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2 \Vorwort

Bei der Onychomykose handelt es sich um eine Rekiion der Finger- oder Zehennagel, wel-
che meist durch Dermatophyten hervorgerufen wird anfgrund des chronischen Verlaufs zu
einer Destruktion der N&agel fihrt. Sie entstehtdan Zehennégeln haufig auf dem Boden eines
Fulpilzes und stellt die haufigste Ursache fur Ndafermitéaten dar.

In der Diagnostik der Onychomykose werden aktuedl ¥erfahren konkurrierend bzw. gleich-
zeitig eingesetzt: 1. Nativdiagnostik, 2. Kultunbed und 3. die mikroskopische Beurteilung
PAS-gefarbter Schnittpraparate. Ziel der Arbeit esrdie Sensitivitat dieser Verfahren am Pati-
entenkollektiv der Klinik und Poliklinik fiur Dermakogie und Allergologie der Universitat Bonn
im Zeitraum von 2000 bis 2006 zu vergleichen, undigojeweilige diagnostische Aussagekraft
zu evaluieren. Da der Nagelpilz in der immer alierdenden deutschen Bevdlkerung ein zu-
nehmendes Problem darstellt, ist eine sichere DE@Iiir eine erfolgreiche Therapie und damit
eine Eindammung der Ausbreitung unabdingbar. Desdiz von Antimykotika ohne vorherige
eindeutige Diagnose- und Indikationsstellung fiturteiner unnétigen Gefahrdung des Patienten
durch Arzneimittelnebenwirkungen (schlimmstenfddls zum akuten Leberversagen) sowie zu
vermeidbaren Kosten fur das Gesundheitssystem. dabrer ist es wichtig, Standardverfahren
und neuere Testverfahren — wie die mikroskopischertilung PAS-gefarbter Schnittpraparate
— auf ihre Sensitivitat hin zu Uberprifen und nmgider zu vergleichen, um sie gegebenenfalls

mit in die Diagnostik der Onychomykose aufzunehmen.



3 Einleitung

3.1 Definition

Die Onychomykose ist eine chronische, langsam digelplatte destruierende Pilzinfektion der
Finger- oder Zehennéagel, wobei letztere oftmalsdaumh Boden eines Ful3pilzes entsteht. Erstes
klinisches Zeichen ist der Verlust der Transparend des Glanzes der N&agel, spater kommen
hyperkeratotische Wucherungen hinzu, die brockatigallen kbnnen. Der Nagel wird dicker,
briichiger und es kommt oft zu einer gelblichen ®drfing. Haufigste Erreger sind die Derma-
tophyten, des Weiteren kbénnen auch SchimmelpilzkHefen zu einer Onychomykose fiihren.
Als Infektionskrankheit kann sich der Nagelpilz amdere Kérperteile des Betroffenen ausbrei-
ten und damit zu Folgeerkrankungen wie bakterielatziindungen bis hin zum Erysipel fihren.
Eine Maximalvariante einer Pilzerkrankung stelk diogenannte ,tiefe Trichophytie* dar, eine
sehr schmerzhafte, abszedierende Entziindung neitaBgonderung aus den Haarfollikeln und
Lymphknotenschwellung. Sie heilt unter Narbenbilgllab und hinterlasst eine Alopezie. Die
Onychomykose ist eine infektiose Erkrankung undnkiagi mangelnden Vorsichtsmal3nahmen in

der Umgebung des Patienten weiter verbreitet werden

3.2 Ubersicht und Hintergrund
3.2.1 Epidemiologie

Vor dem zweiten Weltkrieg zahlte die Onychomykosemzu den seltenen Erkrankungen, nach
1950 kam es zu einem stetigen Anstieg ihrer Prazgbarallel zu dem der Tinea pedis (Haneke,
1999). Sie ist wie alle Oberflachenmykosen weltwetbreitet, vor allem die Industrielander
weisen aber eine hohe Zahl von Erkrankungsféllehaine stetige Progredienz auf. Heute sind
ca. 20 % der Erwachsenen betroffen (Braun-Faleb.,€2005).

Manner haben laut der ,Foot-Check-Studie* sowie derhilles-Studie” insgesamt ein héheres
Risiko an Nagelpilz zu erkranken als Frauen (Abetlal., 2000; Piérard, 2001). Die Ursache
hierflr ist nicht ganz eindeutig. In der ,Achill&udie” wird eine haufigere Nutzung von Ge-
meinschaftsduschen bei Mannern nach dem Sportdetefrbeit (z.B. in der Schwerindustrie)

als mogliche Ursache dafir erwogen (Burzykowskil£t2003).
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Bei Kindern kommen Onychomykosen insgesamt selten$tudien zeigen, dass bis zum Alter
von 12 Jahren die Pravalenz einer durch Dermatephlyervorgerufenen Nagelpilzerkrankung
unter 0,2 % liegt (Nolting et al., 2002). Ein Grudafir ist moglicherweise das raschere Nagel-
wachstum bei Kindern, welches ein Vordringen dézePverhindert, sowie die geringere Ober-
flache der Nagel, wodurch den Erregern nur in ééinkres Gebiet zum Eindringen zur Verfu-
gung steht. Au3erdem haben Kinder weniger Kontakiizen und daher auch eine niedrigere

Pravalenz fur Fu3pilz, welcher oft der Wegberdiieiden Nagelpilz ist (Elewski, 1998).

Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz fir dasftreten von Onychomykosen
(Burzykowski et al., 2003). Zum einen nehmen diédsponierenden Faktoren — Diabetes melli-
tus (D.m.), periphere arterielle Verschlusskrankl@AVK), wiederholte Nageltraumata — emit
dem Alter zu und akkumulieren, zum anderen sinkt ronehmendem Lebensalter die Ge-
schwindigkeit des Nagelwachstums und das Immunsysehaufig nicht mehr intakt. Alle drei

Faktoren konnen zu einer vermehrten AnfalligkeitRilzinfektionen flihren (Tosti et al., 2005).

3.2.2 Kilassifikation der mykotischen Erkrankungen

Pilze sind Eukaryonten, d. h. ihr Genom befindeh sh einem speziellen Organell, dem Zell-

kern. Zusatzlich besitzen sie Organellen, die eldesnDNS enthalten (z.B. Mitochondrien) und

frei im Zytoplasma liegen. Pilze sind heterotropie erndhren sich also von organischen Sub-
stanzen, die sie nach enzymatischem AufschlussdliecZellwand aufnehmen (Kretschmar und

Hof, 2002).

Die Pilzzellen besitzen im Gegensatz zur Saugetiiereine Zellwand, welche v.a. Glukane und
Chitin enthalt (vgl. Pflanzenzelle: Zellwand audldlese). In der Zytoplasmamembran der Pilz-
zelle ist Ergosterin enthalten, wodurch sie sichtldgh von der Cholesterin-enthaltenden Zy-
toplasmamembran der Saugetierzelle unterscheideseBesonderheit ist ein bedeutender An-
satzpunkt fur die Entwicklung nebenwirkungsarmegzsischer Antimykotika, die z. B. in die

Ergosterin-, Chitin- oder Glukanproduktion eingegif

Nach morphologischen Gesichtspunkten teilt manRiize in Myxomyceten, Phycomyceten,

Ascomyceten, Basidiomyceten und DeuteromyceteiHofmann, 2003).
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Humanpathogene Pilze stammen v. a. aus der Grugpealteromyceten oder Fungi imperfecti
(so bezeichnet, weil die sexuellen Organe bei mi€ldzarten nicht bekannt sind).
Fur den medizinischen Gebrauch wird eine Einteildagrelevanten humanpathogenen Pilze in

drei Gruppen bevorzugb¢H-S- System)

» DermatophytenT{richophyton, Microsporum, seltenEpider mophyton)
» Hefen Candida, Malassezia, Cryptococcus)

» Schimmelpilze $copulariopsis brevicaulis, Aspergillus species).

Als Erreger der Onychomykose kommen Dermatophytefili %, Hefen in 5,5 % und Schim-

melpilze in 3 % der Félle vor (Grover et al., 2003)

Die meisten Pilze sind fakultativ pathogen, ihréhBgenitat ist abhéngig von der Situation des
Wirtes bezlglich der Infektabwehr, Beschaffenheit kbnkurrierenden Normalflora, Begleiter-
krankungen und deren Therapie. Pilze sind alscsidelse Opportunisten, die meist nur dann zu
einer Infektion fuhren, wenn die Umstande es edaub.B. bei Storungen der Immunabwehr
oder der Hautbarriere.

Dermatophyten haben ihr Wachstumsoptimum unterhalb von 37°C g@sten Raumtempera-
tur), daher befallen sie bevorzugt die Haut uné iknhangsorgane (Tietz, 2001c). Alle Derma-
tophyten besitzen Keratinasen, die humanes Kevatidauen, so dass sie sich vom Material der
Haare und Néagel erndhren kénnen.

In schweren Fallen kommen tiefe abszedierende tiofedn vor, bei denen die Pilze entlang der
Haare bis in die Follikel vordringen und dort efalikulitis und Perifollikulitis hervorrufen. Bei
der Tinea capitis nennt man diese Auspragungsfdferign celsi”. Klinisch findet man eine
schmerzhafte, entziindliche Schwellung mit leichézeahbaren Haaren, Eiterabsonderung aus
den Follikeln und Bildung sezernierender Fistem.der Regel geht die Erkrankung mit einer
Lymphadenopathie einher. Teilweise konfluieren datzindlichen Plaques zu grof3en
Geschwulsten, die oft nur unter Bildung entstelenidarben abheilen. Zudem wird die eigentli-
che mykologische Ursache der Entztindung haufigarer so dass erst verspatet eine wirksame

kausale Therapie initiiert werden kann.
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Molekulargenetische Untersuchungen zeigen, dassdrdieGattungen der Dermatophyten nicht
monophyletisch sind. Daher erscheint eine Klassiifth nach ©kologischer Nische (anthro-

pophil, zoophil, geophil) und nach hervorgerufenerankheitsbild eindeutiger. Auch in der Pra-

xis hat sich diese Einteilung bewahrt, denn unteridchen, therapeutischen und epidemischen
Gesichtspunkten ist es wichtig, die dkologischecNésdes vorliegenden Dermatophyten zu ken-
nen. So sind zum Beispiel zoophile Dermatophytersinubligat pathogen und aul3erst virulent,

wodurch andere Therapieformen gefragt sind alsdeai schwécher virulenten anthropophilen
und geophilen Dermatophytenarten.

Vorkommen Dermatophytenart
Antropophil Zoophil Geophil
Haufig T. rubrum M. canis M. gypseum
T. interdigitale T. mentagrophytes
T. tonsurans T. verrucosum
E. floccosum T. equinum
Selten T. violaceum M. gallinae M. cookei
T. soudanense M. nanum M. terrestre
T. schoenleinii M. versicolor
M. andounii

Tabelle 1: Einteilung der Dermatophyten nach Haufidgceit und 6kologischer Nische (Tietz, 2001c).

Hefen haben ein vollig anderes Besiedlungsmuster. Bexgbrbefallen sie das feucht-warme
Milieu der Schleimhaute und Hautfalten, sie konaber auch Pilzinfektionen der inneren Orga-
ne hervorrufen. Sie vermehren sich durch Sprosshitidgn teilweise Pseudomyzele und zeigen

bei Kérpertemperatur ein fast bakterienartig sdesélVachstum.

Schimmelpilzesind in der Natur weit verbreitet. Sie erlangee wben genannt humanpathogene
Bedeutung als opportunistische Krankheitserreg®., aei Immunschwache (Aspergilluspneu-
monie durchAspergillus fumigatus) oder schwerer Verbrennung. Des Weiteren habemBol-
pilze unter Umstanden eine allergene Wirkung unahled teilweise Mykotoxine bilden. So pro-
duziert beispielsweiséspergillus flavus, welcher in verdorbenen Lebensmitteln vorkommen

kann, das Aflatoxin B, ein starkes Karzinogen.
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Abbildung 1: Tinea corporis lichtmikroskopisch nach histologischer Aufbereitung und PAS-Farbung

3.2.3 Uberblick Uber Atiologie und Pathogenese der Onychaykose

Bei der Onychomykose handelt es sich um eine liflekkrankheit ohne Selbstheilungstendenz.
Sie kann sich vom Infektionsherd auf weitere Kolpeeeiche ausbreiten sowie vom Trager auf
andere Menschen Ubertragen werden (Haneke, 1988grdem vermindert Studien zufolge eine
Pilzinfektion der Nagel die Lebensqualitat, indei® sowohl zu Schmerzen, z.B. beim Schuhe
tragen, als auch zu psychischem Leid (vermindetdbstbewusstsein, Vermeidung von Bezie-
hungen etc.) fuhrt (Drake et al., 1999). Des Weitdtann sie Eintrittspforte fur Infektionen mit
beispielsweise bakteriellen Erregern sein und h&peechender Pradisposition zu schweren Er-
krankungen wie Phlegmone und Erysipel fihren. Dab#te die Krankheit in jedem Fall behan-
delt werden.

Die Pathogenesales Nagelpilzes ist multifaktoriell bedingt. Neberblichen Anlagen (es gibt

Hinweise auf eine autosomal-dominante Vererbung Empfanglichkeit fir Onychomykose
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(Faergemann et al., 2005; Haneke, 1993)), periphdeuropathien, pAVK, D. m. und anderen
Stoffwechselerkrankungen tragen auch zu enge Schuliidehlstellungen, Gbertriebene Mani—
bzw. Pedikire sowie wiederholte Traumata (z.B. b8port) zu einer erhéhten Anfalligkeit ge-
genuber Nagelinfektionen bei. Gerade bei Diabatikdie als Spatfolge oft auch an Sensibilitats-
stérungen und Minderdurchblutung der FiR3e leidsindér Nagelpilz haufig Eintrittspforte flr
bakterielle Infektionen.

Der verdickte Nagel kann zu Traumata der umgebehiden fihren, woraus Pilz- oder bakteriel-
le Infektionen derselben resultieren, die sich wredh aufgrund der verminderten Immunabwehr
des Diabetikers zu einem Ulcus oder einem Erysapsiveiten kbénnen. So tragen Nagelpilzer-
krankungen zur Progression des diabetischen FuRsysdund somit zur friheren Notwendig-
keit einer Amputation von Teilen der unteren Extitéitrbei (Gupta und Linh, 2006b). Ahnliches
gilt auch fur die verminderte Sensibilitdt und Inmabwehr im Bereich der unteren Extremitat
bei pAVK-Patienten.

Die Risikofaktoren stellt Elewski in einem Artikeie folgt zusammen (Elewski, 2000):

Risikofaktoren der Onychomykose

- héheres Lebensalter

- genetische Faktoren und - familiare Pradispasitio

- schlechter Allgemeinzustand

- haufige Traumata des Nagels (Sport, zu enge ®chih

- Kontakt mit Pathogenen in der Umwelt

- warmes, feuchtes Klima

- Fitness-Trend (Traumata der Ful3e + gemeinsamehieosund Gerate)
- Offentliche Badeanstalten

- geschlossenes Schuhwerk

- Immunsuppression

- hohe Pravalenz der Tinea pedis
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Nagelplatte ~ Lunula (Méndchen) = Kutikula (Hsutchen)

Abbildung 2: Aufbau und Anatomie des Nagels und deblagelbettes (Jung, 2003).

Die oben genannten Erreger einer Onychomykose keamuhgguitar vor, wobei besonders Orte,
an denen viele Menschen barfuss laufen, als Irdie&tuelle zu nennen sind (z.B. Schwimmba-
der, Sauna, Turnhallen, usw.). In den meisten Fra@tgsteht bei Pradisposition und Kontakt mit
einem Erreger zunachst eine Tinea pedis, aus cleasich eine Tinea unguium entwickeln kann.
Die Erreger dringen dabei meist Gber das Hyponyohseltener von proximal Gber das Epony-
chium zur Nagelmatrix vor und fiihren dort zu Schder Nagelplatte (s.u.). Insgesamt sind die
Zehennagel haufiger betroffen als die Fingernag@ld im Verhaltnis 4:1) (Effendy et al., 2005).
An den Fufen erkrankt der Grol3zehennagel am héariigan der Hand ist es der Daumennagel.
Dies hangt vermutlich mit der Gré3e der Nagel zusam wodurch sie haufiger Traumata aus-
gesetzt sind als die ubrigen, kleineren Finger- daedennagel (Grover et al., 2003). AuRerdem
ist oft nur eine Hand oder ein Ful} betroffen, uredZhhl infizierter Nagel nimmt mit zunehmen-

der Krankheitsdauer zu, wobei auch ein Strahl wotiknen ausgespart bleiben kann.

Pathophysiologischbetrachtet gilt Feuchtigkeit in Kombination mit Tpematuren bis 37°C als

wichtigster Faktor fur die Infektion der Haut unésd\Nagels mit Dermatophyten (Baden und So-
ter, 1984). Normalerweise haben diese Pilze nw s@hr geringe Fahigkeit die Haut zu schadi-
gen, und die bei einer Infektion entstehende Emtuiig ist vor allem auf die Reaktion des Kor-

pers gegenuber dem Eindringling zuriickzufuhren.
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Die gerade genannte Kombination von Feuchtigkeit Warme kommt haufig auch durch das
permanente Tragen fester, wenig luftdurchlassigéuBe — z. B. Arbeitsschuhe — vor. Hier ent-
steht das perfekte Mikroklima fur ein Pilzwachstdorch den Ful3schweild und die Kérperwar-
me. Das Tragen von Arbeitsschuhen ist wiederumigpduftypischen Mannerberufen Pflicht, so

dass sich hier evtl. eine Erklarung fur die festigiie hohere Pravalenz beim mannlichen Ge-

schlecht ergibt.

Als Ursache flir die Kolonisation der Haut und idehangsorgane wird vermutet, dass die Pilze
Eisen und andere Nahrstoffe benétigen, die vomaifa stratum corneum der Haut, nicht aber in
tieferen Schichten zu finden sind. Zudem haben R&sphyten (s.0.) ihr Wachstumsoptimum
unterhalb von 37°C, so dass sie auf der Korpertitmré bessere Wachstumsbedingungen fin-
den.

Wahrend der Kolonisation wird der Kérper gegenidmr Pilzantigenen sensibilisiert und entwi-
ckelt eine verspatete Hypersensibilitat. Im Expenitrat diese Reaktion zwischen dem 10. und
dem 15. Tag nach dem Eindringen des Erregers alistifiir die Entztindungsphase der Erkran-
kung verantwortlich (Baden und Soter, 1984). Aufgfwer Entzindung kommt es zu einem
Verlust der epidermalen Integritat, so dass denfaéophyt mit dem Milieu tieferer Hautschich-
ten in Bertihrung kommt. Dies fuhrt zu einer Verlsagung des Pilzwachstums, was vermutlich
mit der Diffusion ungesattigten Transferrins in dastum corneum zusammenhangt, wo dieses
freies Eisen bindet und damit die essentiellen btaffe des Pilzwachstums reduziert.

Eine Ausnahme bildet — wie oben erwahnt — die tigfehophytie, bei der die Pilze entlang der

Haarbalge in tiefere Schichten eindringen.

3.2.4 Formen der Onychomykose

Es lassen sich verschiedene Formen der Nagelmykasescheiden, was v. a. unter therapeuti-

schen Gesichtspunkten von Bedeutung ist.

1. Distolaterale subunguale Onychomykose

Diese ist die haufigste Form des Nagelpilzes. Dasgangspunkt stellt meist eine Pilzinfektion
der umgebenden Haut dar, von der aus der PilzddseHyponychium (Dermis des Nagelbettes)

in die Unterseite der Nagelplatte eindringt. Vomtdweitet er sich langsam von distal nach pro-
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ximal aus, wo er die Nagelmatrix erreicht. Es eokwit sich eine subunguale Hyperkeratose,
wodurch die anfangs noch intakte Nagelplatte imféaler Zeit distal angehoben wird (Onycho-

lysis semilunaris) und eine Gelbverfarbung (Dysaomasie) entsteht. Wird der erkrankte Nagel

zusatzlich bakteriell superinfiziert, so resultieme schmutzigbraune bis grine Verfarbung — je
nach Erreger (z.B?seudomonas aeruginosa — griine Farbe).

Falls die durch den Pilz verursachte Hyperkerase$e ausgepragt ist, kann sie zur Entwicklung

von Krimelnageln — einer sogenannten OnychodysigopHhihren.

2. Proximale subunguale Onychomykose

Bei dieser selteneren Form erfolgt die Infektioreridie Haut des proximalen Nagelwalls, von
wo aus sie auf die Kutikula Gbergreift und sich m@&mtlang des Eponychiums (Epithel der Un-
terseite des proximalen Nagelwalls) bis zur Nagé&imausbreitet. Von dort dringen die Pilze in

die Nagelplatte ein, fihren zu einer Verfarbung Drydtrophie und wachsen innerhalb der Horn-
platte nach distal weiter aus.

Zwar ist die proximale subunguale Onychomykose asagit selten, aber bei AIDS-Patienten
wird diese Form haufig beobachtet und kann einéinein Marker einer HIV-Infektion darstellen,

wobei der Verursacher hier in GUber 50 % der Falleulbrum ist (Elewski, 1998).

3. Leukonychia trichophytica

Synonym wird die Bezeichnung ,weil3e superfizielleyChomykose“ verwendet. Betroffen sind
meist die Zehennagel und der Erreger ist nmigigthophyton interdigitale (T. interdigitale). Die
Pilzelemente dringen nach Mazeration der NagelGdré in feuchtwarmem Milieu in die ober-
flachlichen dorsalen Schichten des Nagelkeratins klinisch manifestiert sich typischerweise
eine weildliche Verfarbung, die entweder punktueftrdt, oder fast die ganze Nagelplatte be-
trifft.

4. Dystrophische Onychomykose

Diese Form kann als Endzustand einer lange bestehe@nychomykose auftreten, v. a. wenn
die Nagelmatrix in erheblichem Maf3e mitbefallen kdierbei ist das gesamte Nagelorgan in sei-

ner Anatomie grundlegend gestdort und es kommt Baweien Nageldystrophien.
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5. Onychia et paronychia candidosa

Bei diesem Krankheitshild handelt es sich um eioed&rform des Nagelpilzes, die von den Ub-
rigen Formen deutlich abzugrenzen ist. Im Gegenzatzden tbrigen Onychomykoseformen
kommt es zu einer chronischen Entzindung des padgmund lateralen Nagelwalles und bei
langer bestehender Erkrankung resultieren Matridiggungen, die wiederum zu einer unregel-
malfigen Struktur der Nagelplatte fuhren.

Bei der klinischen Inspektion fallt zunachst dipisgche Rotung und Schwellung des Nagelwalls
auf. Oft ist diese assoziiert mit Querrillen derrfjaatte und teilweise auch mit Verfarbungen
der Nagel, falls eine zusatzliche Bakterienbesiaglluorliegt. Erreger sind hier tGberwiegend
Candida-Arten, v.aCandida albicans (C. albicans). Seltener verursachen andere Candida-Arten,
wie z.B. Candida parapsilosis (C. parapsilosis) und Candida tropicalis (C. tropicalis), dieses
Krankheitsbild.

Auch in frihen Stadien kdénnen bereits grinlich-hti@ghe Verfarbungen eines schmalen Strei-

fens der Nagelplatte vorhanden sein.

Differentialdiagnostisch kommen insbesondere die Psoriasis, teilweise aush isolierte Na-
gelpsoriasis, Ekzeme, welche zu den sogenannteanttidgeln fihren, und selten ein Lichen

ruber des Nagelorgans in Frage.

3.2.5 Diagnoseverfahren

Die korrekte Diagnosestellung bei einer Pilzinfeltides Nagels ist von grof3er Bedeutung fur
eine erfolgreiche Therapie. Da nur etwa die Hafter Nageldystrophien durch Pilze hervorge-
rufen werden, gilt es durch eine sorgfaltige Diagjikodie moglichen Differentialdiagnosen (Pso-
riasis, Lichen ruber, Nageltraumata, etc.) ausdigftdn, um dann eine kausale Therapie begin-

nen zu kénnen.

Am Anfang der Diagnostik stehen die Anamnese uedktinische Inspektion, welche den Aus-
schlag geben, weitergehende Laboruntersuchungemahen.
Der zweite Schritt besteht in der Entnahme eineb@raus dem suspekten Bereich. Hier ist die

korrekte Durchfiihrung der Probenentnahme zu beactie spater genauer erlautert wird.



Die gewonnenen Nagelspane kdnnen verschiedenarftigraitet und untersucht werden (siehe

Tabelle 2):
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Diagnoseverfahren

bation bei Zimmertemperatur

Hauptverfahren:

Nativbefund Mikroskopie des Nativpraparates nach- Me
thylenblaufarbung

Kulturbefund Makro- und mikroskopische Analyse der
gewachsenen Kulturen auf Agar nach Inku-

Mikroskopische Beurteilung PAS-gefarbt
Schnittpraparate (kurz PAS)

elikroskopische Analyse paraffinfixierte

Schnitte nach PAS-Farbung

Sonstige:

Fluoreszenzmikroskopie

Anfarbung von Pilzelementeitiels fluo-
reszierender Farbstoffe im Nativpraparat

fluoreszenz-mikroskopische Analyse

ind

Immunhistochemie

Nachweis von Pilzelementen mittisi-
korper

PCR

Erregernachweis anhand von bekannten (
sequenzen nach Amplifizierung des vorh

denen DNA-Materials

5en-

Flow cytometry

Speziesnachweis nach Abtrennungediez

Pilzzellen vom Nagelmaterial, anhand vjon
Proteinen, ZellgroBe etc. im Durchflul3-
zytometer

Tabelle 2: Diagnoseverfahren der Onychomykose
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3.2.6 Therapie der Onychomykose

Friher wurde die Onychomykose vor allem als kossubéis Problem angesehen, was nicht im-
mer therapiert wurde, da auch die zur Verfligungestden Medikamente keine guten Erfolgsra-
ten aufwiesen. Inzwischen hat sich die Wahrnehnge@mdert und die Infektionserkrankung gilt
als ernstzunehmendes Gesundheitsproblem, welchiesefcsamkeit verdient, weil sie schwer-
wiegende Komplikationen nach sich ziehen kann (Btiabr, pAVK-Patienten u.s.w. - s.0.)
(Gupta und Linh, 2006b).

Zur Behandlung des Nagelpilzes stehen die Lokafhier mit speziellen Antimykotika-
enthaltenden Nagellacken, die systemische GabeAviimykotika sowie die Entfernung des
geschadigten Nagelmaterials mittels Harnstoffcreoses begrenzten mechanischen Methoden

zur Verfligung.

Beide Methoden bieten Vor- und Nachteile, aber angensus-Konferenzen erarbeitete Richtli-
nien erleichtern die Entscheidung fur die passéragapieform (Seebacher und Brasch, 2006).
Die topische Monotherapie wird nach der internalen Konsensus-Konferenz 2005 von Lecha
et al. nur bei einem Befallsgrad von unter 50 % agels empfohlen, vorausgesetzt die Nagel-
matrix ist nicht mitbetroffen (Lecha et al., 2008uséatzlich beschrankt sich die Indikation einer
rein lokalen externen Therapie auf zwei Formen@eychomykose, die Leukonychia trichophy-
tica und die distolaterale subunguale Onychomykose.

In allen anderen Féllen verspricht nur eine sysdeh@ Therapie — nach neueren Erkenntnissen
am besten in Kombination mit einer Lokaltherapieufriedenstellende Ergebnisse. Dabei spre-
chen nicht alle Erreger auf jedes Antimykotikum aBo sind beispielsweise Nicht-
Dermatophyten wie die Hefen lediglich gegeniber |pzparaten empfindlich (Niewerth und
Korting, 1999).

Die Therapie einer Onychomykose muss uber eineggelaZeitraum erfolgen, fordert eine hohe
Compliance vom Patienten und kann kostenintensiv. $&ir Fingernéagel betragt die Behand-
lungsdauer 3 - 6 Monate, fur Zehennagel sind esZBMonate oder langer (Haneke, 1993; Tietz
und Sterry, 2002c). Ursachlich fur diesen langehaelungszeitraum sind das Fehlen von Blut-
gefallen in der Nagelplatte und damit die schle&teichbarkeit durch Medikamente, die im

Nagelorgan vorhandenen Hohlraume in denen sichhiakinetisch nicht erreichbare Erreger-
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keimzentren befinden sowie Pilzsporen, die v. a. Eogosterolhemmern kaum eliminiert werden
kénnen. Sie kénnen daher, auch wenn sie in nogesnger Zahl zuriickbleiben, zu einem Rezi-
div fihren. Hinzu kommen die natirliche Resistees @ interdigitale gegenuber Fluconazol
und Griseofulvin sowie dessen eingeschrankte Erdjidinkeit gegentber Itraconazol.

Daher sind die korrekte Diagnose und der Ausschluss differentialdiagnostisch in Frage

kommenden anderen Ursachen der Nageldystrophie wiktiger.

Um trotz der genannten Schwierigkeiten zu einem litidg} langfristigen Heilungsergebnis zu
kommen, kombiniert man — wie schon angedeutet dderapieformen zur sogenannten ,Drei-
schlagtherapie* bestehend aus: 1. topischen Anttikd, 2. atraumatischer Nagelentfernung
und 3. systemischer antimykotischer Therapie (May&@07). Eine Kombinationsbehandlung ist
laut neueren Publikationen effektiver und letztlahhch kostengunstiger (Bristow und Baran,
2006; Seebacher und Brasch, 2006).

Adjuvante MalRnahmen:

Bevor mit jeglicher Form der Behandlung begonnerdwsollte der zerstorte Teil des Nagels
atraumatisch entfernt werden, da dies in mehretaedi&h zu deutlich besseren Behandlungser-
gebnissen gefihrt hat (multizentrische Studie vidikiFet al., 1997: nach atraumatischer Nagel-

entfernung Heilung bei 71 % der Patienten, ohnéetige Nagelentfernung bei 51 %).

Hierzu eignen sich harnstoffhaltige Salben mit 2040 % Harnstoff in einer Salbengrundlage
oder Kalium iodatum 35 % in Lanolin. Eine anderedlitthkeit ist die mechanische Entfernung
befallener Nagelanteile und subungualer Hyperkeseatamittels einer Frase oder eines Erbium-
YAG-Lasers. Die von vielen Patienten gefurchteteucische Nagelextraktion wird heute nicht
mehr durchgefihrt, da sie aul3erst schmerzhattus§chadigungen des Nagelbettes fihren kann
und zudem oft eine zeitweise Arbeitsunfahigkeitmsich zieht. Bei der Nagelablation ist darauf
zu achten, dass steril gearbeitet wird und auseend Absaugvorrichtungen vorhanden sind, um

eine Pilzkontamination der Umgebung zu vermeiden.

Die Desinfektion der Schuhe und Strimpfe aber aleciHandtiicher und Badeteppiche wéahrend
und vor allem nach der Behandlung stellt eine vigghérgdnzende MalRnahme dar. Um Pilze und

Pilzsporen abzuttten, ist eine Temperatur von 68fGrderlich. Hinzu kommt die Aufklarung
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des Patienten Uber Infektionsquellen in der eigémmgebung und die pradisponierenden Fakto-
ren fur die Onychomykose (Feuchtigkeit, Traumatarddblutungsstérungen, Tinea pedis, etc.)

sowie die Moglichkeiten zu deren Beseitigung.

Lokaltherapie:
Mit der Lokaltherapie kann bereits direkt nach Bestatigung der Verdachtsdiagnose durch ein

positives Nativpraparat begonnen werden. Diesnsbfern von Vorteil, als es mehrere Wochen
dauern kann, bis die Kultur eindeutig ablesbaured der Erreger feststeht. Erst dann kann eine

erregerabhéngige systemische Therapie eingeletietan.

Zur Verfigung stehen verschiedene antimykotischgeNacke, die nach der Desinfektion und
dem Aufrauhen des Nagels mittels einer Nagelfalg pesseren Penetration) aufgetragen wer-
den. Wichtig ist es auch, die seitlichen Nageldatsorgfaltig zu bestreichen, da der Wirkstoff
senkrecht ins Keratin diffundiert, und diese Argesbnst nicht mit dem Wirkstoff in Beriihrung

kommen.

Vom Wirkstoff her hat sich u. a. das Ciclopiroxolanbewahrt, da es nicht an der Ergosterol-
Biosynthese ansetzt, sondern Uber eine irrever8ilnldung an die Zellwand sowie an zytoplas-
matischen Membranen und Mitochondrien seine fudgiaVirkung entfaltet. Dadurch werden
auch Pilzsporen im Ruhestadium, das heil3t mit sedmig Stoffwechselfunktionen und abge-
schalteter Ergosterolsynthese, erreicht.

In einigen Studien wird allerdings auch die heragende Effizienz von Amorolfin hinsichtlich
Penetration, Aufbau der minimalen inhibitorischeon&entration, Persistenz des Wirkstoffes
nach Beenden der Therapie und Heilungsrate nackgewiLecha et al., 2005).

Wie oft der Nagellack aufgetragen werden mussyast Préparat zu Praparat sehr unterschied-
lich. Manche (z.B. Amorolfin) werden nur ein- biw&mal pro Woche angewandt, andere (z.B.
Ciclopiroxolamin) werden im ersten Behandlungsmgeden zweiten Tag, im zweiten Monat
zweimal pro Woche und ab dem dritten Monat einmalWoche auf die befallenen Nagel aufge-
tragen. Die Therapiedauer ist abhangig vom Erfolragt aber in der Regel mindestens sechs
Monate (Tietz und Sterry, 2002d).
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Ein grof3er Vorteil der lokalen Therapie ist weitarkie geringe Anzahl an Nebenwirkungen.
Selten treten Ekzeme, R6tung und brennende oderestde Missempfindungen direkt am Auf-

tragungsort auf. Sie sind meist selbstlimitiereedHwortfihrung der Behandlung.

Therapieform: Indikation :

Lokale Monotherapie < 50 % der Nagelmatrix befallen
Systemische + Lokale Therapie > 50 der Nagelmattallen
Adjuvante MalRBhahmen Immer

Tabelle 3: Indikation der unterschiedlichen Therapeformen

Systemische Therapie:

In allen Fallen, in denen mehr als 50 % der Nagelmbefallen sind, ist eine systemische, meist
orale Therapie mit Antimykotika indiziert (Seebached Brasch, 2006). Da die zur Verfigung
stehenden Pharmaka ein begrenztes Wirkungsspekiaben, muss vor Beginn der Behandlung
die Pilzspezies mittels Kultur identifiziert werdelul3erdem gilt es, Kontraindikationen fur das
gewahlte Préaparat auszuschlie3en, denn einigelMgtantrachtigen zum Beispiel die Wirkung

anderer Medikamente. Aufgrund der Tatsache, dade der Antimykotika hepatisch metaboli-

siert werden, empfiehlt es sich, vor Beginn derr&pe und je nach Risikoprofil auch wahrend
der Behandlung laborchemische Kontrollen durchzigiihAntimykotika kdnnen zur Einschran-

kung der Leberfunktion und in seltenen Fallen bisrakuten Leberversagen fihren.

Orale Antimykotika dringen langsamer in die Nageaffd ein als topische, persistieren daflr aber
auch nach Beendigung der Therapie bis zu vier sdeins Monaten in der Nagelplatte, so dass
die Behandlungsdauer verringert werden kann odex mitermittierende Therapie mdglich ist
(Lecha et al., 2005).

Es stehen verschiedene Antimykotika zur Auswald,siith sowohl in ihren Wirkungsmechanis-
men als auch im Wirkungsspektrum und den Einnahrdeomderscheiden.

Der Wirkstoff Griseofulvin zahlt zu den Benzofuranen und hemmt verschiedeoeefse des
Stoffwechsels der Pilzzelle (Tietz und Sterry, 200Ein weiterer Angriffspunkt ist die Chitin-
Biosynthese, woraus Defekte beim Zellwandaufbaultiesen.
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Griseofulvin wirkt, betrachtet man die haufigstemelger der Onychomykose, nur Beichophy-

ton rubrum (T. rubrum)-Infektionen und muss dann kontinuierlich jederg Tgeegeben werden
(ubliche Dosis 500 mg/d am besten verteilt auf Zn@sen) (Tietz, 2001b). Als Monotherapie hat
es eine geringere Ansprechrate und wird daher heeltener angewandt (Lecha et al., 2005).
Gemeinsam mit adjuvanten MalRBhahmen (Seebacher a3 2006) und in Kombination mit
topischer Applikation von Amorolfin werden deutliblessere Ergebnisse erzielt (Baran und Ka-
oukhov, 2005).

Als unerwiinschte Arzneimittelwirkung ist vor allesie Beeintrachtigung anderer Medikamente
zu nennen, da Griseofulvin hepatisch tber ein Cytwn-P450-Enzym metabolisiert wird und
damit den Abbau anderer Medikamente beeintrachtigem. Da es sich bei der Onychomykose
um eine Krankheit des hoheren Alters handelt undDibetikern oder vorerkrankten Patienten
allgemein haufiger vorkommt, ist auf die Wechsekwirgen mit einer oft vorhandenen Dauer-
medikation besonders zu achten. Des Weiteren kongastiointestinale Beschwerden, allergi-

sche Reaktionen sowie Stérungen des Zentralnerstamyg vor (Karow und Lang-Roth, 2006).

Die AzoleFluconazolundltraconazol haben einen deutlich breiteren Einsatzbereichw8leen
beide aufT. rubrum, C. albicans und C. parapsilosis. Itraconazol wirkt auch bei einer Infektion
mit Scopulariopsis brevicaulis (S. brevicaulis) und teilweise auf. interdigitale (Tietz, 2001b).

Vom Wirkmechanismus her sind beide gleich, siefgneauf dem Niveau des bereits syntheti-
sierten Lanosterol in die Ergosterolsynthese emtet$chiede zwischen den beiden Azolen erge-
ben sich durch ihre zusatzliche Wirkung auf digggeiresynthese und andere Kofaktoren.
Itraconazol gibt man als Pulstherapie, d. h. eirché zweimal taglich zwei Kapseln von 200
mg/d, dann drei Wochen Pause. Dieses Schema wateran in der Regel dreimal; eine lange-
re Behandlungsdauer wird aus toxikologischen Grimdenht empfohlen (Seebacher und Brasch,
2006).

Fluconazol wird in der Regel gut vertragen. Einra Woche werden 150 oder 300 mg einge-
nommen. Hier gibt es keine Beschrankung der Belbaggbauer; es wird empfohlen, die Thera-
pie bis zur Heilung fortzusetzen, d. h. zwischam8 12 Monaten.

Auch die Azole interagieren mit dem Cytochrom-P-&@&tem und bedingen somit zahlreiche
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten. Beispieise wird der Substratspiegel von Sul-
fonylharnstoffen im Blut erhdht, was zu einer Wingsverstarkung des Pharmakons und damit

zu einer verstarkten Hypoglykamieneigung fuhrennkg®eltener kommt es zu Transaminase-
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nerhéhungen bis hin zur Hepatitis. Eine haufige evwlirkung stellen gastrointestinale Be-

schwerden wie zum Beispiel Ubelkeit, Erbrechen Diairho dar (Karow und Lang-Roth, 2006).

Terbinafin gehort zu den Allylaminen und wirkt bei fast alleéaufigen Erregern der Onycho-
mykose T. rubrum, T. interdigitale, C. parapsilosis, S. brevicaulis) (Schmid-Wendter, 2006).
Lediglich die Wirkung gegeniibeZ. albicans ist eingeschrankt. Ahnlich wie die Azole greifen
auch die Allylamine in die Ergosterolsynthese aiterdings schon in einen friheren Reaktions-
schritt, ndmlich an der Squalenepoxidase.

Die Behandlung mit diesem Wirkstoff erfordert etdgliche Einnahme von 250 mg Uber norma-
lerweise drei Monate, wobei bei Befall des Gro3melagels eine Verlangerung der Therapie
erforderlich sein kann (Tietz, 2001b).

Im Gegensatz zu den Azolen fuhrt Terbinafin niahtemer Hemmung oder Induktion der Clea-
rance von Arzneimitteln, die Uber das CytochromsP-&ystem metabolisiert werden, und ist
damit vor allem fur die Behandlung multimorbidettiBaten besonders geeignet. Allerdings be-
schleunigt z. B. Rifampicin die Plasma-Clearance Verbinafin, Cimetidin und andere Cytoch-
rom-P-450-Inhibitoren reduzieren die Plasma-Cleagattes Medikamentes. Unerwinschte Arz-
neimittelwirkungen sind vor allem in Form von gasttestinalen Beschwerden zu beobachten,
selten kommen Kopfschmerzen und in Einzelfallendviderungen des Blutbildes vor (Tietz und
Sterry, 2002Db).

Allgemein ist darauf zu achten, ob der Nagel weréchst. Sollte das Herauswachsen des ge-
sunden Nagels sistieren oder sich die Infektiorhr@oximal ausdehnen, sollte umgehend eine
weitere Behandlung, am besten mit einem anderem#kotikum, begonnen werden.

Handelt es sich bei der Form der Onychomykose @ ©nychia et Paronychia candidosa, dann
therapiert man mit hefewirksamen Medikamenten viedhazol oder Itraconazol, allerdings in

diesem Fall als kontinuierliche Gabe bis zur Heglun

Fur die sehr selten vorkommenden Onychomykosen imdds€alter ist bisher nur das Griseoful-

vin in gewichtsadaptierter Dosierung fur die Theéeagqugelassen.
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Probleme bei der Behandlung:

Ziel einer Behandlung der Onychomykose sind pilefr&linisch gesunde Néagel. Hierbei ist die
mykologische Heilung Uber einen negativen Kultudpef klar definiert, die klinische Heilung
dagegen wird von Autor zu Autor unterschiedlichgalegt. Fir letztere wird studienabhangig
ein klinisch unauffalliger Anteil der Nagelplattevischen 80 und 100 % gefordert, so dass ein
Vergleich von Untersuchungsergebnissen bezlglichHgdungsraten schwierig ist. Allgemein
anerkannt ist allerdings, dass keine Onycholyseétkeratose, Paronychie und Dyschromasie

vorliegen dirfen (Lecha et al., 2005).

Ein weiteres Problem ist das haufige Vorkommen Reaidiven, da oftmals Pilzsporen im Nagel
verbleiben. Vor allem die subungualen Hyperkeratcssthalten luftgefillte Hohlrdume, die ein
ideales Reservoir fur Pilzsporen bilden. Um Readaus diesen Quellen zu vermeiden, ist die
oben genannte atraumatische Entfernung der erlkmamiagelbereiche sowie der Hyperkeratosen
unabdingbar. Zusatzlich ist es — wie bereits erwahhilfreich, eine Kombinationstherapie zu
wéhlen (Elewski, 1998) und die topische Therapiehanach vollstandiger Ausheilung intermit-
tierend Uber einen langeren Zeitraum als Prophyheeseerzufihren (Haneke, 1993).

Hinzu kommt die Vorbeugung einer Reinfektion dudib Aufklarung tber richtiges Verhalten
an Orten mit Ansteckungsgefahr, Elimination derrieiin der eigenen Umgebung und Reduzie-
rung der eigenen Risikofaktoren.

Ein weiterer moglicher Grund fur Ruckfalle ist eiReinfektion des Nagels aus einer weiterbe-
stehenden Tinea manum oder pedum, die daher imoreeluent mitbehandelt werden muss
(Haneke, 1993).

Allgemein ist die Patienten-Compliance bei der Betang einer Onychomykose problematisch,
denn die langen Behandlungszeitraume, mdoglichewimexchte Wirkungen der systemischen
Antimykotika sowie die mihsame topische Behandldaeg betroffenen Nagels vermindern die
Kooperationsbereitschaft der Patienten. Besondéesed Menschen féllt es aufgrund der oft
verminderten Beweglichkeit unter Umstanden scheégljch die Nagel mit Feile und Nagellack

zu behandeln. Haufig beenden Patienten auch dieapies sobald der Nagel wieder normal aus-
sieht, ohne ihn auf Pilzfreiheit untersuchen zsdas Ein gutes Arzt-Patienten-Verhaltnis und
eine ausfuhrliche Aufklarung Uber die Notwendiglaatr Therapie sowie eine realistische Ein-

schéatzung der Heilungschancen kdnnen hier hilfregh.



27

Gupta und Linh fassen die Hauptkomponenten zur &=drung der Therapieeffizienz der Ony-

chomykose wie folgt zusammen:

1. Eindeutige Diagnose der Onychomykose und Urteidang von anderen Ursachen ger

Nageldystrophie.

2. ldentifizierung von Besonderheiten des Nageaks,deén Behandlungserfolg beeintrachti-

gen konnten.

3. Erkennen von Charakteristika des Patientenddie Behandlungserfolg beeintrachtigen

kdnnten.

Tabelle 4: Verbesserung der Therapieeffizienz beied Onychomykose (Gupta und Linh, 2006a)

3.3 Fragestellung der Arbeit

Der derzeitige Goldstandard in der Diagnostik dagéhomykose ist die Kombination von Na-
tivuntersuchung und Kulturbefund. Konkurrierend bzyeichzeitig wird die histologische Un-
tersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate von Spgeen eingesetzt. Ziel der vorliegenden
Untersuchung war es, die Sensitivitat aller drerfsteren am Patientenkollektiv der Klinik und
Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie im Zeaum von 2000 bis 2006 zu untersuchen und
ihre diagnostische Aussagekraft miteinander zulgeigen. Dadurch soll die Frage beantwortet
werden, inwieweit eine zusatzliche histologischedsuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate
von Nagelspanen hinsichtlich einer sicheren Diagsi@tlung der Onychomykose von Relevanz

ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

In die Arbeit gingen Ausziige aus zwei verschiedddatenbanken der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Allergologie der Universitat Bogin:
1. die Datenbank der histologischen Untersuchungedi&iPAS-gefarbten Schnittpréparate
von Nagelspanen
2. die Datenbank der Mykologie fur die mikroskopisclzgfunde des Nativpraparates und
fur den Kulturbefund

Hinzu kamen die Informationen aus den retrospeddigearbeiteten Akten von 631 Patienten.

Daten Anzahl

Histologie — Datenbank Ca. 38000 Eintrage, davd01Onychom.
Mykologie — Datenbank Ca. 36000 Eintrage

Patientenakten der Onychomykos&31 (davon 435 gemald Fragestellung daku-
Positiven mentiert)

Nachuntersuchung Hefen 29 Praparate

Tabelle 5: Datenpool der Arbeit

4.1.1 Datenbank der Abteilung Dermatohistologie

Die Datenbank der histologischen Untersuchung de#eifing Dermatohistologie der Dermato-

logischen Klinik und Poliklinik der Universitat Banenthielt im Zeitraum 2000 bis 2006 ca.

38000 Eintrage. Diese wurde zunachst nach dem @ebta Onychomykose und dem entspre-
chenden ICD-10-Schlussel durchsucht. Es wurden (L Eiitrage aufgerufen, die jeweils das
Ergebnis einer mikroskopischen Untersuchung PA&fQedr Schnittpraparate von Nagelspanen
enthielten.

4.1.2 Datenbank der Mykologie

Die Datenbank der Mykologie verzeichnete im genamrdeitraum ca. 36000 Eintrage. Diese
waren Ergebnisse jeglicher Art von mykologischettdgsuchung: Abstriche aus Wunden, Ab-
klatschpréaparate und auch Nagelspane.
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4.1.3 Daten aus der retrospektiven Aufarbeitung der Patiatenakten

Anschliel3end wurden die Akten der in die Untersmchaufgenommenen Patienten aus den Ar-
chiven der Klinik und Poliklinik fir Dermatologiend Allergologie daraufhin untersucht, ob der
Patient vor der Entnahme der Proben lokal odeesyisth antimykotisch vorbehandelt worden
war. Dies ist von Bedeutung, weil in diesen Fallais Ergebnis der Kultur haufig falsch-negativ
ausfallen kann. Dabei wurden die 435 Félle beriatksjt, bei denen der Verlauf hinsichtlich der

Nagelpilzerkrankung vollstandig dokumentiert war.

4.1.4 Nachuntersuchung Hefen

Zuletzt wurden einige PAS-gefarbte Praparate naehnsuncht. Und zwar diejenigen Falle mit
einem Hefenachweis in der Kultur und einem posttitsggebnis in der mikroskopischen Unter-
suchung PAS-gefarbter Schnittpraparate oder Ndtivide Wir Uberpruften, ob in den histologi-
schen Praparaten Dermatophyten oder tatsachlidéleliche Pilzelemente nachweisbar waren.
Dies ist daher von Interesse, weil die Hefen geeaammen eine Sonderstellung in der Erreger-
diagnostik der Onychomykose einnehmen. Sie komnfeauzh als Kontamination durch kor-
pereigene Flora oder Anflugskeime vor. Daher wursielmon primar nur die Falle als Onycho-
mykose negativ gewertet, in denen — zusatzlich Yemmerk ,Hefen“ in der Kulturbeurteilung —
mindestens ein anderes Verfahren ebenfalls eintiyesiErgebnis aufwies. Die Kultur wurde
immer als negativ gewertet, wenn nur Hefen gewack&ren. Denn nach Einsicht der Patien-
tenakten wurde deutlich, dass ein reiner Hefenaishimeder Kultur ohne Hinweis auf Pilze in
der Mikroskopischen Untersuchung PAS-gefarbter Bidnaparate oder dem Nativbefund keine

therapeutischen Konsequenzen hatte.
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4.2 Methoden
4.2.1 Abgleich der Datenbanken

Zunachst wurden die beiden Datenbanken alphabetmtiert und Eintrag fur Eintrag miteinan-
der verglichen.

Anhand von Name, Vorname und Geburtsdatum desratiesowie Entnahmedatum und Ent-
nahmeort der Probe wurde Uberprift, ob die Nagbpeines Patienten mittels aller drei Diagno-
severfahren analysiert worden war. Nur wenn dieagaten Bedingungen erflllt waren, wurde
der Patient in die Untersuchung aufgenommen. UnRé&ultate der jeweiligen Untersuchungen
schnell erfassen zu kénnen, wurden diese mit ,L%fii positives Ergebnis und ,0“ fir ein nega-
tives Ergebnis kodiert.

Die Schnittmenge beider Datenbanken betrug 114BdProvelche mittels aller drei Testverfah-
ren — Nativbefund, Kultur und Mikroskopischer Umstigchung PAS-gefarbter Schnittpréparate —

analysiert worden sind.

Ebenfalls in diesem Durchgang wurden die ErregerQigichomykose erfasst und in der Spalte
~Kultur Bemerkungen* notiert.

Fur die Bewertung der verschiedenen Diagnoseveataist auch der Zeitaufwand eines Diagno-
severfahrens wichtig; daher wurde auch die Dauer Eingang des Praparates bis zum Befund-

resultat notiert.

4.2.2 Erfassung der Ergebnisse

Anschlie3end begann die Auswertung der Ergebnidszu diente folgende Tabelle:

Gruppe Nativbefund Kulturbefund PAS - Befund
0 0 0 0
A 1 0 0
B 1 1 0
C 1 1 1
D 0 1 1
E 0 0 1
F 0 1 0
G 1 0 1

Tabelle 6: Auswertungsschema fuir die Ergebnisse vaddativ-, Kultur- und PAS-Befund O=negativ, 1=positv.
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Die Patienten, von denen die Nagelproben stammed,ale in der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Allergologie der UniversitatskkrBonn untersucht worden (gré3tenteils in
der Privatambulanz, aber auch in der Allgemeinerb@ianz sowie auf den verschiedenen Stati-
onen). Bei der Zusammenstellung des Patientenkdiekvurden die Untersuchten mit dy-
strophischen Nageln im Beobachtungszeitraum 200@®06 konsekutiv, also nicht vorgefiltert,
in die Untersuchung aufgenommen. Alle klinisch alléhden Nagelveranderungen wurden so-
wohl mykologisch als auch histologisch auf Pilze bintersucht, dabei wurden teilweise auch
von mehreren N&geln eines Patienten Proben entnonfioenit ergaben sich 1146 Proben von
851 Patienten.

4.2.3 Statistische Auswertung

Anhand der erhobenen Daten lassen sich sowohl gassaur Anzahl der Falle mit positivem
Pilznachweis insgesamt machen, als auch zur ArdahFélle, die nur von einem oder einer
Kombination verschiedener Verfahren erkannt wurdda.Proben mit positivem Ergebnis wur-
den diejenigen gewertet, welche in mindestens eiDeagnoseverfahren einen positiven Befund
aufwiesen. Damit sind 631 der untersuchten Prolositip fur die Onychomykose, bei den ubri-

gen 515 gibt es eine andere Ursache fir die Nageiderung.

Zusatzlich erfolgte die Berechnung des Alters daersuchten Personen sowie die Kodierung

des Geschlechts mit ,f* fir Frauen und ,m“ fir M&mn

Um auch die Erregerdiagnose quantifizierbar zu machvurden diese mittels Buchstaben ko-
diert und die Haufigkeit des Vorkommens ermittelt.

Des Weiteren wurden die Angaben zum Entnahmeoihdahend ausgewertet, wie oft die Fin-
ger- im Vergleich zu den Fuf3ndgeln betroffen waBmkonnte auch die prozentuale Verteilung

der Erreger auf Hande und FulRe analysiert werden.

Anhand der beim ersten Durchgang eingetragenemDateKulturdauer wurde zudem die mitt-
lere Kulturdauer berechnet.
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Neben der Zeit, die ein Verfahren bis zur Beurtegldes Ergebnisses in Anspruch nimmt, sind
auch die Kosten fur die Testmethoden im Hinblickdia Praxistauglichkeit von Interesse. Unse-

re Berechnungen orientieren sich an der Gebiuihrenagdfiir Arzte.

4.2.4 Methodik der unterschiedlichen Diagnoseverfahren

Um die in der vorliegenden Analyse verwerteten Brggse zu erhalten, missen die veranderten
N&agel nach einem einheitlichen Schema untersuctdeme Diese ,Standard Operating Procedu-
re* (SOP) der Klinik und Poliklinik fur Dermatologiund Allergologie der Universitat Bonn wird
im folgenden Abschnitt n&her erlautert.

Die korrekte Diagnose einer Veranderung des Nagefsir eine erfolgreiche Therapie unerlass-

lich und setzt sich aus funf Schritten zusammen:

Die klinische Inspektion und Anamnese

Die korrekte Materialentnahme

Die Nativ-Mikroskopie des entnommen Nagelmaterials

Die kulturelle Anzucht des Erregers aus dem Untdrsaugsmaterial

Die Identifizierung des Erregers auf Speziesniveau

o gk 0w N PE

Die mikroskopische Untersuchung des Materials ri&nbettung und PAS-Farbung

4.2.4.1Klinische Inspektion und Anamnese

Die klinische Untersuchung und die Anamnese gebgiichen weiteren Malinahmen voraus und
helfen — zusammen mit den nachfolgenden Untersgstur, die Diagnose zu stellen. Oft fallt
ein veranderter Nagel bei einer klinischen Untensing als Nebenbefund auf, da viele Menschen
nicht allein deswegen zum Arzt gehen. Schon klmedkennbare Befunde kdnnen auf eine Der-
matophyten-Infektion hindeuten. Allerdings wird retwa die Halfte aller Nageldystrophien tat-
sachlich von Pilzen hervorgerufen, daher ist eimgemessene Labordiagnostik von groRer Be-
deutung (Elewski, 1998; Weinberg et al., 2003).tZadem hat die klinische Untersuchung eine
hohe Sensitivitat und Spezifitat (Burzykowski et 2D03).

Rein klinisch lasst sich beispielsweise aus ddlidren Veranderung vermuten, ob eine bakteri-

elle Infektion oder Superinfektion vorliegt (z.Bseudomonas aeruginosa — Grunfarbung). Eine
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Ro6tung des Nagelbettes hingegen weist auf einenielnge mit Beteiligung der Nagelplatte hin,

wie sie z. B. bei chronische&@andida-Infektionen vorkommt (s. S. 16).

4.2.4.2Materialentnahme

Fur alle weiteren diagnostischen Schritte ist dherékte Materialentnahme die Basis und somit
wichtigstes Glied in der Kette (Mehregan et al97)9
Der Entnahmeort genau wie die Art der Instrumemié die Menge des gewonnenen Materials

spielen eine entscheidende Rolle.

Zunachst muss das zerstérte Nagelgewebe mit SHlaapell, scharfem Loffel oder Frase weit-
gehend entfernt werden. AnschlieRend wird der Nagel70 %igem Alkohol kurz desinfiziert,
um die Entnahmestelle von Anflugskeimen zu reiniggall eine histologische Untersuchung
folgen, so wird fur diese ein grof3eres, kompleitagelstiick mit der Zange abgeschnitten.
SchlieRlich wird die Ubergangsstelle zwischen mfatiener und vermutlich noch gesunder Na-
gelplatte aufgesucht, und dort werden mit eineng@lavorsichtig feine Spane fir die mykolo-
gische Untersuchung abgeschabt.

Die optimale Entnahmestelle ist zudem von der Fden Onychomykose abhangig. Bei der
distalen subungualen Onychomykose gilt der subuaddebris als ideales Material, wahrend bei
der proximalen subungualen Onychomykose das irfe&tweillliche Material in den tieferen
Nagelschichten zu finden ist. Fur die superfizigligile Onychomykose ist es ausreichend, den

oberflachlichen weildlichen Belag abzuschaben (Suetral., 1991).

Da die Pilze in Nestern auftreten und sie dahenicfit in jedem Nagelstiick nachzuweisen sind,
ist es wichtig, mdglichst viele Spéane zu gewinri@ie. ersten Nagelspane sollten verworfen wer-
den, da hier die Verunreinigung mit Anflugskeimen baufigsten ist. Zum Auffangen der Probe
werden sterile Petrischalen aus Glas verwendet.

Generell sollten die zu untersuchenden Nagelbet@adir die mykologische Diagnostik mog-
lichst klein bzw. feinspanig sein, da diese im Matiparat durch die Chemikalien (z.B. Kalilau-
ge) besser aufgeschlossen werden. Auch auf Nahth@dehsen die Erreger aus diesen Proben
leichter und die Ausbeute der Kultur ist gro3er.iWelie entnommenen Nagelspane relativ grol3

sind, sollten sie vor der weiteren Untersuchundlearert werden. AuRerdem muss ausreichend
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Material entnommen werden, denn je groRer die Mamgdagelspanen, desto grol3er ist auch die

Chance einer richtigen Diagnose (Ellis, 1999).

Abbildung 3: Materialentnahme im Bild

4.2.4.3Nativbefund

Die Mikroskopie ist ein sehr sensitives Verfahrew gibt einen ersten Hinweis darauf, ob eine
Mykose vorliegt oder nicht. Bei einer Infektion nidermatophyten kann aufgrund der starken
Myzelbildung in vielen Fallen sogar schon wahrerd Brstvorstellung ohne lange Wartezeit auf

den Befund die Diagnose mikroskopisch gesichertdem®(Tietz, 2001c).

Technik:

Das Untersuchungsmaterial wird mit einer ausgeglillRinzette auf einen Objekttrager Uber-
fuhrt. Im Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermalogie und Allergologie der Universitat
Bonn wird es dann mit 20 %iger Tetraethylammoniudrbyid Losung (TEAH-LAsung der Fir-
ma Merck) versetzt, mit einem Deckglaschen Ubecbtdi und ca. 10 - 20 Minuten in einer
sfeuchten Kammer“ stehen gelassen. Bei einer ,feaciKammer* handelt es sich um einen
Glasquader, dessen Boden mit Wasser bedeckt iseinmustrocknen der TEAH-L6sung zu
verhindern. Durch die wassrige Losung des TEAH wliad Keratin der Wirtszelle zerstort, wah-
rend die chitinhaltigen Strukturen der Pilze edmalbleiben, so dass diese mikroskopisch dar-
stellbar werden. Danach werden die Proben lichtwsikopisch bei 25facher Vergrof3erung ana-

lysiert.
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Charakteristisch fur eine Pilzinfektion ist der Na®is von Hyphen und evtl. auch Sporen im
Nativpraparat, wobei die Zuordnung zu einer Pilagad mikroskopisch in der Regel nicht mog-
lich ist (Gupta und Ricci, 2006).

4.2.4 . 4Pilzkultur

Die Pilzkultur ist das zweite Standbein der mykadogen Diagnostik und erganzt die Mikrosko-
pie, denn bei der Untersuchung des Nativprapakates nur festgestellt werden, ob eine Mykose
maoglicherweise die Ursache fir die Nagelzerstordaggtellt. Die Frage zu beantworten, ob es
sich um humanpathogene Pilze handelt und ob diesaehrungsfahig sind, bleibt der Analyse
der Kulturbefunde vorbehalten.

Die Differenzierung zwischen Kontamination und kifen mit pathogenen Keimen ist nur per

Kultur méglich.

Technik:

Pilze wachsen auf vielen Nahrmedien und in einesitdir pH-Bereich.

Spezielle Pilzndhrmedien (Sabouraud-Glucose- umdnikig-Agar) haben einen niedrigen pH,
um Pilzen einen Vorteil gegentiber Bakterien zu dwes Wichtigste Voraussetzung fur das
Wachstum von Pilzen ist das Vorhandensein von Kadf und Stickstoff, daher ist meist Pep-
ton als Nahrstoffquelle im Agar enthalten, welcesfir Pilze essenziellen Stoffe freisetzt.

Im Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermatologiend Allergologie der Universitatsklinik

Bonn wird Uberwiegend ein Mykoselagar verwendetchar sich wie folgt zusammensetzt:

Extrakt aus Sojabohnenmehl 10,09
Dextrose 10,09
Agar 15,59
Cycloheximid 0,49
Chloramphenicol 0,05g
pH 6,9

+/- 0,2

Tabelle 7: Zusammensetzung des Mykoselagar
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In sterilisierten Petrischalen, die mit einem elbésafsterilen Glasdeckel abgedeckt sind, werden
die Nagelproben ins Labor transportiert. Das méglideinspanige Material wird mit einer aus-

gegluhten Pinzette in das Nahrmedium eingebracht.

Bei dem in der Dermatologie entnommenen Materiaingner mit einem Wachstum von allen
drei Pilzarten (Dermatophyten, Hefen und Schimntedpi) zu rechnen, allein schon aufgrund
von nicht vollstandig zu vermeidenden Verunreinigem durch die kdrpereigene Flora und An-
flugskeime. Daher ist dem Mykoselagar Cycloheximigesetzt, was das recht anfallige Wachs-
tum der Dermatophyten gegeniber evtl. vorhandermriakiinierenden, schnell wachsenden
Schimmelpilzen schitzt. AuBerdem hemmt dieser Zusath noch einige Hefen wie z.Ban-
dida parapsilosis. Das ebenfalls enthaltene Chloramphenicol untekdrdas Wachstum eventu-
ell eingebrachter Bakterien.

Die beimpften Agarschalen werden mit Parafilm vielegsen und anschliel3end beschriftet. Nun
werden sie bei Raumtemperatur (nicht héher als 28f @ermatophyten (Qadripur SA, 1996))
in einem dunklen Schrank bebritet und wéchentlietknomskopisch auf Pilzwachstum hin kon-

trolliert.

Ist eine Kolonie sichtbar, so wird aus dieser ratiEesafilm eine Probe auf einen Objekttrager
mit einem Tropfen Lactophenol Blau (Merck) UbereagDen Farbstoff lasst man einige Minu-
ten einwirken, danach kann das Praparat unter déknoskop betrachtet werden. Man sucht
nach Hyphen, Sporen, Makro- und Mikrokonidien, gheveils fir einen bestimmten Derma-

tophyten charakteristische Formen aufweisen. Dieraskopische Speziesidentifizierung erfor-

dert viel Erfahrung und ist damit sehr untersuchleéagig.

Speziesidentifizierung (siehe auch nachfolgendeildbbqg):

Fur die Dermatophyten und Schimmelpilze ist einéee@rerung an charakteristischen makro-
morphologischen (Farbe, Konfiguration und Wachsgesshwindigkeit) und mikromorphologi-
schen (Hyphenform, Makro- und Mikrokonidien, Chlatogporen) Kriterien moglich. Fur einige
Pilzarten gibt es die Mdglichkeit, spezielle Nahdie®a einzusetzen und damit das Vorhanden-
sein einer Spezies nachzuweisen (z. B. der KaH@Giigcose-Agar auf dem das Wachstum von

T. rubrum zu einer charakteristischen Rotfarbung fiihrt -heisachfolgende Abbildung — oder
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Harnstoff-Agar zum Nachweis der Harnstoffspalturg V. interdigitale). Als ultima ratio bei
besonders schwierigen Fallen bleibt die Differenag Uber PCR, Flow-Zytometrie, Immuno-

histochemie oder DNS—Fingerprinting in einem Sgkabar (Piérard et al., 1996).

Der Kartoffel-Glucose-Agar besteht aus:

Kartoffelextrakt 4,09
Glukose 20,09
Agar 17,09
pH 5,60
+/- 0,2

Tabelle 8: Zusammensetzung des Kartoffel-Glucose-Ag

Auch fur Hefen, speziell fU€andida, gibt es Selektivmedien, z. B. den CandiSelect arAgir-
ma BioRad Laboratories), der zwisch€énalbicans, C. glabrata, C. krusei undC. tropicalis un-
terscheidet. Ebenfalls fur Hefen bietet sich deisRRgar an. Die fragliche Kolonie wird auf die-
sen uberimpft und der Auftragungsort mit einem Rp@&chen Uberschichtet. Wie auch die be-
impften CandiSelect Nahrbéden werden die Reis-ARatten im Brutschrank bei 37°C bebritet
und nach 24 - 48 h direkt unter dem Mikroskop aafaharakteristischen Hefestrukturen unter-
sucht (siehe nachfolgende Abbildung).

Letztlich ergibt sich die Spezieszuordnung ausZlessammenschau aller makro- und mikrosko-

pisch erhobenen Befunde.
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T. rubrum - Mykoselagar

Epidermophyton floccosum - Mykoselagar Hefe auRgar

Abbildung 4: Beispiele fur die Speziesidentifizierng — T. rubrum auf verschiedenen Agarsorten, T. meta-
grophytes, Epidermophyton floccosum auf MykoselagarHefedifferenzierung auf Reisagar.
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4.2.4.5Mikroskopische Untersuchung PAS-gefarbter SchnittpAparate

Wie eingangs bereits erlautert, gehort die mikrpsdahe Beurteilung PAS-gefarbter Schnittpré-
parate von Nagelspanen bisher nicht zur Routinedstik bei dem Verdacht auf eine Onycho-
mykose. Bei der Nagelpilzdiagnostik wird sie vdeal in Zweifelsfallen eingesetzt, wenn trotz
negativen Nativbefundes und ebensolcher Kulturigdim der Verdacht auf eine Nagelmykose
weiter besteht. Oder eben in den Fallen, in deiseldar ist, dass die kulturelle Anzucht Prob-
leme bereiten wird, wie z. B. bei bereits antimysch vorbehandelten Zehennageln (Seebacher
und Brasch, 2006).

Farbetechniken:

Fur die mykologische Diagnostik sind spezielle failazungen notwendig, wie dRerjod-Schiff-
Saure-Reaktion (PAS = periodic acid-Schiff reaction)e @ridley-fungus(GF)- und dieGomo-
ri-Methenamin-Silber (GMS)-Féarbung. Alle drei haben ein &hnliches Wirgsiprinzip, bei dem
freie Hydroxylgruppen der in den Zellwanden derz®ivorhandenen Polysaccharide mit den
Sauren der Farbstoffe zu Aldehyden oxidiert werden.

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde die PASMHEy genutzt, die allgemein dem Nach-
weis von Glykogen, Cellulose, neutralen Mukopolgsaeciden sowie Muko- und Glycoproteinen
dient, welche man sowohl in Bindegewebsfasern, IBesabranen und Zellwénden als auch im
neutralen Schleim der Magenschleimhaut findet.

Die in dieser Arbeit ausgewerteten histologischefuBde wurden alle nach PAS-Farbung der

Nagelspane erstellt.

Technik der PAS-Féarbung:

Die entnommene Probe wird in einen sterilen Behétté 4%iger Formalinlosung gegeben, ins
Labor geschickt und dort weiter aufbereitet. NaictereGroRenbestimmung — zumindest bei gro-
Reren Stucken — wird das Nagelstiick in eine Plkestdette gegeben und in einen Einbettautoma-
ten verbracht. Dort findet Gber Nacht die Entwassgrstatt in Form einer aufsteigenden Alko-

holreihe Uber absoluten Alkohol und Xylol bis zulisigen Paraffin.
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Nun legt man das Nagelstiick in ein Metallschalclmenyelches vorher etwas flissiges Paraffin

gefullt wurde. Als Deckel dient der entsprechendé &iner Plastikkassette. Das Metallschélchen
wird nun auf einer Kéalteplatte abgekuhlt; dadurcstagrt das Paraffin und es entsteht ein Block,
in dem die Probe eingeschlossen ist.

Dieser Paraffinblock wird im Weiteren in das Mikvot (Leica RM 2255) eingespannt, mit dem

mind. 4 um dinne Schnitte angefertigt werden konbeese werden wiederum in einem Was-

serbad aufgefangen und von dort aus auf einen @tggkr Gberfuhrt, auf dem das Préaparat dann
im Farbeautomat (Medite TST50) weiter bearbeitader kann. Bevor schliel3lich eine automa-

tisierte PAS-Farbung durchgefuhrt wird, muss dagp&mat zunachst mit Hilfe einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert und damit bindungsi@itiiir wasserlosliche Farbstoff-Komponenten

gemacht werden.

Anschlie3end laufen folgende Schritte ab:

1. Entnahme der Schnitte aus destilliertem Wasser
2. Inkubation in 0,5 % Perjodsaure (2,59 Pegods Merck 524 + 500ml Ampuwa) flr
10-12 min.

3. Wassern in Leitungswasser fur 10 min.

. Schiffs Reagenz (Mischung aus 400ml Merck 9038 100ml Sigma 3952016) fur
20 min.

. Wéassern in Leitungswasser fur 10 min.

. Mayers Hamalaun (Merck 9249) fur 30 s

. Blauen in warmem Leitungswasser fur 3-5 min.

I

. Aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol

O© 00 N O O

. Eindeckung des Praparates mit Corbitt-Balsam

10. Lichtmikroskopische Untersuchung

Lichtmikroskopisch stellen sich Dermatophyten adsSFpositive Strukturen dar, deren septierte
Hyphen oft eine eindeutige Diagnose zulassen. Heéeyen das Bild von kleinen runden PAS-
positiven Strukturen, wobei hier die Verwechslunity 8poren maoglich ist. Eine Speziesdiagnose

gelingt bei Dermatophyten mit dieser Methode n{€ttandler et al., 1980).
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Abbildung 5: Onychomykose lichtmikroskopisch — Nackveis PAS-positiver Pilzelemente, septierte Hyphemii
10-, 20-, 40- und 100-facher VergréRerung inklusiv®limmersion.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Untersuchung wurden insgesdm6 PProben untersucht. Per definitionem
liegt in den Fallen eine Onychomykose vor, in dem@émdestens eines der angewendeten Verfah-
ren — Nativbefund, Kultur oder Mikroskopische Ustechung PAS-gefarbter Schnittpraparate —
ein positives Ergebnis zeigte (Lawry et al., 2000).

5.1 Mikroskopische Félle insgesamt

In Abbildung 5 ist dargestellt wie viele der 114@ersuchten Proben gemald der oben genannten

Definition positiv fir eine Onychomykose waren umié viele nicht.

Mikroskopische Félle insgesamt
n=1146

B Onychomykose negativ

O Onychomykose positiv

Abbildung 6: Anteil der Proben mit positivem und negativem Pilznachweis an der Gesamtzahl der Untershe
ten.

Mit 55 % (631 Féalle) Uberwiegen die Proben mit peem Pilznachweis gegeniber 45% (515
Falle) der Untersuchten, bei denen kein Diagnos$atesn die klinische Differentialdiagnose
einer Nagelpilzerkrankung als Ursache der bestehreNégelveranderung bestéatigen konnte.
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5.2 Altersverteilung der Patienten, deren Proben einpositiven Pilznachweis
zeigten

Auch wenn das Hauptaugenmerk der vorliegenden sinteung auf den Diagnoseverfahren der
Onychomykose liegt, so sind auch andere ErgebdssBatenauswertung von Interesse.

So ist z. B. das Alter der Patienten mit positiveiznachweis wie folgt verteilt:

Altersverteilung der Patienten mit positivem
Pilznachweis
250 -
193
200 -
< 150
3 o7 113 100
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< 100 62
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Abbildung 7: Altersverteilung der Patienten mit Proben mit positivem Pilznachweis.

Insgesamt ist aus dem Diagramm ersichtlich, dass ®@nychomykose in den ersten vierzig Le-
bensjahren relativ selten ist und die Haufigkertatdn zunimmt.

Die meisten Patienten sind zwischen 41 und 80 daditeim hohen Alter gibt es wieder weniger
Erkrankungsfalle. Lediglich 8 % der Patienten giimger als 31 Jahre. Zusammengefasst findet
sich ein Funftel der Erkrankungsfélle vor dem 48d mach dem 80. Lebensjahr, die tbrigen vier
Funftel treten im dazwischenliegenden Zeitraum Bif.193 Patienten (31 %), also fast einem
Drittel der Betroffenen, ist die Altersgruppe vah-670 Jahren am haufigsten vertreten.

Im Mittel sind die untersuchten Personen mit einmsitiven Nachweis fur einen Nagelpilz 56
Jahre alt.
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5.3 Geschlechterverhaltnis der Patienten mit Pilznachsie

Das Verhaltnis von mannlichen zu weiblichen Pa@annit Pilznachweis in der Nagelprobe ist
in untenstehender Abbildung visualisiert.

Geschlechterverteilung Onychomykose - Positiver
n =631

E Frauen
O Manner

68%

Abbildung 8: Verhaltnis der mannlichen zu den weibichen Patienten mit Pilznachweis.

In der vorliegenden Untersuchung stammen insgegatiwei Drittel der 631 (428 Untersuchte)

positiven Proben von mannlichen Patienten und de&spescthend nur etwa ein Drittel (203 Un-
tersuchte) von weiblichen Patienten.
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5.4 Erreger der Onychomykose

In der vorliegenden Untersuchung konnte von denFglen mit positivem Pilznachweis in 365
Fallen ein Erreger eindeutig identifiziert werd@&ne erste Grafik zeigt die in der Untersuchung
nachgewiesenen Erreger, aufgeteilt in Gruppen daohDHS-System.

Erreger nach dem DHS System
n =365

8% 2%

B Dermatophyten
O Hefen

O Schimmelpilz

90%

Abbildung 9: Erregernachweis in der Kultur der Proben gruppiert nach dem DHS-System.

Die Dermatophyten stellen mit 90 % die haufigstereger dar. Hefen wurden in 8 % der Falle in
der Kultur nachgewiesen, wobei ihre Rolle in deiolsigie der Nagelveranderung durch eine
mikroskopische Nachuntersuchung der entsprecheRdaparate noch weiter aufgeschlisselt
wird (siehe Punkt 4.8.). Die Schimmelpilze — hier allem Scopulariopsis brevicaulis — treten
mit 2 % der Félle sehr selten als Erreger der Ooygtkose auf.



46

In der nachsten Abbildung sind diejenigen Erregeiche im Kulturbefund dokumentiert waren,
genauer aufgeschlisselt.

Detailubersicht der Erreger in der Kultur
n =365
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Abbildung 10: Ausfihrliche Erregerauswertung der Kulturergebnisse vorliegender Proben.

Von den Dermatophyten i3t rubrum als Erreger in 212 Fallen (64 %) der Nagelpilzankun-
gen am haufigsten vertreten. Gefolgt wird er von @achophyton species (T. species), also
nicht naher differenzierten Gattungen von Trichdphydie 21 % der Félle ausmachen. An drit-
ter Stelle liegfl. mentagrophytes mit 9 %. Die Ubrigen Erreger aus der Gruppe demniagophy-

ten wieT. interdigitale, T. terrestre, T. tonsurans, T. verrucosum und Epider mophyton floccosum
(E. floccosum) kommen selten vor.
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5.5 Entnahmeort der Nagelprobe

Die Onychomykose tritt sowohl an den Finger- alshaan den Zehennégeln auf, wobei die Fll3e
in der vorliegenden Untersuchung mit 82 % (520 Bmyldeutlich haufiger betroffen waren als
die Hande mit 10 % (61 Proben).

Entnahmeort der Probe
n=631

8%

B Ful’
O Hand
O keine Angabe

Abbildung 11: Aufteilung der Onychomykose nach ihre Lokalisation. n = 631 (Proben mit positivem Pilz-
nachweis).

Die Bezeichnung ,keine Angabe“ bezieht sich aujetigen Proben (50 Falle), bei denen nicht
dokumentiert war, ob es sich bei dem Nagel um ekeger- oder Zehennagel handelt.

Von den 520 an den FufRen entnommenen Proben kond@3 Fallen mittels Kultur ein Erreger
identifiziert werden, bei den 61 Proben von Finggein war dies in 33 Fallen mdglich.

Bei genauerer Betrachtung lasst sich eine Tendesistéllen, welche Erreger die Fingernagel
und welche die FuRnagel haufiger befallen.
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In 365 von den 631 Proben mit positivem Pilznackvigi ein Erreger dokumentiert. Bei 29 Na-

gelproben fehlt allerdings die Differenzierung zstiesn Hand und Ful3, so dass die Fallzahl (n)
hier 336 betragt.

Erregerspezies an Fuf3 und Hand
n =336
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der nachgewiemnen Erreger auf Finger— und Ful3ndgel; n = 336 (FuB
303 + Hand = 33) keine Angabe zur Lokalisation in2 Fallen.

Anhand dieser Grafik zeigt sich, dass von den 3AgcBomykose - Fallen an den FulRen in 60%
T. rubrum nachweisbar isfl. species findet sich in 17 %]J. mentagrophytes in 9 % der Proben.
Die selteneren Erreger kommen an den Flf3en fast vioc (T. terrestre in einem Fall) Scopula-
riopsis brevicaulis als Schimmelpilz macht 2 % der an den Ful3en nadegenen Erreger aus,
die Gruppe der Hefen 7 %.

An den Handen ist. rubrum mit 40 % vertreten, gefolgt voh species mit 24 % und den Hefen

mit 18 %. Die restlichen Erregerzahlen liegen b&,3urT. terrestre mit 6 % etwas hoher.

Die seltener vorkommenden Dermatophyteh terrestre, T. tonsurans und verrucosum - kom-
men also in unserer Untersuchung vor allem an derden vor, wahrend der Schimmelg#zo-
pulariopsis brevicaulis immer an den Zehennageln zu finden ist. Fur diteergibt sich eine
Verteilung der 29 Falle von 72 % an den Fuf3en z%2Zin den Handen.
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5.6 Dauer und Kosten der einzelnen Verfahren

Aufgrund der Tatsache, dass die Entscheidung fér gdgen eine Therapie von der Diagnose-
stellung abhangt, ist die Zeit, welche ein Verfahbés zum endgultigen Ergebnis in Anspruch
nimmt, von grol3er Bedeutung.

Nativbefund Kultur PAS

3 - 24 Stunden 27,5 Tage 1 -3 Tage

Tabelle 9: Dauer der einzelnen Testverfahren

Wahrend der Nativbefund in der Regel direkt naattrgffen der Probe im Labor fertig gestellt
wird, dauert die mikroskopische Beurteilung PASagefer Schnittpraparate durchschnittlich 2
Tage und die Kultur im Schnitt knapp vier Wochen.

Neben der Zeit bis zum Eintreffen des Ergebnissesfar die Aufnahme eines Testverfahrens in

die Routinediagnostik auch die Kosten von Bedeutung

Nativbefund Kultur PAS
Probenentnahme und 2,33 € 7,75 €
Aufbereitung + Auslagen 5,47 €
Kulturelle Anzucht 6,99 €
PAS — Farbung 20,40 €
Mikroskopie 6,99 € 6,99 € 12,65 €
Gesamtuntersuchung 23,30 € 46,27 €

Tabelle 10: Kosten der einzelnen Testverfahren

In der Tabelle sind die Kosten nach der Gebiihranorg fir Arzte (GOA) mit einfachem Satz
angegeben. Fur Nativbefund und Kultur gibt es gemmeinsame Abrechnung fur die Probenent-
nahme und Aufbereitung, da sie bisher als Goldst@hdelten und daher meist zusammen
durchgefuhrt werden.

Die histologische Untersuchung PAS-gefarbter Sgbndiparate ist fast doppelt so teuer wie Na-

tivbefund und Kultur zusammen.
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5.7 Auswertung des Vergleichs der Diagnoseverfahren

5.7.1 Gegenluberstellung der Einzelmethoden

Die Ergebnisse der einzelnen Diagnoseverfahremifig untersuchte Probe wurden mit den Zif-
fern ,1* fUr positiv und ,,0" flir negativ kodiert. AschlieRend konnte anhand des untenstehenden
Schemas die Auswertung vorgenommen werden. Alled?rofir die mindestens ein Diagnose-
verfahren ein positives Ergebnis erbrachte, wurdisnTrager einer Onychomykose definiert.
Diejenigen, bei denen sowohl Nativ- als auch Kultumd mikroskopische Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate negativ waren, wurdenderi Ziffer O kodiert und erscheinen in der

untenstehenden Tabelle nicht mehr.

Auswertung | Nativ Kultur PAS n= %
A 1 0 0 28 4
B 1 1 0 21 3
C 1 1 1 153 24
D 0 1 1 94 15
E 0 0 1 166 26
F 0 1 0 68 11
G 1 0 1 101 16
Summe 631 100

Tabelle 11: Auswertungscode fur den Vergleich der iagnoseverfahren.

Der Buchstabe ,a“ steht fir den Fall, dass nurNigtivbefund zu einem positiven Ergebnis ge-
kommen ist, im Fall ,b* wurde sowohl! im Nativbefuiats auch in der Kultur eine Pilzinfektion

des Nagels nachgewiesen, ,c" bedeutet, dass aié/drfahren positiv waren u.s.w..

Jede untersuchte Probe erscheint in der Tabelleinaral, abhangig von der Kombination der
Testergebnisse, die fir sie zutrifft. Die SummeElgrebnisse aller einzelnen Kombinationsmoég-
lichkeiten ergibt die Gesamtzahl der Proben mititp@sn Pilznachweis, wohingegen sich die
Summe der positiven Ergebnisse fur ein Diagnosaliezh — unabhangig davon, ob ein anderes
Verfahren auch positiv war — in der Abbildung 12effahrensspezifisch positive Ergebnisse”

ablesen laft.
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In der folgenden Abbildung sind die ErgebnisseAlgswertung aus obenstehender Tabelle bild-

lich verdeutlicht.

Auswertung des Verfahrensvergleichs
n =631 a=Nativ +
'180 - 166 b:I\_Eiti\" &
- 160 4 153 Kultur +
"g 140 - ¢ = Nativ,
2 120 A 101 Kultur &
= PAS +
& 100 - 94
g gpA 68 d=Kultur
= und PAS +
£ 60 -
E 40 - 28 21 e=DPAS +
20 '. f = Kultur +
0 T T - T T T T T
g = Nativ &
a b c d e f g N

Abbildung 13: Auswertung des Vergleichs der Diagnaserfahren nach oben stehendem Schema.

Die mit 26 % meisten Onychomykosefélle (166) wurdéain durch die mikroskopische Beur-
teilung PAS-gefarbter Schnittpraparate erkannt@pei alle drei Verfahren zusammen (c) mit
24 % nur geringfugig weniger Erkrankungen diagrzosten konnten. Die Kultur allein (f) deckte
68 Félle also rund 11 % auf, wohingegen der Nafiute mit PAS (g) sowie die Kultur mit der

PAS zusammen (d) je rund 15 % der Erkrankungeneaitn. Der Nativbefund allein (a) und

der Nativbefund mit der Kultur (b) machten einerntdiihvon insgesamt 8 % aus.

5.7.2 Falle mit positivem Ergebnis in nur einem Testverfaren

In der folgenden Abbildung sind noch einmal dielé&&lerausgegriffen, die nur von einem der
drei Diagnoseverfahren erkannt wurden. D. h. aless nur der Nativbefund (a) oder nur die
Kultur (f) oder nur die mikroskopische BeurteiluRp\S-gefarbter Schnittpraparate (e) positiv
ausgefallen ist. Dadurch wird verdeutlicht, weldagelveranderungen bei Verzicht auf eines

der Verfahren nicht als Onychomykose diagnostizigntden.
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Falle in denen nur ein Verfahren positiv

nur PAS - e

nur Kultur - f

nur Nativ - a

o

50 100 150 200
Anzahl

Abbildung 14: Auftragung der Falle, die nur von eirem Diagnoseverfahren erkannt wurden.

Die mikroskopische Beurteilung PAS-gefarbter Sdpndiparate allein erkennt mit 166 Fallen ein
Viertel der Nagelpilzerkrankungen unabhangig von dederen Verfahren. An zweiter Stelle
folgt die Kultur mit 68 Fallen und an dritter deativbefund mit 28 positiven Pilznachweisen bei
negativem Ergebnis der anderen beiden Verfahren.

5.7.3 Verfahrensspezifisch positive Ergebnisse

Wie oben schon erwéhnt, sollten die positiven Enggde nochmals nach den einzelnen Verfah-
ren aufgeschlusselt werden. Dies betrifft alsoFdike, in denen Nativbefund, Kultur oder mikro-

skopische Beurteilung PAS-gefarbter Schnittprapgaatne Beachtung der Ergebnisse der je-
weils anderen Untersuchungsmethoden einen posiBienachweis erbrachten. Die Summe der
verfahrensspezifisch positiven Ergebnisse hat siahit der Gesamtzahl der Proben mit positi-
vem Pilznachweis zu tun, sondern ergibt lediglich etwas abstrakte GrofRe der ,Anzahl aller
positiven Ergebnisse” dieser Arbeit von 1153. Hiemmen also die Patienten mehrmals vor,

deren Proben in mehr als einem Diagnoseverfahrsitiy@m Ergebnisse ergaben (b, c, d, g). In



53

der untenstehenden Grafik ist zum Vergleich dieaB#sahl der Proben mit positivem Pilznach-
weis aufgetragen.

Verfahrensspezifisch positive Ergebnisse

700

631

600

514

500
336

400

303

Anzahl

300 -

200 -

100

Nativbefund Kultur PAS Gesamtzahl

Abbildung 15: Anzahl der Falle mit positivem Pilznachweis je Verfahren.

Von den 631 Onychomykosepatienten werden 514 ddiecimikroskopische Beurteilung PAS-
gefarbter Schnittpréaparate erkannt, bei der Kudtod es 336, also gut die Halfte der Falle, und
der Nativbefund liegt mit 303 unter 50 % der Falle.

5.7.4 Sensitivitat

Bei der Sensitivitat handelt es sich um die Fahtg&mes diagnostischen Tests, Personen mit
einer fraglichen Erkrankung als Kranke zu erkenr&a.ist definiert als Quotient aus der Perso-
nenzahl mit positivem Testergebnis unter den Kranked der Gesamtzahl der Kranken
(Pschyrembel, 1998).

Wie im Artikel von Karimzadegan-Nia et al. (Karindemgan-Nia et al., 2007) beschrieben, kann
die Sensitivitat der einzelnen Untersuchungsveeiahiiblgendermalien berechnet werden: Per
definitionem liegt dann eine Onychomykose vor, wemres der Diagnoseverfahren ein positives
Ergebnis liefert — Dies ist also in unserer Untehsung der Goldstandard.
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Die Sensitivitat ist demnach der Anteil der positiErgebnisse eines Testverfahrens an der Ge-

samtzahl aller Falle mit der Diagnose einer Nadgdpkrankung nach den o.g. Kriterien.

o

Verfahren Positive Ergebnisse Sensitivitat

Nativbefund 303 303/631=0,48 x 100 =48 9
Kultur 336 336/631=0,532x100 = 53 9
PAS 514 514/631=0,815x100 = 82 9

[=)

Tabelle 12: Beispielrechnung Sensitivitat

Die grafische Darstellung der Sensitivitat folgdier nachsten Abbildung.

Kultur + PAS

Nativ + PAS

PAS

Nativ + Kultur

Kultur

Nativ

Sensitivitat der Verfahren in Prozent

96
89
82
74
53
48
20 46 60 E;O 100 120
Prozent

Abbildung 16: Sensitivitat der einzelnen Verfahrenberechnet nach der Definition von (Karimzadegan-Niget

al., 2007).

Die hochste Sensitivitat der einzelnen Testverfaleeeicht demnach die mikroskopische Beur-

teilung PAS-gefarbter Schnittpraparate mit 82 %4(pdsitive Ergebnisse), wahrend die Sensiti-

vitat von Kultur- und Nativbefund mit 53 % bzw. #deutlich geringer ausfallt.
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Betrachtet man die Kombinationen der Testverfahsenerreicht die Kultur zusammen mit der

mikroskopischen Untersuchung PAS-gefarbter Schiipigrate die héchste Sensitivitat mit 96 %.
An zweiter Stelle steht mit 89 % die mikroskopisthrtersuchung PAS-gefarbter Schnittprapa-
rate in der Kombination mit dem Nativbefund.

Unser Goldstandard beinhaltet alle Testverfahr&n]gedessen kann die Spezifitat der einzelnen

Verfahren nicht berechnet werden.

5.7.5 Negativer pradiktiver Testwert

Der negative pradiktive Testwert (NPV) besagt, wetcher Wahrscheinlichkeit ein testnegativer
Patient tatsachlich gesund ist (Diez et al., 20D€&finiert ist er als Quotient aus denjenigen ohne

bestétigte Diagnose und denjenigen mit negativesh (Lawry et al., 2000).

1146 Patienten, 631 mit Pilznachweis, 515 ohnenBdhaweis.

Rechnung: NPV = Nagel ohne Pilznachweis / diejenigé negativem Testergebnis.

Positives Ergebnis Negatives Ergebnis Quotient
Nativ 303 1146-303 = 843 515/843 = 0,61
Kultur 336 1146-336 = 810 515/810 = 0,63
PAS 514 1146-514 = 632 515/632 = 0,81

Tabelle 13: Beispielrechnung Negativer pradiktivelVorhersagewert
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Negativer pradiktiver Vorhersagewert

100

80

60 -

Prozent

40 -

20 -

Nativ Kultur PAS

Abbildung 17: Negativer pradiktiver Vorhersagewert berechnet nach der Definition von (Lawry et al., 200).

Mit der mikroskopischen Beurteilung PAS-gefarbtehttpraparate allein erreicht man einen
NPV von 81%, bei der Kultur kann man in 63 % delte-FBei einem negativen Testergebnis da-
von ausgehen, dass der Patient gesund ist. Daerdé¢éind liegt mit 61 % knapp dahinter.

5.7.6 Mikroskopische Beurteilung PAS-gefarbter Schnittprgparate

Nach der gleichberechtigten Gegenuberstellung dflgiruntersuchten Diagnoseverfahren geht es

in diesem Abschnitt darum, die Besonderheit der Ri&rsuchung noch einmal bildlich zu
verdeutlichen.
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Sensitivitat des bisherigen Goldstandard versus PAS
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Abbildung 18: Positiver Pilznachweis mittels mikrokopischer Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparae
gegeniber der Diagnose mittels Mikroskopie des Najpraparates und der Kultur.

Im Vergleich zum Ergebnis der mikroskopischen Wsuehung des Nativbefundes sowie der
Auswertung der kulturellen Anzucht des Erregers, zlisammen in 74 % der Falle einen Pilz-
nachweis erbringen, lassen sich durch die Mikrosabe Untersuchung PAS-gefarbter Schnitt-

praparate allein 82 % der Nagelspane mit positirdemachweis diagnostizieren.

5.8 Nachuntersuchung Hefen

In den 29 Féllen, in denen in der Kultur Hefen ggshiesen wurden und zusatzlich ein positiver
Befund in der mikroskopischen Beurteilung PAS-gatié@r Schnittpréparate oder ein positiver

Nativbefund vorlag, soll anhand einer Nachunteraaghder histologischen Praparate festgestellt
werden, ob die Hefen hier als mogliche Verursades Nagelpilzes in Frage kommen. Daher
wurden die PAS-gefarbten Préaparate dieser Patidmegisgesucht und nochmals lichtmikro-

skopisch daraufhin untersucht, ob hier Hefen irf3graZzahl nachweisbar sind oder Dermatophy-
ten zu dem positiven Befund gefihrt haben.
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Nachuntersuchung Hefen
n=29

Anzahl
o'}
|

Dermatophyten Hefen negative PAS nicht verfligbar
Unt.

Abbildung 19: Nachuntersuchung histologischer Befude derjenigen Falle in denen Hefen in der Kultur umwl

ein positiver Pilznachweis in der mikroskopischen dtersuchung PAS-gefarbter Schnittpréparate oder Nait/-
befund vorhanden waren.

In 15 Praparaten zeigten sich Dermatophyten, ihs€éllen wurden Hefen nachgewiesen, in je
vier Fallen fiel die mikroskopische Beurteilung Pg&farbter Schnittpréaparate negativ aus. In
weiteren vier Fallen waren die Praparate nichtigiyér.

5.9 Antimykotische Vorbehandlung von Patienten

Die Patientendaten wurden retrospektiv erhoben aufdeine antimykotische Vortherapie hin
analysiert. Eine Vorbehandlung des Nagels erschaverDiagnosestellung. Wir wollten in die-
sen Fallen herausstellen, welches Verfahren sicldgein solchen héufig vorkommenden Situa-
tionen bewahrt. Hierbei wurden uneindeutig bzw.riibapt nicht dokumentierte Verlaufe nicht
bertcksichtigt. Die Akten wurden in den Archiverr d@inik und Poliklinik fir Dermatologie
und Allergologie herausgesucht und auf eine stichffestgehaltene antimykotische Vorbehand-
lung der Finger- und Fuf3nagel hin untersucht. Vade¢ werden konnten 435 der 631 Verlaufe
(69 %).
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Anteil antimykotisch vorbehandelter Patienten
n =435

O Antimykotische
Vortherapie

HE keine antimykotische
Vortherapie

85%

Abbildung 20: Stichprobenartige Untersuchung der atimykotischen Vorbehandlung von 435 der 631 Patien-
ten.

Von diesen 435 Patienten war bei 64 Patienten (L®ifre antimykotische Vorbehandlung do-
kumentiert, bei den weiterhin untersuchten 371dp&dn (85 %) war keine antimykotische Vor-
behandlung aus der Patientenakte zu erkennen.
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Positive Onychomykosebefunde bei vorbehandelten Patienten
a = Nativ+
30 b = Nativ &
Kultur +
25 | 24 )
c=Nativ,
— 20 - Kultur &
Histo +
8 15 13 1
by d = Kultur
10 und Hisio +
5 4 4 4 i
e = Histo
- 0 - -
0- £ = Kultur +
a b c d e f g
g = Nativ &
Histo +

Abbildung 21: Anzahl der positiven Onychomykosebefade bei antimykotisch vorbehandelten Patienten be-
zogen auf die verschiedenen Diagnoseverfahren.

Zusammenfassend betrachtet stammten die meistdrerRrbei denen nur die mikroskopische
Beurteilung PAS-gefarbter Schnittpréaparate posiar (e), von antimykotisch vorbehandelten
Patienten. Bezogen auf die Gesamtzahl der Probepasitivem Pilznachweis bei vorbehandel-
ten Patienten sind dies 38 %. In den Fallen, iredethe Kultur in Kombinationen mit der mikro-

skopischen Beurteilung PAS-gefarbter Schnittprapai@d oder nur die Kultur (f) positiv ist, war

nur in je 6 % der Félle eine antimykotische Vorlbretlang dokumentiert. Bei den Kombinatio-
nen, in denen alle drei Verfahren (c) oder Natiubefund PAS (g) positiv sind, findet man je ca.
20 % der Proben mit positivem Pilznachweis bei ebdndelten Patienten. Schlie3lich ging in
keinem der Falle mit gleichzeitig positivem Natird Kulturbefund eine antimykotische Vorbe-

handlung voraus.

Betrachtet man die Sensitivitat der drei Diagnodayeen nur bezlglich der 64 Patienten mit
dokumentierter antimykotischer Vorbehandlung, sawlie Rolle der Mikroskopischen Untersu-

chung PAS-gefarbter Schnittpraparate noch deutliche
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Sensitivitat bei den vorbehandelten Patienten (n=64 )
PAS 88
5
5 Kultur 33
a
Nativ 50
0 20 40 60 80
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Abbildung 22: Sensitivitat der drei Diagnoseverfahen bezogen auf die Gruppe der vorbehandelten Patitan.

Die mikroskopische Beurteilung PAS-gefarbter Sdpréiparate hat eine Sensitivitdt von 88 %,
wéhrend die Pilzkultur mit 33 % und der Nativbefaadnit 50 % jeweils eine deutlich niedrigere

Sensitivitat aufwiesen. Aufféallig ist zudem, dasslieser speziellen Gruppe die Kultur sogar eine
geringere Sensitivitat besitzt als der Nativbefuoks entspricht also nicht genau den Verhalt-
nissen bei Betrachtung des Gesamtkollektivs.
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6 Diskussion

6.1 Patientenkollektiv

In der vorgestellten Arbeit wurden Daten von insgets 631 Nagelproben mit positivem Pilz-
nachweis retrospektiv analysiert. Das Patienteekolt wurde konsekutiv und nicht vorgefiltert
im Zeitraum von 2000 bis 2006 aus den DatenbankerKtinik und Poliklinik fir Dermatologie
und Allergologie der Universitdt Bonn entnommenniltastellt sie einen weitestgehend repra-
sentativen Querschnitt durch die Bevdlkerung dai.d2n zwei verwendeten Datenbanken han-
delt es sich zum einen um die Mykologische Datekhard zum anderen um die Datenbank der
mikroskopischen Beurteilung PAS-gefarbter Schrigharate (Histologie).

Ziel dieser Untersuchung war es, die Sensitivitit Wativbefund, Kulturbefund und mikrosko-
pischer Beurteilung PAS-gefarbter Schnittprapanaiteinander zu vergleichen. Nativbefund und
Kulturbefund stellen den bisherigen GoldstandardenDiagnostik der Onychomykose dar. Die-
se Untersuchung zeigt, dass die mikroskopischet&&urg PAS-gefarbter Schnittpraparate eine
sinnvolle Erganzung zu den beiden genannten Vexfatiarstellt, wodurch die Sensitivitat erhdht
wird.

Im Vergleich zu den bisher zu diesem Thema vorhega Untersuchungen ist das Kollektiv der

vorliegenden Arbeit mit 631 Proben um ein Vielfasigeoer.

6.2 Maximum der Onychomykoseerkrankungen zwischen 6@dur0. Lebens-
jahr
In der vorliegenden Untersuchung ist die Mehrzalatienten, von denen die Proben mit posi-
tivem Pilznachweis stammen, &lter als 40 Jahre.gii8te Gruppe der Erkrankten ist mit 31 %
der Féalle im Alter von 60 bis 70 Jahren zu findender Altersgruppe jenseits des 70. Lebensjah-
res nimmt die Erkrankungshaufigkeit wieder ab, wiaberlich auch mit der demographisch ge-
ringeren Bevolkerungszahl im hohen Alter zusammé@mgh Die Zahl der unter 30 Jahrigen ist
mit 8 % erwartungsgemald sehr niedrig.

Viele Studien haben gezeigt, dass die Inzidenz Rnédvalenz der Onychomykose mit héherem
Alter ansteigt (Elewski, 1998; Piérard, 2001). Awthe prospektive Studie von Reisberger et al.
hat ergeben, dass die Anzahl der vom Nagelpiloffetren Personen bis zum Alter von 60 Jah-
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ren ansteigt. Der Altersgipfel der Patienten lidgtt zwischen 50 und 60 Jahren, wahrend die

Zahl der unter 30 Jahrigen mit 6 % vergleichbadnggist (Reisberger et al., 2003).

Fur das ,Achilles-Projekt” wurden im Zeitraum vomiiRjahr 1997 bis 1998 rund 90000 Patien-
ten (d. h. alle, die sich in diesem Zeitraum in tlsmehmenden Praxen vorstellten) in zwei Stu-
dienabschnitten auf das Vorhandensein einer Fuf8gtng untersucht. Auch diese grol3 ange-
legte Untersuchung kommt zu dem Schluss, dassrdialenz von Infektionen der FulRe — sei es
durch Pilze oder andere Ursachen — mit dem zunethemerAlter ansteigt (Burzykowski et al.,
2003).

An einer epidemiologischen Untersuchung zur Préaxzalder Onychomykose, der sogenannten
.Foot-Check-Studie®, beteiligten sich im ZeitraurarnvSeptember 1997 bis November 1998 600
niedergelassene Dermatologen in Deutschland. Aeneibestimmten Tag wurden die ersten 20
Patienten (unabhéngig vom Grund des ArztbesuchésPi&zinfektionen der Fif3e untersucht.
Hier konnte gezeigt werden, dass die PravalenzNagelpilzerkrankungen — im Vergleich zu
friheren Erhebungen — insgesamt gestiegen ist.rdwadgrde ein Anstieg der Pravalenz mit zu-
nehmendem Lebensalter beobachtet (Abeck et al0)200

Sowohl in unserer Untersuchung als auch in derafite ist also eine Zunahme der Onychomy-
kosefalle mit steigendem Lebensalter zu analysieren

Verantwortlich dafir kénnte u. a. das haufigereRéonmen pradisponierender Faktoren sein. So
findet sich mit zunehmendem Lebensalter auch eigfthg bestimmter Erkrankungen (wie D.
m., die periphere arterielle Verschlul3krankheitjgreere Neuropathien u. &.) die mit trophischen
Storungen u/o herabgesetzter Immunabwehr einhengétiezu kommt die Akkumulation von
Traumata der Nagel im Laufe des Lebens, z. B. djakblelanges Tragen von anatomisch un-
gunstigem Schuhwerk. Dies fuhrt haufig im hohereAlzu orthopédischen Ful3fehlstellungen,
die wiederum Traumata der Nagel nach sich ziehehdamit den Pilzen eine Eintrittspforte er-
offnen. Oft fallt es den &alteren Menschen auch schdie Fil3e richtig zu pflegen, so dass sich
beispielsweise ein Ful3pilz unbemerkt chronifizikann und dann auch die Ful3n&gel langfristig

infiziert werden konnen.
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6.3 Hohere Pravalenz bei mannlichen Patienten im Koltek

Von den 631 Patienten mit positivem Pilznachweisewan unserer Untersuchung zwei Dirittel

mannlich und ein Drittel weiblich. Eine moglicheddche fir diese Feststellung ist das bei Man-
nern haufigere Tragen geschlossener, wenig atmkiigsaSchuhe ganztags bei der Arbeit. Da-
durch entsteht ein fur die Pilze ideales Klima am Fsie vermehren sich schneller und befallen

dann auch leichter die Nagel.

Bei Frauen ist das Tragen von Schuhen mit hohenat&lesne Quelle flr Traumatisierungen der
Nagel. Gegentber dem weiblichen Geschlecht heredmdt— vor allem im beruflichen Umfeld —

eine viel breitere Akzeptanz, die Schuhe zwischigigzauszuziehen oder zu wechseln und so die
FuRe zu beluften. Dadurch wird der Fuld vor Warnmet Beuchtigkeitsstau geschitzt und man

beugt dem Ful3pilz als Wegbereiter fur die Onychavsgkvor.

In einer Untersuchung von Grover et al. (2003) waren 120 Patienten mit Onychomykose-
verdachtigen Nagelverdnderungen 73 % Manner urfth Zfauen. Effendy et al. (2005) ordnen
das mannliche Geschlecht zusammen mit dem héhdtenulhd genetischen Faktoren sogar den
pradisponierenden Faktoren fir eine Nagelpilzetuag zu. In anderen Studien ist das Verhalt-
nis zwischen Mannern und Frauen allerdings aucbemli€hen (Gianni et al., 2001; Karimzade-
gan-Nia et al., 2007). Die Ursache hierfur kannvemutet werden. Wahrscheinlich wurde eine
bewusste Auswahl der Patienten getroffen, mit desh 2benso viele mannliche wie weibliche
Probanden zu untersuchen.

Die ubergreifenden Studien mit grol3en Fallzahlerdanen es weniger um Aussagen zu Diagno-
severfahren oder Erregerverteilung geht, sondehr on@ die Erhebung genau solcher epidemio-
logischer Merkmale wie Alter und Geschlecht delidPdén, kommen aber zu dem Ergebnis, dass
insgesamt mehr Manner als Frauen von der Onychoseyketroffen sind.

Ein Beispiel fur eine solche Studie stellt die olsamon erwdhnte ,Foot-Check-Studie® dar
(Abeck et al., 2000). Auch die sehr grol3 angelegthilles-Studie* kommt zu dem Ergebnis,
dass das Risiko, an Onychomykose zu erkrankenMfinmner anderthalb Mal héher ist als fur
Frauen (Piérard, 2001).

Insgesamt bestétigt die vorliegende Untersuchusg die Meinung der Literatur, dass Manner

haufiger von der Onychomykose betroffen sind adsiEn.
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6.4 Erreger der Onychomykose hauptsachlich Dermatophyte

Fiur die Speziesdiagnostik ist die kulturelle Anzudbs Erregers notwendig, da dies weder die
Nativuntersuchung noch die Mikroskopische UntersachPAS-gefarbter Schnittpraparate leis-
ten kann. Letztere kbnnen lediglich einen erstemwidis geben, ob es sich um Dermatophyten
oder Hefen handelt. Zudem erfolgt mittels Kultur 8iachweis, ob die im Nagelmaterial gefun-
denen Erreger lebensfahig sind oder nicht.

In unserer Untersuchung konnte in 365 der 631 Faitepositivem Pilznachweis der Erreger
mittels Kultur diagnostiziert werden.

Betrachtet man die drei grof3en Erregergruppen (Bephyten, Hefen und Schimmelpilze), so
machen die Dermatophyten mit 90 % mit Abstand déftgn Anteil aus. An zweiter Stelle fol-
gen die Hefen mit 8 % und an dritter die Schimmegpmit 2 %. Die Dominanz der Derma-
tophyten wird von diversen Arbeitsgruppen bestdgiran und Kaoukhov, 2005; Effendy et al.,
2005; Elewski, 1997; Karimzadegan-Nia et al., 20Biérard, 2001), wobei wiederholt darauf
hingewiesen wird — u.a. von Ellis et al. —, daski@melpilze und Hefen oft als Kontaminanten
infolge der korpereigenen Flora zu interpretierewl ¢Ellis et al., 1997). Clayton (1992) fand bei
der Untersuchung von 699 Patienten in Grof3britamatenliche Verhaltnisse wie in unserer Un-
tersuchung mit 81 % fur die Dermatophyten, 17 %diérHefen und 2 % fir die Schimmelpilze
(Clayton, 1992).

Bei genauerer Betrachtung der Dermatophyten invddiegenden Arbeit wird deutlich, da3s
rubrum mit 64 % am haufigsten vertreten ist. Gefolgt werdvon den nicht genauer beschriebe-
nenT. species mit 21 %, deni. mentagrophytes mit 9 % undT. interdigitale mit 3 %. Die Ubri-
gen Dermatophyten wié. terrestre, T. tonsurans, T. verrucosum und E. floccosum sind mit je

unter 1 % nur selten vertreten.

Elewski (1997) untersuchte 1069 Kulturen und kamigéch der 976 Kulturen mit Dermatophy-
ten-Nachweis zu einem ahnlichen Ergebnis, wadbeubrum mit 97 % noch deutlicher vorne lag.
Auch Ellis (1999) bestatigt, dagsrubrum und an zweiter Stell€. mentagrophytes die Haupter-
reger der Onychomykose darstellen. Die relativrideUntersuchung von 179 Fallen mit positi-
vem Pilznachweis von Midley et al. (1994) kam zundérgebnis, dass T. rubrum in 82 % der

von Dermatophyten hervorgerufenen Félle fur dier&rkung verantwortlich war, und unter-
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stiitzt damit ebenfalls unsere These (Midgley etl®94). Auch Hay (2005) weist in seiner Be-
schreibung des europaischen und des asiatischemllgssProjektes” auf die grol3e Bedeutung
der Dermatophyten im Allgemeinen und desubrum im Besonderen als Verursacher einer Na-
gelpilzerkrankung hin (Hay, 2005). Die prozentuadarieile vonT. rubrum und mentagrophytes
sind oft etwas hoher als in unserer Untersuchumgush bei Effendy et. al (2005).

Ursache dafir ist eventuell, dass bei uns ein desill. species nicht genauer diagnostiziert wer-
den konnte, und man nur spekulieren kann, wie dieke 69 Falle weiter aufteilen. Wir gehen
davon aus, dass bei genauerer Betrachtung vonndssieerlich noch einige weitere atf ru-
brum und T. mentagrophytes entfallen wirden. Des Weiteren bleibt das ProbdiemAnwendung
der neuen Nomenklatur fdr. mentagrophytes var. interdigitale bzw. var. mentagrophytes, wel-
che bei uns iA. mentagrophytes und T. interdigitale differenziert wurden. Die unterschiedliche
Verwendung dieser Begriffe macht den genauen Vietglacht mdglich.

6.5 Nachuntersuchung Hefen

Aufgrund der zweiten mikroskopischen Untersuchueg listologischen Préparate derjenigen
Falle mit einem alleinigen Hefenachweis in der Kukowie positivem Pilzbefund in der Nativ-
untersuchung oder der Mikroskopischen UntersuctRig-gefarbter Schnittpraparate verandert
sich der Stellenwert der Hefen.

Histologisch fanden sich in diesen Préparaten @i#bam héaufigsten Dermatophyten, so dass
das Kultur-Ergebnis (Hefen) in diesen Fallen alscla bzw. unzureichend gewertet werden
muss. Man kann sagen, die Kultur war falsch-negaieziuglich der Dermatophyten. In vier
Fallen derjenigen mit ,Hefen* in der Kultur war diglikroskopische Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpréparate negativ, der positiveuleg stammte hier aus der Nativuntersuchung.
Ebenfalls in vier Fallen war das Préaparat nichfiglyar. Die Ubrigen sechs Félle wiesen auch in
der Histologie grof3e Mengen an Hefen auf, so dasse chier tatsachlich Verursacher der Ony-
chomykose sein kénnten.

Eine solche Nachuntersuchung von Praparaten milfiksoskopischer Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate ist in der Literatuhbisso nicht beschrieben. Generell wird eine Spe-
ziesdifferenzierung in den vergleichbaren Studiezig durch die Kultur vorgenommen. Ob eine

Unterscheidung der unterschiedlichen Dermatophptzies mittels Mikroskopischer Untersu-
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chung PAS-gefarbter Schnittpraparate moglich isirewnteressant zu untersuchen. Dermatophy-
ten stellen sich als septierte Hyphen dar und datebr oft recht gut zu erkennen. Hefen imponie-
ren hingegen eher als rundliche Strukturen und siclsk immer eindeutig von Sporen oder ande-
ren Partikeln abzugrenzen; daher ist dieser Befmmder im Zusammenhang mit der Kultur zu

interpretieren.

6.6 Mehrzahl der Onychomykosefélle betrifft die Ful3ndge

Grundsatzlich konnen humanpathogene Pilze sowehFufiger- als auch die Ful3nagel befallen.
Allerdings kommt eine Onychomykose der Fingerndmgeleutend seltener vor, wie sich auch in
unserer Untersuchung zeigt. Hier waren 82 % dguedden Nagelbefunde an den Fil3en aufge-
treten und nur 10 % an den Handen, bei den tb8dg#nlag keine Angabe Uber die Lokalisation

der Probe vor.

Nolting et al. (2000) sprechen von einem Verhalties befallenen Finger- zu den Zehennageln
von 1:6 und die 168 Proben der Untersuchung vorgididet al. (1994) verteilen sich zu 17 %

auf die Finger- und 83 % auf die Ful3nagel. In dmrtiich kleiner angelegten Untersuchung von
Karimzadegan-Nia et al. (2007) sind bei 36 % derP&fienten die Fingernagel betroffen, im

Vergleich zu den sonstigen Angaben also eine grafde Gruppe. Das ist wahrscheinlich auf die
Auswahl der Patienten durch einen Dermatologenckzrifiihren, wodurch nicht mehr ein unge-

filterter Querschnitt der Patienten reprasentierd wZudem ist durch die geringe Probandenzahl
eine Verzerrung vorprogrammiert. Allgemein wird alarhingewiesen, dass die Ful3négel 4 - 10
mal haufiger betroffen sind als die Fingernagelr@idaund Kaoukhov, 2005; Effendy et al., 2005;

Tietz, 2001b).

Dieses Verteilungsmuster ist darauf zurtickzufihdaxss die Ful3e durch das Tragen geschlosse-
ner Schuhe zum einen haufiger traumatisiert wethehzum anderen eine Abgabe der Feuchtig-
keit und Warme nach aul3en erschwert wird, wodunchie die Pilze ideales feuchtes und war-
mes Milieu entsteht. Zudem wachsen die Ful3Bnaggkimer als die Fingernagel, was den Pilzen
das Eindringen in die Nagelplatte erleichtert. Wsioh dann durch das okklusive Schuhwerk ein
FuRRpilz evtl. in Kombination mit einer Beschadiguags Nagels durch anatomisch falsch ge-
formte Schuhe gebildet hat, so ist die Wahrscheikgit einer Besiedlung der Nagelplatte sehr
grof3.
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In der vorliegenden Arbeit haben wir zuséatzlich Werteilung der Erreger auf die Finger- und
FuRnagel analysiert. Dabei wurde deutlich, dassibrum in beiden Fallen die meisten Infektio-
nen darstellt, gefolgt vom. species und T. mentagrophytes. Allerdings zeigte sich auch, dass die
seltener vorkommenden Erreger Wieterrestre, T. tonsurans und T. verrucosum an der Hand
haufiger vertreten sind als am Ful3. Die beidertdetrannten kommen in unserer Untersuchung
sogar ausschliel3lich an den Fingernageln vor. Ige@satz dazu wurd&copulariopsis brevi-
caulis genau wiek. floccosum nur an den Zehennégeln nachgewiesen. Von den Bétles, bei
denen es sich gemal der Nachuntersuchung wirkiitkefen handelte, fanden sich vier an den

FuRnageln und einer an den Fingernageln, eineokrae Angabe.

Die meisten Studien differenzieren die Erreger thalf diese Art und Weise. Midgley et al. ana-
lysierten die Verteilung der Erreger in den 168ro mit Erregernachweis gemafl dem DHS-
System und fanden heraus, dass die Hefen ledigliclden Fingernageln nachzuweisen sind,
wahrend Schimmelpilze anscheinend die Ful3nagelrbegen. Letztere Aussage stimmt mit den
Ergebnissen fir deScopulariopsis brevicaulis in unserer Untersuchung tberein. Was die Hefen
angeht, so konnen wir diese Feststellung nichtligen, allerdings wirde eine grol3ere Fallzahl

mit positivem Hefenachweis bendétigt, um eine germéeissage treffen zu kénnen.

6.7 PAS kostenintensiver als bisheriger Goldstandarfeazeitnahes Ergebnis

Bisher gilt die Kombination aus Nativbefund und wlals Goldstandard in der Diagnostik der
Onychomykose. Zusammen lasst sich so ein gro3eilAam Nagelpilzfallen richtig diagnostizie-
ren. Beide sind relativ kostengunstig und zudenmigtels Kultur eine genaue Speziesdiagnose

maoglich.

Die Untersuchung ddsativpraparates ist schnell durchfihrbar und liefert zeitnah engébnis.
Allerdings ist sie stark untersucherabh&ngig und githwer interpretierbar.

Bis dieKultur ausgewertet werden kann, vergehen je nach Pitcleon Durchschnitt 27,5 Ta-
ge. Dies ist ein relativ langer Zeitraum, wenn daeme Therapieentscheidung abhangt.

Im Gegensatz dazu hat man bei der mikroskopischearuchundg?AS-gefarbter Schnittpra-
parate im Schnitt in 48 Stunden ein Ergebnis. Sie besitz¢ hohe Sensitivitat und die Pilzstruk-
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turen sind zudem durch die PAS-Farbung etwas keicht erkennen; eine genaue Speziesdiagno-

se des Erregers ist damit aber nicht mdglich.

Die Arbeitszeit, die die Arzte und die Labormitatbemit der Aufbereitung einer Probe verbrin-
gen, ist allerdings auch noch zu bedenken. FluHgiestellung eines histologischen Praparates
sind mehrere Schritte von der Entwasserung UbeEntibettung bis zur Anfertigung und Far-
bung der Schnitte notwendig. Zwar sind davon eifMdpufe bereits apparativ durchfuhrbar,
aber dennoch ist die Arbeitskraft langer gebundeifiia das Beimpfen einer Agarplatte oder die
Herstellung eines Nativpraparates. Zudem ist dikrddikopische Untersuchung PAS-gefarbter
Schnittpraparate aufgrund der bendétigten apparategebenheiten fiir den niedergelassenen
Dermatologen nicht einfach durchfiihrbar. Er musktenit wahrscheinlich ein externes Labor
beauftragen, wéhrend die Beurteilung des Nativpeipa und die Anlage und Auswertung einer

Kultur weniger aufwéandig sind.

Wahrscheinlich ist auch aus diesem Grund die miapische Untersuchung PAS-geféarbter
Schnittpraparate doppelt so teuer wie die Kombamatus Nativbefund und Kultur zusammen.
Diese hoheren Kosten lassen sich nur dann redgdartwenn dadurch die Diagnose einer Ony-
chomykose eindeutiger und zuverlassiger getrofferden kann als bisher. Immerhin sind wie
oben bereits ausgefihrt nur 50 % der Nagelveranderuwirklich auf eine Pilzinfektion zurtck-
zufuihren, wodurch eine empirische Therapie mitesygichen Antimykotika absurd ware. Auf-
grund der zahlreichen mdglichen unerwiinschten Amzittelwirkungen bis zum akuten Leber-
versagen und den Wechselwirkungen mit anderen Metbkiten ist eine solche Therapie unter

Umstanden sehr risikobehaftet und nur bei sici2i@gnose indiziert.
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6.8 Vergleich der Diagnoseverfahren

6.8.1 Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung in der Z@snmenschau

Weil eine langwierige systemische antimykotischer@pie sehr nebenwirkungsreich sein kann,
ist eine korrekte Diagnose gerade bei der Onychoss/kon grof3er Bedeutung (Daniel und E-
lewski, 2000; Gianni et al., 2001; Weinberg et 2005). Zuséatzlich sind auch die Kosten flr die
Therapie gerade Uber den langen Zeitraum zu bedintigen. Daher ist die Kernfrage unserer
Untersuchung, ob neben dem bisherigen Goldstar{fiativbefund und Kultur) die Mikroskopi-
sche Untersuchung PAS-gefarbter SchnittpraparateGainauigkeit der Diagnose vergrol3ern
kann. Die Anforderungen an ein Testverfahren becligler Praxistauglichkeit sind allerdings
grof3. Es muss sowohl sensitiv als auch schnelhdiiincbar und dabei kostengtinstig sein.

Bei der Auswertung der vorliegenden Untersuchungde/udeutlich, dass die mikroskopische
Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate indegg6631 Félle einen positiven Pilznachweis
liefert, in denen Nativ- und Kulturbefund die Pradde negativ auf Pilze werteten. Das entspricht
26 % und liegt damit deutlich Gber den Zahlen,dieeNativuntersuchung (4 %) oder die Kultur
(10 %) als positiv aufgedeckt haben, wenn die jegen zwei anderen Verfahren ein negatives

Ergebnis anzeigten.

Allerdings sind auch die Ergebnisse, welche dié dezfahren in den verschiedenen Kombinati-
onen erreichen, nicht zu vernachlassigen. Nativimefultur und Mikroskopische Untersuchung
PAS-gefarbter Schnittpraparate waren in 24 % dée a#le drei positiv, und die Kombinationen
von PAS mit Kultur oder Nativbefund trugen jeweilschmals 15 bzw. 16 % bei.

Betrachtet man die verfahrensspezifisch positivegeBnisse, so liegt die Mikroskopische Unter-
suchung PAS-gefarbter Schnittpraparate mit 5146&4r Onychomykosefélle deutlich vor der
Kultur mit 336 Fallen und dem Nativbefund mit 3GalIEn.

Allgemein ist zu beachten, dass die UntersuchursgNiivpraparates auch falsch-positiv oder
falsch-negativ ausfallen kann. Im ersten Fall miegstingt durch Verunreinigung und im zweiten
Fall, weil — wie oben dargestellt — nicht unbedimgijeder Teilprobe Pilze enthalten sind. Die
Differenzierung zwischen Kontamination und pathageKeimen ist nur per Kultur maglich.
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Allerdings kann es auch bei letzterem Diagnoseheefa zu falsch-negativen oder falsch-
positiven Ergebnissen kommen. Falsch-negativ déltKultur beispielsweise dann aus, wenn der
Patient bereits mit einem Antimykotikum anbehangeaitden ist und der Wirkstoff mit den Na-
gelspanen auf den Nahrboden aufgebracht wird. Dahdiiert das Medikament das Pilzwachs-
tum, so dass die Kultur negativ ausfallt, obwolnleeinfektion vorliegt. Oder die Pilze sind be-
reits beim Einbringen in das Kulturmedium nicht mgarmehrungsfahig, wodurch das Wachs-
tum in der Probe ausbleibt trotz Pilzbefalls.

Dies kommt zum Beispiel dann vor, wenn die Probe ¢istalen Nagelbereichen stammt, in de-
nen die Pilzelemente oft schon abgestorben sinchi®an und Gee, 1999). Dies ist ein sehr
haufiges Problem, da eine Vielzahl der Patienteaitsebei dermatologischer Erstvorstellung vor
der Probenentnahme z. B. vom Hausarzt mit eineral lakfzutragenden Antimykotikum anbe-
handelt worden ist. Dadurch ist die Diagnosesiangrerschwert, aber auch in diesen Fallen hat
die mikroskopische Untersuchung PAS-gefarbter Stgréparate laut unserer Arbeit noch eine

sehr gute Sensitivitat (s.u.).

Ein falsch-positives Ergebnis kann beispielsweise ger Kontamination des Kulturmediums mit

Keimen der Umgebung oder aus der kérpereigenema Fésultieren (Weinberg et al., 2003).

Nativ Kultur Kultur +| PAS Nativ +| Kultur  +
Nativ PAS PAS
Sensitivitat | 48 % 53 % 74 % 82 % 89 % 96 %
NPV 61 % 63 % 76 % 81 % 88 % 95 %

Tabelle 14: Ubersicht zur Auswertung des Verfahrengergleichs

Besonders deutlich wird die Aussagekraft der emmaelTestverfahren und ihrer Kombinationen
anhand der Berechnung ihr@ensitivitat nach Karimzadegan-Nia et al. (2007). Die Kultut ha
zusammen mit der mikroskopischen Untersuchung P&8Hgter Schnittpréaparate in unserer
Untersuchung die héchste Sensitivitat von 96 %,hd#8t, dass bei der Untersuchung einer Na-
gelprobe mit diesen beiden Diagnoseverfahren letiidl % der Félle der Diagnose entgehen.

An zweiter Stelle steht die Kombination aus Natiupel und mikroskopischer Untersuchung

PAS-gefarbter Schnittpraparate mit einer Sensiiwibn 89 %, gefolgt von der mikroskopischen
Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate aheiin82 %. Kulturbefund und Nativbefund

kommen zusammen noch auf eine Sensitivitat von 74v&hrend die Kultur und der Nativbe-
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fund allein weit niedrigere Werte von 53 und 48 #eiehen. Vom derzeitigen Goldstandard

werden also deutlich weniger Pilzinfektionen erkann

Des Weiteren haben wir nach Lawry et al. (2000) degativen pradiktiven Testwert (NPV)
berechnet, welcher besagt, mit welcher Wahrsclobikdit ein testnegativer Patient tatsachlich
gesund ist. Auch der NPV sagt also etwas Uber dida¥slichkeit eines Testverfahrens aus.

Fur die mikroskopische Untersuchung PAS-gefarbhn@tpraparate betragt die Wahrschein-
lichkeit 81 %, dass durch dieses Verfahren eineRalorrekt als gesund diagnostiziert wird. Die
Werte fur die Kultur und den Nativbefund liegen @& und 61 % wesentlich niedriger, was ein-

deutig fur die Mikroskopische Untersuchung PAS-g&ir Schnittpréparate spricht.
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6.8.2 Die vergleichbar aufgebauten Studien haben geringerFallzahlen, aber &hnli-
che Ergebnisse

Fallzahl n = (O- Nativ % Kultur % PAS %

nychomykose+)
Vorliegende 1146 Sens. 48 Sens. 53 Sens. 82
Untersuchung | (631) NPV 61 NPV 63 NPV 81
(Lawry et al.,| 63 Keine Angabe Sens. 32 Sens. 85
2000) (47) NPV 33 NPV 70
(Karimzadegan; 96 Keine Angabe NPV 69 Sens. 81
Nia et al., 2007 NPV 85
(Gianni et al.| 172 Sens. 91 Sens. 80 Sens. 83
2001) (112)
(Reisberger et 387 Onych. + 156 Onych. + 100 Onych. + 182
al., 2003)
(Weinberg et 105 Sens. 80 Sens. 59 Sens. 92
al., 2003) (93) NPV 58 NPV 43 NPV 58
(Borkowski et| 50 Sens. 44 Sens. 33 Sens. 77
al., 2001) (36)
(Machler et al., 23 Sens. 75 Sens. 100 Sens. 100
1998) 4)
(Mehregan et 20 Sens. 80 Sens. 100
al., 1997)

Tabelle 15: Ubersicht tiber vergleichbare Studien beiglich Fallzahl, Sensitivitat und NPV

Eine Studie vorLawry et al. (2000)kam mit einem deutlich kleineren Patientenkolkekti ahn-
lichen Ergebnissen. Dort wurden die mit dem Nagek&r gewonnenen Proben von 63 Patienten
mit sechs verschiedenen Verfahren untersucht, amgerem auch mittels Kultur auf Mykosela-
gar sowie Histologie mit PAS Farbung. Erstere ehta lediglich eine Sensitivitéat von 32 %,
wéhrend die Mikroskopische Untersuchung PAS-geddrBchnittpraparate mit 85 % eindeutig
bessere Ergebnisse aufwies. Die Kombination mithidehsten Sensitivitdt war auch hier die
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Kultur zusammen mit der PAS und erreichte 94 %. Baeechnung der Sensitivitat erfolgte da-

bei wie in der vorliegenden Arbeit.

Was den NPV angeht, so lag auch hier die PAS affetich vorn mit 70 %, die Kultur folgt mit

33 %. Insgesamt liegen die Werte also niedrigemaisiserer Untersuchung. Die Differenz zwi-
schen PAS und Kultur von 24 und 37 Prozentpunlgealierdings ahnlich. Damit ist die Mikro-
skopische Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpré@anabeiden Untersuchungen der Kultur,

was den NPV angeht, Giberlegen.

Auch Karimzadegan-Nia et al. (2007haben die drei gangigen Diagnoseverfahren Nativizkf
Kultur und Mikroskopische Untersuchung PAS-gefarl@ehnittpraparate bei der Untersuchung
von 96 Patienten auf Nagelpilz miteinander vergithVon den 96 Patienten hatten 47 (49 %)
einen positiven Pilznachweis und die Histologie wat einer Sensitivitdt von 81 % als Einzel-
methode den anderen Uberlegen. In der Kombinaticgichte die PAS mit der Nativuntersu-
chung die hochste Genauigkeit mit 98 %, PAS undiusammen lagen mit 97% knapp da-
hinter. Die Ergebnisse der Untersuchung diesesubexe kleineren Kollektivs bestatigen unsere

Beobachtungen bezlglich der Sensitivitat.

Fur die Auswertung wurde auch hier der NPV bereghwebei die Ergebnisse sich teilweise von

unseren unterscheiden. Zwar ist auch bei Karimzauéga die Mikroskopische Untersuchung

PAS-gefarbter Schnittpraparate mit 85 % die Eine¢hode mit dem hdchsten NPV. An zweiter

Stelle folgt jedoch nicht, wie bei uns, die Kultsgndern die Nativuntersuchung mit 82 % — also
dicht hinter der Mikroskopische Untersuchung PA&ds#er Schnittpraparate.

Die Kultur ist in dieser Studie weit weniger zuvssig bei der Identifizierung eines testnegativen
Patienten als gesunde Person, ihr NPV liegt bé%6®@uch insgesamt liegen die Werte hier né-
her beieinander.

Man muss allerdings in Betracht ziehen, dass satthe Verschiebungen auch schon aufgrund
der geringeren Fallzahl und damit einer hoherendfelahrscheinlichkeit ergeben. Trotzdem

fallt auch hier auf, dass die geringe Verlasslighles Nativbefundes in unserer Untersuchung
eher ungewohnlich ist. Die Grinde dafir liegen waheinlich weniger am Verfahren selbst als

eher an aulReren Faktoren.
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Ein ahnliches Design wie unsere Arbeit hat auchSdiglie vonGianni et al. (2001) Sie unter-
suchten 172 Probanden mit Nagelveranderungen voendEl2 (65 %) in mindestens einem Di-
agnoseverfahren einen positiven Pilznachweis zeigtiedieser Untersuchung lag die Sensitivitat
der einzelnen Verfahren dicht beieinander mit 9fiifden Nativbefund, 83 % fir die Mikrosko-
pische Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate direkt dahinter mit 80 % die Kultur.
Mitverantwortlich flir den groRen Anteil positivembivbefunde ist sicherlich auch, dass nicht nur
der Nachweis von Hyphen als positiver Pilznachweisertet wurde, sondern zudem in fast der
Halfte der Falle das Auffinden von Pseudohyphen pesitiven Testergebnissen zugeordnet
wurde. Letztere weisen auf eine Infektion mit Heliem welche allerdings nur in seltenen Féllen
wirklich ursachlich fur eine Onychomykose sind. iger handelt es sich bei den Hefen um eine

Superinfektion oder eine Kontamination der Probedar korpereigenen Flora.

Etwas gréRer angelegt ist die Studie WReisberger et al. (2003)nit 387 Nagelproben von 350
Patienten. Die Mikroskopische Untersuchung PAS+péd# Schnittpréparate war in 182 Fallen
positiv, der Nativbefund in 156 und die Kultur i@QLF&llen. Fur die Auswertung haben sich die-
se Zahlen allerdings nicht wie in den bereits d#ie Studien, auf die Gesamtzahl der Onycho-
mykose-positiven, sondern auf die Gesamtzahl albsitiven Ergebnisse — in diesem Fall also
438 — bezogen. Auf die Bonner Untersuchung Ubestragtfallen von insgesamt 1153 positiven
Testergebnissen 26 % auf die Nativuntersuchun@p28uf die Kultur und 45 % fir die Mikro-
skopische Untersuchung PAS-gefarbter Schnittprégpaitbeine.

Reisberger et al. fanden eine ahnliche Tendendi@iPAS, die mit 42 % den gréf3ten Anteil an
den positiven Ergebnissen erreichte. Der Nativbéfzeigte in ihrer Studie bessere Ergebnisse

(36 %) als bei uns, wahrend die Zahl fur die Kuthit 23 % denen unserer Untersuchung &hnelt.

Unsere Werte bezulglich Sensitivitat Kultur und Blisgie werden auch in der Untersuchung von
Suarez et al. (1991pestétigt. Die erste Gruppe mit 18 Probanden kaan nicht mit dem Pati-
entenkollektiv der vorliegenden Arbeit vergleichda,diese vor dem Eintritt in die Studie bereits
positiv auf Nagelpilz getestet worden waren. Figr zlveite Gruppe mit 74 Patienten hatte keine
Vorauswahl stattgefunden, so dass sie trotz denggren Fallzahl mit unserer Untersuchung in
Beziehung gesetzt werden kann. Hier erreichte @séoldgie eine Sensitivitat von 80 % und die

Kultur 56 %. Dies entspricht etwa den von uns eenan Werten.
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Mit Weinberg et al. (2003)stimmen unsere Werte nur insofern tberein, al$vilieoskopische
Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate diendiécSensitivitdt der drei Verfahren hat,
wenn man sie ohne ihre Kombinationsmdglichkeitetemander vergleicht. Sie haben 105 Pro-
ben mittels KOH, Kultur, Histologie und Fluoreszemkroskopie nach Calcofluor-white-
Farbung untersucht, wobei sie letztere als Goldstahdefinierten und die Ergebnisse der ande-

ren Verfahren dazu in Beziehung setzten.

Die Sensitivitat bezogen auf den Goldstandard befiiiu den Nativbefund 80 %, fur die Kultur

59 % und fir die Histologie 92 %, also deutlich emedWerte als in der vorliegenden Untersu-
chung. Allerdings gab es neben den 76 Féllen, mexanittels Calcofluor-white ein Pilznach-

weis gelang, weitere 17 Falle, in denen mindestémss der anderen drei Verfahren positiv war.
Geht man von 93 Onychomykose-positiven aus undcheet die Sensitivitat in bezug auf diese
Zahl, so liegen die Werte fur die Histologie mit @3und fir die Kultur mit 54 % sehr nah an
denen unserer Untersuchung. Nur der Nativbefunibtbieit 68 % sensitiver als bei uns, was

entweder instrumentell oder untersucherbedingt lszmm.

Fur den NPV gilt das gleiche wie fir die Berechnuleg Sensitivitat — auch dieser wird in der
Studie von Weinberg et al. anhand der vom Goldstah@alcofluor-white ermittelten Onycho-
mykose-positiven berechnet. Die Tendenz fir diet&/ahnelt denen fur die Sensitivitat, denn
die Mikroskopische Untersuchung PAS-gefarbter Sgbmdiparate ist mit 77 % vorn, es folgen
der Nativbefund mit 58 % und die Kultur mit 43 %m IGegensatz zu unserer Untersuchung ist
also der Nativbefund zuverlassiger als die KulRass der Nativbefund in unserer Untersuchung
so schlecht abgeschnitten hat, kann entweder dignhhaufigen Wechsel der Untersucher be-
dingt oder durch eine schlechtere Qualitat deruimsénte erklarbar sein. Die Aussage bezuglich
der Vorreiterrolle der Mikroskopischen UntersuchundS-gefarbter Schnittpraparate bestatigt

sich aber auch anhand dieser Analyse.

Drei weitere kleinere Studien bestatigen die hobes8ivitat der histologischen Untersuchung
mittels PAS-Farbung und belegen, dass die Histeldgr Kultur in einigen Fallen Uberlegen ist
(Borkowski et al., 2001; Machler et al., 1998; Megpan et al., 1997).

Aufgrund unserer Arbeit mit 631 Fallen mit positivé?ilznachweis und dem Vergleich mit den

in der Literatur beschriebenen Untersuchungen kamwwiezu dem Schluss, dass die Mikrosko-
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pische Untersuchung PAS-gefarbter Schnittprapasiaten gréReren Stellenwert in der Diagnos-

tik der Onychomykose verdient.

6.9 Bei Proben mit antimykotischer Vorbehandlung istedhistologische PAS-
Farbung Uberlegen

Ein von der AWMF empfohlener Einsatzbereich der fdgdkopischen Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate ist die Untersuchung Rovben, bei denen eine Pilzdiagnostik mit
dem bisherigen Goldstandard — Nativbefund und Kuktworaussichtlich schwierig sein wird.

Neben Faktoren wie der Kontamination mit korpereege Keimen oder Anflugskeimen ist eine
antimykotische Vorbehandlung ein méglicher Grundéiin Fehlen lebensfahiger Pilze und damit

fur ein falsch-negatives Kulturergebnis.

Fur die Untersuchung dieses Faktors wurden dieefatidaten retrospektiv erhoben und im

Hinblick auf eine solche Therapie zum Zeitpunkt Besbenentnahme analysiert.

Von den 631 Verlaufen waren 435 (69 %) vollstaretigisst und damit fir die Auswertung ver-

wendbar. Bei 64 Patienten (15 %) war eine lokaler @ystemische antimykotische Vorbehand-
lung des Nagelpilzes dokumentiert, so dass didgédio genauer untersucht wurden. Interessant
war fUr uns, inwieweit diese Proben aufgrund epestiven histologischen Pilznachweises auf-

fielen bzw., ob in diesen Féllen die Kultur negatiar.

Die Auswertung ergab, dass tatsachlich die Mikrpgdahe Untersuchung PAS-gefarbter
Schnittpraparate mit 56 die meisten positiven Engede in dieser speziellen Gruppe erzielte und
damit eine Sensitivitéat von 88 % erreicht. Betratiman dagegen die Werte fiir den Nativbefund
und die Kultur, so stellt man fest, dass beide lad¢uhinter der Histologie zuriickbleiben und die
Kultur mit 33 % in dieser Fallgruppe logischerweesee geringere Sensitivitat als der Nativbe-
fund mit 50 % hat. Auch wenn man die einzelnen Kmrationsmaoglichkeiten miteinander ver-
gleicht, erreicht die Histologie mit 38 % den gef3tAnteil positiver Pilznachweise. An zweiter
Stelle kommt die Kombination aus Nativbefund undtbliogie, an dritter Stelle schlief3lich die

Falle, welche von allen drei Diagnoseverfahren remkaverden.
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Dieser Gesichtspunkt war in den anderen Studieht g finden. Wir halten es aber fur sehr
wichtig, dies zu berticksichtigen, denn oft habetieRgen schon eigene Vortherapien durchge-
fuhrt. In diesen Féllen sehen wir einen klaren ®ibrder Mikroskopischen Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate, denn in der AnalyseRiB-gefarbten Préaparate sind Pilzelemente
auch nach einer Behandlung noch zu erkennen. Diieikwird hingegen nach einer antimykoti-
schen Therapie oft falsch-negativ (s. 0.). Insbdeom auch dann, wenn man nach einer nicht
erfolgreichen topischen Vorbehandlung eine neuek#ife Therapie einleiten mochte, ist die
Histologie hilfreich. Oder wenn wahrend der Theeapiner Onychomykose eine Verlaufskon-
trolle durchgefuhrt werden soll, ist mit Hilfe derikroskopischen Untersuchung PAS-gefarbter

Pilzelemente eine Diagnose sicherer zu stellen.

Die Analyse von Proben antimykotisch vorbehanddMatienten scheint sogar der Grund dafur
zu sein, dass die Mikroskopische Untersuchung Pé&&rgter Schnittpréparate nach unserer
Untersuchung den ersten Rang in der Diagnostikireimi. Schlief3lich ist nicht auszuschlief3en,
dass sehr viele Patienten bereits einen Therapieserunternommen haben, was jedoch anam-
nestisch nicht eruiert bzw. nicht dokumentiert waurd
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7 Fazit

Eine genaue Diagnosestellung mag bei der Onychoseykohwierig sein. Dennoch ist sie unab-
dingbar, um nicht-effektive, teure Therapien, Rédlkfund therapiebedingte Risiken sowie eine
Ausbreitung der Pilzinfektionen zu verhindern (Bréret al., 2006). Daher sollten alle notwendi-

gen MalRnahmen ergriffen werden, um die Diagnosdiai®j eindeutig zu stellen.

Nach Betrachtung der Ergebnisse unserer Untersgcistes sinnvoll, die mikroskopische Un-

tersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate mit ihodren Sensitivitat in die Diagnostik der O-

nychomykose regelmafRig mit einzubeziehen. Wie wrhmveisen konnten, ist sie den anderen
Testverfahren insbesondere in den Féallen Uberlagatenen bereits eine antimykotische Vorbe-
handlung stattgefunden hat. Dies ist jedoch ni@ntainzige Punkt, da mittels mikroskopischer
Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpraparate insgeshe meisten Onychomykosefélle be-

kannt werden; ob durch sie allein oder in der Kamabon mit den anderen Verfahren. Zudem
gelangt man mit der PAS sehr schnell zu einem Eigehnd die Pilzstrukturen sind im Gegen-

satz zum Nativbefund aufgrund der Farbung einfaahdrsicherer zu erkennen.

Allerdings ist die Aufbereitung der Probe relateitaufwandig und die Kosten sind etwa doppelt
so hoch als fur Nativbefund und Kultur.

Ein Nachteil der Mikroskopischen Untersuchung PAFagoter Schnittpraparate ist das Fehlen
von Informationen Uber die Erregerspezies der Dapigten sowie tUber die Wachstumsfahig-
keit der Erreger (Gupta und Ricci, 2006). Hier sihel Informationen aus dem Kulturbefund un-

ersetzlich.

Auf die Kultur kann also nicht verzichtet werdemd&m erreicht sie in der Kombination mit der
Histologie insgesamt die hochste Sensitivitat, assdsie weiter in der Diagnostik der Onycho-
mykose von grofRer Bedeutung ist. Von Nachteil istldnge Dauer sowie die relativ niedrige
diagnostische Verlasslichkeit der Kultur, die wigirb Nativbefund mit 50 - 70 % sehr niedrig
sein kann, in Abhangigkeit von der Technik (Mehregad Gee, 1999).

Zudem wachsen 30 % der einer Onychomykose zugrliegenden Dermatophytenstamme in
der Kultur nicht an, so dass bei einer Diagnoségheesich nur auf die Kultur stitzt, das Ergeb-

nis falsch-negativ ware (Tietz, 2001a).
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Ein groRer Vorteil des Nativbefundes ist, dasskilivmd ohne lange Wartezeit ein Ergebnis vor-
liegt. Allerdings lassen die Sensitivitat und dé?\Ndes Nativbefundes sehr zu winschen Ubrig.
Auch die starke Abhangigkeit des Ergebnisses vonEd@ahrung des Untersuchers, welche zu
falsch-negativen Aussagen fuhren kann (Panasdl.e2006), wirkt sich nachteilig aus. Zudem
ahneln viele Strukturen in der direkten Mikroskogen Pilzelementen, z. B. Fasern, Luftblasen,
Fetttropfen, und kdnnen dadurch zu falsch-positizegebnissen (Piérard et al., 2006) fuhren.
Insgesamt kdnnen Nativ- und Kulturbefund in 30 %Qu falsch-negativen Ergebnissen fuhren
(Piérard et al., 2006).

Zusammenfassend kann man aus dieser Untersuchlgegrfodass eine Aufnahme der mikro-
skopischen Untersuchung PAS-gefarbter Schnittpedipan die Routinediagnostik der Onycho-
mykose die Verlasslichkeit der Diagnose wesentidibhen wirde. Aufgrund der héheren Kos-
ten und apparativen Aufwands wird es aber wohltreahifach sein, sie allgemein als Standard zu

etablieren.
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8 Zusammenfassung

Die Onychomykose ist eine chronische, langsam digelplatte destruierende Pilzinfektion der
Finger— oder Zehennégel, die an den Zehen oftnelshivonischem Ful3pilz entsteht.

In der Diagnostik der Onychomykose werden aktuedl ¥erfahren konkurrierend bzw. gleich-

zeitig eingesetzt: 1. Nativdiagnostik, 2. Kultunbed und 3. die mikroskopische Beurteilung
PAS-gefarbter Schnittpraparate (PAS). Ziel der Arbaar es, die Sensitivitat des derzeitigen
Goldstandards (Nativdiagnostik und Kulturbefundj der PAS zu vergleichen, um so die jewei-
lige diagnostische Aussagekraft zu evaluieren. Deaulen 1146 Nagelproben des Patientenkol-
lektivs der Klinik und Poliklinik fur Dermatologieind Allergologie der Universitat Bonn im

Zeitraum der Jahre von 2000 bis 2006 retrospekfasst und u. a. beziiglich Sensitivitat, Nega-
tivem pradiktivem Testwert (NPV) und Erregerspezaeslysiert. Die Untersuchung legt damit

ein deutlich groReres Patientenkollektiv zu Grualddriihere vergleichbare Untersuchungen.

631 Proben zeigten einen positiven Pilznachweimiimdestens einem der drei Verfahren. Dabei
war die Sensitivitat fur die PAS in Kombination rdér Kultur am hochsten, gefolgt von der PAS
kombiniert mit dem Nativbefund. Die Sensitivitatrdeikroskopischen Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate als Einzelmethode folgtedritter Stelle. Bei der Berechnung des
NPV lag die PAS vorne, Kultur und Nativbefund echgen je ca. 20 % weniger.

Die Korrelation mit den klinischen Daten zeigt, sléi$r die Diagnostik einer Onychomykose bei
antimykotisch vorbehandelten Nageln, die PAS-Unignsng die héchste Sensitivitat aufweist.
Gerade diese Falle kommen in der Praxis sehr h&aofigwobei die Onychomykose hier mittels

Nativbefund und Kultur leicht Gibersehen werden kann

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit falgss die mikroskopische Untersuchung PAS-
gefarbter Schnittpraparate als Einzelmethode einete Diagnosesicherheit besitzt als der bis-
herige Goldstandard. Zur Einleitung einer effektiviherapie und Reduktion unnétiger Behand-
lungen mit topischen oder systemischen Antimykoskdite die Histologie daher in der Stan-

darddiagnostik vermehrt eingesetzt werden. Inslesendann wenn bereits eine antimykotische

Vortherapie stattgefunden hat oder eine Verlaufskdla Therapie gewtinscht wird.
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