wird als Béacker- und auch Bierhefe (gleiche Hefeart, aber verschiedene
Stamme geben den verschiedenen Biersorten die Wiirze) bezeichnet. Diese Spezies zidhlt zu den
apathogenen Pilzen und wird gelegentlich aus Stuhl, aber auch Rachen- und sogar Vaginalabstrichen
isoliert.
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' Saccharomyces cerevisiae bildet neben
asexuellen einzelligen Blastosporen
auch sexuelle Sporen, jedoch kein
Pseudomyzel aus. Manchmal bilden
sich aus den Sprofizellen relativ kurze,
plumpe  eher nur  angedeutete
Hyphenstiicke. Ascosporen sind eine
charakteristische morphologische
Struktur dieser apathogenen Hefe. Das
sind Sporen, die in einem Ascus
(Beutel) liegen.

Saccharomyces cerevisiae - Malachitgriin-Safranin-Féarbung

Debaryomyces

Pilze der Gattung Debaryomyces vermehren sich sexuell. Die imperfekte Form entspricht Candida
famata. Sie sind humanmedizisch von geringer Bedeutung. Gelegentlich isoliert man die Hefe von

Cryptococcus neoformans

Nahrungsmitteln.

Makroskopisch sind glatte beige Kolonien
ohne Pseudomyzel auf Sabouraud-Glukose-
Agar erkennbar.

Debaryomyces dekkeri auf Sabouraud-
Glukose-Agar

Mikroskopie auf Reis-Agar

AusschlieBlich Blastosporen, die verschieden
grol erscheinen, z. T. d&hnlich wie bei
Saccharomyces auch Ascosporen bilden, und
iiberhaupt kein Pseudomyzel sind
Erkennungszeichen auf Reis-Agar.

Debaryomyces nicotianae bildet Ascosporen,
Malachit-Griin-Farbung

Cryptococcus neoformans ist die einzige pathogene Art innerhalb der Gattung Cryptococcus. Die Hefe
gehort nicht zur normalen Mikroflora des Menschen, jeder Nachweis ist ein kontrollbediirftiger
Befund mit therapeutischen Konsequenzen. Saprophytire Cryptococcus-Arten, die von Haut und
Négeln isoliert werden, konnen als Art Cryptococcus species (Gattung Cryptococcus, ohne
Artdifferenzierung) angegeben werden und sind apathogen.
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Die Kolonien von Cryptococcus neoformans sind beige bis ockerfarbig, glinzend, schleimig. Sie
haben einen Braunfirbeeffekt auf Guizotia abyssinica-Kreatinin-Agar nach STAIB (Negersaat-Agar.

Auf Saboraudagar bei 36 und 28°C weille, konkave, stark glinzende Kolonien; auf Chromagar
Candida BD weif3er, glinzender Zellrasen, ab 48 h zunehmend violett; auf Reisagar bei 28°C nach 24
h kreisrunde Zellen mit sichtbarem Abstand zueinander (das bedeutet Schleimkapsel wie bei
Cryptococcus neoformans!), kein Pseudomyzel; verzogertes Wachstum auf Dermatophytenagar BD
(0,5 g Cycloheximid/l), bei 36°C als glatter, farbloser, glinzender Zellrasen; auf Guizotia- abbysinica-
Kreatinin-Agar nach 24 h bei 36°C kein Wachstum, nach 48 h sehr kleine Kolonien, bei 28°C 1 mm
grof3e, glinzende, agarfarbene Kolonien, die nach 48 h deutlich groBer und z. T. bereits braun gefirbt
sind (Hinweis auf Cryptococcus neoformans)

Cryptococcus  neoformans  Unterschied
zwischen Cryptococcus species (weill) und
Cryptococcus neoformans (braun) auf Staib-
Agar

Cryptococcus neoformans Unterschied zwischen
Candida-Arten (weill) und Cryptococcus neoformans
(braun) auf Staib-Agar

Mikroskopie auf Reis-Agar

Die Sprofizellen-Abstinde sind (wegen der nicht
sichtbaren = Schleimkapseln)  auffillig  groB.
Cryptococcus neoformans bildet kein Pseudomyzel
aus. Eine spezielle Darstellung von Cryptococcus
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neoformans ist im BURRI-Priparat (Tusche) moglich. Die Schleimkapsel zeichnet sich als Hof um die
kleinen SproBzellen deutlich ab. Letzteres Pridparat wird zur Liquordiagnostik bei Verdacht auf
zentralnervose Kryptokokkose eingesetzt.

Reis-Agar: Sprofizellen-Absténde sind (wegen Schleimkapsel) auffillig grof3, kein Pseudomyzel

Cryptococcus neoformans im Tusche-Praparat nach BURRI

Rhodotorula

Es handelt sich um eine apathogene
Hefe, eine sog. ,rote Hefe“. In der
Dermatologie findet man den Pilz
relativ haufig z. B. als Kontamination
in Nagelmaterial, Hautschuppen oder
in Abstrichen von der Haut, ohne dass
dem eine klinische  Bedeutung
zukommt.

Leicht erkennbar ist dieser SproBpilz
an der roten Pigmentierung der
Kolonien, so dass eine ,,Blickdiagnostik” méglich ist. Eine Differenzierung bis zur Spezies-, also
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Artebene ist nicht notwendig. Erwdhnt werden soll nur, dass u. a. neben Rhodotorula rubra oder
glutinis auch Rhodotorula mucilaginosa (auffillig schleimige Kolonien) unterschieden wird.

Rhodotorula mucilaginosa Urinkultur
Mikroskopie auf Reis-Agar

Ellipsoide sprossende Zellen mit z. T. groBen Abstinden zwischen den Zellen auf Reis-Agar
erkennbar (da es sich um Rhodotorula mucilaginosa handelt).
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Rhodotorula mucilaginosa auf Reis-Agar

Geotrichum candidum

Geotrichum candidum (“Milchschimmel” = Trivialname) gehort zur Gattung Geotrichum.
Taxonomisch ordnet man diesen Pilz jedoch bei
den SproBpilzen ein, zur Klasse der Endomycetes
bei den Ascomycota gehorend. Der apathogene
Pilz riecht, anbei bemerkt, auch wie ein Hefepilz
(also genau, wie Bickerhefe). Geotrichum
candidum kommt in Sauermilch, Dickmilch,
Joghurt,  Quark, Kidse (zur  Reifung,
Aromatisierung) und auf Gemiise (Tomaten!)
VOr.

Sein Nachweis erfolgt oft im Stuhl, wo er dann
die fakultativ-pathogenen Hefepilze iiberwuchert.
Deshalb wird Stuhl am besten bei 37°C bebriitet.
Bei dieser Temperatur wachsen die meisten
Geotrichum-Staimme kaum oder iiberhaupt nicht,
auf Sabouraud- ' wohingegen alle sonstigen Sprofpilze gut
Glukose-Agar gedeihen (bestes Wachstum von Geotrichum bei

Geotrichum candidum
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Raumtemperatur). Gelegentlich kann Geotrichum candidum im Vaginalsekret nachgewiesen werden z.
B. nach Vaginalspiillungen, wenn durch Natur- bzw. Milchprodukte das saure Scheidenmilieu
wiederhergestellt werden soll.

Geotrichum candidum féllt auf durch strahlige, flache, grofle, matte Kolonien, die manchmal von
einem trockenen, weillen, flachen Luftmyzel {iberzogen sind (speziell, wenn die Kultivierung bei 26°C
und nicht bei 37°C erfolgte.

Mikroskopie auf Reis-Agar

U Pseudomyzel (feines weiles Luftmyzel ist moglich)

O Arthrosporen (Gliederstiicke)

O keine SproBzellen (im Gegensatz zur Gattung Trichosporon)

Geotrichum candidum auf Reis-Agar

Kloeckera apiculata

Der Hefepilz ist in der Regel nur als Kontamination anzusehen. Gelegentlich wird er aus Vogelkot
isoliert.

Mikroskopie auf Reis-Agar

Typisch sind die ovalen, an beiden Polen spitz zulaufenden Sprofizellen. Sprossung an beiden Polen
moglich. Daraus resultiert die charakteristische, nicht zu verkennende Form der Zellen, die fast an eine
Spindel erinnert.

Kloeckera apiculata auf Reis-Agar

=

43



Aureobasidium pullulans

Der flach und schnell wachsende Hefepilz ist beige, cremefarben (manchmal rosa tingiert) und kann
jedoch auch braun-schwarzes Pigment auf der Oberseite ausbilden.

Es handelt sich immer um saprophytires Wachstum, z. B. auf feuchtem Holz, selten Isolierung von
der Haut, Nigeln, dann immer als Kontamination anzusehen.

-

Aureobasidium pullulans

Mikroskopie auf Reis-Agar )
Mikroskopisch sind birnenférmige Konidien direkt an den feinen Hyphen zu sehen. Alteres Myzel

formt zahlreiche dickwandige, dunkel pigmentierte, fast rechteckige Zellen, die als ,,Keimschlduche*
imponieren und mehrere Konidien gleichzeitig entlassen.

Aureobasidium pullulans auf Reis-Agar
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Sporothrix schenkii

Sporothrix schenkii ist ein dimorpher Pilz bzw. ein Erreger von Mykosen in warmen Léndern. Es
handelt sich dabei um Verletzungsmykosen (sporotrichoid, d. h. lymphogen forgeleitet) vor allem an
den unteren Extremitéten (z. B. beim BarfuBBlaufen). Histologisch imponiert eine granulomatdse
Entziindung mit zigarrenférmigen Sprosszellen und asteroid bodies

Zihe, weiB3-gelbliche, evtl. spiter schwérzliche
Kolonien von Sporothrix schenkii mit wenig
Luftmyzel, aber mehr submers wachsendem
Myzel.
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Sporothrix schenkii auf Sabouraud-Glukose-Agar

Mikroskopie

Entweder lidngliche Hefezellen oder Einzelkonidien, die auf kleinen Stielchen zu finden sind oder an
verklebten, gebiindelten Konidiophoren. Ausbildung von sog. Margeriten-Formen, d. h. bliitenartig
angeordnete Konidien auf Hyphenstielen (Konidiophoren)

Sporothrix schenkii
Margeritenbliiten-artige Anordnung
der Sporen
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Entsorgung von infektiosem Labormaterialien

Nach Arbeitsabschluss sind alle mit Krankheitserregern kontaminierten Materialien sicher zu
entsorgen. Moglich ist zwar auch die chemische Entsorgung, indem das kontaminierte Material in
Desinfektionslosungen (entsprechend DGHM [Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und
Mikrobiologie]-Liste) dekontaminiert wird, aber zuverldssiger und umweltfreundlicher ist die
Sterilisation in gespanntem Wasserdampf im Autoklav. Kostenintensiv dagegen ist die heute in grofien
Laboren geiibte Entsorgung der infektiosen Materialien (Ndhrmedien, etc.) im Krankenhausmiill, der
nachfolgend verbrannt werden muss.

Abrechnungskennziffern nach EBM

Leistung EBM-Nr.

Methylenblau-Priparat 32045, ggf. 32182 (laut Empfehlung vom
Berufsverband der Deutschen Dermatologen)

ungefirbtes Deckglaspriparat 32045

Primérpréparat nach Gram 32050

Schleimhaut- und Vaginalabstriche auf Pilze 32151

Biochemische SproBpilzdifferenzierung 32689
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