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Aus der Hautklinik der Karl-Marx-Universitit Leipzig, Bereich Medizin
(Direktor: Prof. Dr. H. BRAUN)

Zur Bedeutung von Milieufaktoren fiir die Merkmalsausbildung
von Trichophyton rubrum-Stammen*)

CHRISTINA SCHONBORN

Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. K. Linser zum 75. Geburtstag gewidmet

Einfiithrung

Trichophyton (T.) rubrum ist der weitaus haufigste Pilz innerhalb unseres Dermato-
phytenspektrums. Von 1961 bis 1969 isolierten wir aus 60 334 dermatologischen Unter-
suchungsproben fast 7000 Stimme. Der Anteil von T.rubrum an der Gesamtzahl der
geziichteten Hautpilze betrug 67,4 7.

Ahnlich wie andere Dermatophyten verfiigt T. rubrum Utber eine erstaunliche Modifi-
kationsbreite (EncGLisH 1964; OTa u. KawaTsuRE; UECKERT u. UECKERT). Die bei der
Identifikation abartiger Pilztypen auftauchenden Probleme sind allen mykologischen
Routinelaboratorien geliufig, zahlenmiflige Aufschliisselungen der beobachteten Rubrum-
Varianten liegen jedoch nur vereinzelt vor: ENGLisH (1964) gliederte 279 innerhalb von
9 Jahren in England gewonnene Stimme in 6 morphologisch gut unterscheidbare Grup-
pen. GUGNANI u. Mitarb. ordneten 256 in Indien geziichtete Rubrum-Stimme in 3 von-
einander abweichende Typen ein.

Obwohl in Ubereinstimmung mit diesen beiden statistischen Ubersichten auch andern-
orts die 1910 von CasTELLANI als Epidermophyton rubrum beschriebene, flaumige Wuchs-
form nach wie vor dominiert, nehmen Hinweise auf abnorme Merkmalsausbildungen
auffallend zu. Man fand z. B. Rubrum-Stimme mit gelber statt roter Pigmentation
(ENGLISH 1964; SziLaGYi u. REeiss) oder solche mit Produktion eines melanoiden Farb-
stoffes (EncLISH 1964, 1970; FRAGNER 1966; KaBeEN; KNox; DE VRIES u. CORMANE);
andere wieder dhnelten in ithrer Koloniestruktur T. mentagrophytes (BLascHKE-HELLMES-
sEN; BOHME u. FrRIEDRICH), T. violaceum (Junc), T. ferrugineum (BaLaBANOFF 1970) oder
T. tonsurans (GENTLES u. Mitarb.; GugNaNt u. Mitarb.; ScHONBORN). Die zahlenmifig
vorherrschende seidigflaumige Variante mit reduzierter Morphologie stellt nach Bara-
BANOFF (1968) die heute typische Existenzform des Pilzes dar, die sich im Verlauf der
phylogenetischen Differenzierung und physiologischen Spezialisierung aus primitiveren,
mikromorphologisch reicheren Typen entwickelte.

Interessanterweise entspricht die Koloniestruktur der flauschigen Normalform dem
Erscheinungsbild eines pleomorph gewordenen Dermatophyten. Hier wie dort haben wir
es mit vereinfachtem Kolonieaufbau und weitgehender Reduktion der Reproduktions-
organe zu tun. Nach neueren Erkenntnissen handelt es sich beim sogenannten Pleo-
morphismus nicht — wie friher angenommen — um eine degenerative Entartung,
sondern um eine spezielle Variantenbildung, die man bei vielen Hyphomyeceten,
u. a. auch bei Dermatophyten beobachten kann (BouME; FRAGNER 1956; HEejTMA-
NEK). Als Folge von Genmutationen treten zwischen der normalen Mutterkolonie
und der abgespaltenen pleomorphen Kolonie nicht nur morphologische, sondern auch

*) Nach einem Vortrag, gehalten anlifilich der 5. Tagung der Gesellschaft fiir Medizinische Myko-
logie der DDR in Leipzig (7.—10. 5. 1970)



458 CHRISTINA SCHONBORN

physiologische Unterschiede hervor (HejTmANEk; HEjTMANKOVA-UHROVA u. Mitarb.;
WeitzMaN). Mit dem Verschwinden bestimmter morphologischer Strukturen geht eine
Erweiterung der physiologischen Aktivitit, insbesondere der Fihigkeit, Ammonium- und
Nitrat-Tonen zu assimilieren, cinher. Dies zeigten Versuche mit T. mentagrophytes (BisTis;
Ito u. Fuji; NICKERSON), mit Microsporum gypseum und Keratinomyces ajelloi
(HejTMANEK).

EmMoNns sowie GRIGORAKI duflerten ebenso wie spiter KasiikiN, RieTiH (1969) und
PaLprok die Vermutung, daff Merkmalsinderungen der Pilze auch in deren parasitirem
Stadium moglich sind und daff manche Dermatophyten bereits im pathologischen Material
(und somit auch in der Primirkultur) im pleomorphen Zustand vorliegen kénnen. Uber
auslésende Ursachen fiir derartige Wuchsform-Verinderungen ist allerdings bis heute
nichts Sicheres bekannt, wenn auch cin Zusammenhang mit bestimmten Terrainfaktoren
bzw. Kulturbedingungen nicht von der Hand zu weisen ist. Daf} iibermafiger Zucker-
gehalt des Nihrmediums zu Pleomorphismus und damit zur Entwertung von Dermato-
phyten-Stimmen fithrt, war berecits SABoURAUD bekannt. Andererseits beobachtete man
einen giinstigen Einflufl auf die Konstanthaltung der Kulturmerkmale (selbst bei pleo-
morphieanfilligen Dermatomyceten wie Microsporum canis oder Epidermophyton floc-
cosum) durch Zugabe von Erde (BakerspiGEL; LEITE u. Ri:; VANBREUSEGHEM u. BRUSSELL),
Mecerschweinchenhaaren (Saiiz), Actidion, Extrakt aus Fichtennadeln oder Pteridophyten
(Reiss u. LEoNarRD) zum Nihrsubstrat. Fir die Variantenbildung in vivo sollen die
Immunitdtslage des infizierten Wirtsorganismus, interkurrente Mischinfektionen oder
therapeutische Mafinahmen bedeutsam sein. Darauf deuten Beobachtungen von FisCHER,
HijTMANKOVA-UHROVA, KAFFKA u. R1IETH, KASHKIN, PALDROK, RIETH sowie SANDERSON
u. SLOPER hin.

Dic Variabilitit von T.rubrum findet in der hiufigen Anziichtung abartiger Pilzstimme
aus Patientenmaterial sichtbaren Ausdrudk; es gelingt aber nicht, spezielle Wuchstypen mit
ganz bestimmten Krankheitsbildern in Zusammenhang zu bringen. Weder Siva wu.
Mitarb., die 46 Stimme in ihre Untersuchungen cinbezogen, noch Guenani u.a. mit
256 T.rubrum-Isolaten konnten derartige Korrelationen aufdecken. Andererseits weist
das Auftreten unterschiedlicher Pilzvarianten an verschiedenen Kérperregionen ein und
desselben Patienten auf die Bedeutung unerfaflter Terrainfaktoren hin. EncrLisH (1964,
1970) berichtete z. B. iiber gleichzeitiges Vorkommen roter und intensiv gelb pigmentierter
Stimme, ebenso iiber die Kombination normaler und melanoider Formen. Beide Beob-
achtungen konnen wir an unserem Material bestitigen. Besonders hoch scheint die Fre-
quenz atypischer Rubrum-Stimme im menschlichen Nagelmaterial zu sein.

Im Zusammenhang mit den aufgeworfenen Problemen interessierte uns die Fragestel-
lung, ob primir watteartige Rubrum-Normalformen unter geeigneten, experimentell ge-
schaffenen Umweltverhiltnissen in der Lage sind, in andere, moglicherweise ebenfalls vom
Patienten her bekannte Wuchsformen tberzugehen.

Experimenteller Teil

Unter Berticksichtigung der offenbar Varianten-induzierenden Wirkung von Nagel-
keratin wihlten wir folgende Versuchsanordnung: 5 weifi-flaumige, im Oktober 1968 aus
Patientenmaterial isolierte T. rubrum-Stimme wurden seit November 1968 in Reagenz-
glisern teils auf Kimmigagar, teils auf keratinhaltigem Nihrmedium geziichtet und in
Abstinden von etwa 3 bis 4 Wochen weiterverimpft. In Intervallen von 3 Monaten schal-
teten wir eine Plattenansatz-Passage ein (bestehend aus Sabouraud-Glukose-, Kimmig-,
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Zur Bedeutung von Milicufakroren fiir die Merkmalsausbildung 459

Maismehl-Agar mit und ohne Glukose sowie Czapek-Dox-Agar), um etwaige Verinde-
rungen besser beurteilen zu konnen. Auflerdem wurde die Fihigkeit zur Harnstottspal-
tung, Gelatineverflissigung und Keratinolyse gepriift, weiterhin die Abhingigkeit von
Vitamingaben. Deckglaskulturen dienten zum Studium des mikromorphologischen Bildes.

Anfingliche Passagen liber Wasseragar mit 0,1 % Glukose und 1% fein zerkleinertem
Pferdehufmaterial brachten nicht den gewlinschten Erfolg. Deshalb wurden von der
7. Serie an Pferdehufspine benutzt, die mit einer zuckerfreien mineralischen Nihrlosung
getrankt waren (0,3 % NaNO;; 0,1 % KH.PO,; 0,025 % MgSO,; 0,025% KCl;ad 1000 ml
Leitungswasser).

Nach 14 Keratinpassagen (die Versuchsdauer betrug 11 Monate) traten erstmalig bei 2
der 5 Versuchspilze Verinderungen auf (vgl. Tabelle): Bei Stamm 1 entwickelte sich ein

Tabelle: Merkmale von 5 primir weifl-flauschigen Trich. rubrum-Stimmen
nach fortlaufenden Passagen iiber Hufkeratin

Stamm- Herkunft nach 14 Passagen nach 18 Passagen
bezeichnung (= 11 Monaten) (= 14 Monaten)
Onychomykose abgeflachter gipsiger Sckror "ll1]1:251':1[1:‘2((.){.)[)111)5:5_]:]]1’11]5151:,]':,—
1 des mit tppiger Sporulation in-  ©°° ]n‘& Spyindels ’()1'01;'
7774168 Dauniens nerhalb ciner flaumigen P p "
(8. 11. 68) K olofiie 5 beschleunigte Harnstoft-
o hydrolyse
Onychomykose
2 das flauschi, weil flauschig, weil
7858/68 Tinger auschig, weils auschig, weil}
(10.10. 68)
787?/68 T1|(1lc& lln(:)""u(i:;]ls tlauschig, weifd tlauschig, weild
e T. mentagrophytes-ihnlich, wie T. mentagrophytes,
4 Fultmykose granulir, Kolonie dem Sub-  gipsig, gelblich, massenhaft
7900/68 (11’ ]é 6%) strat nur locker aufsitzend,  Spindelsporen; beschleunigte
S e e lippige Sporenbildung Harnstoffhydrolyse
Kolonic flach, samtig-filzig,
mit Radiidrfurchen und star-
5 Tinea inguinalis flauschie. weilk ker weinroter Pigmentation;
7927/68 (14.10. 68) ’ 32 ) vermehrte Sporenbildung;

beschleunigte Harnstoft-
hydrolyse

abgeflachter, gipsiger, sporenreicher, schmaler Sektor innerhalb einer der flaumigen Kim-
migagar-Kontrolle gleichenden Kolonie. Stamm 4 hatte sich vollig zu einer gelblichen,
granuliren Variante mit T. mentagrophytes-ihnlichem Habitus umgewandelt. Besonders
auffillig waren die Abweichungen im mikromorphologischen Bereich. Wihrend die Kon-
trollen raschwiichsiges, uncharakteristisches, fadiges, nahezu sporenloses Myzel aufwiesen,
zeichneten sich die beiden gipsigen Wuchsformen durch reduziertes Myzel und grofie Men-
gen an Mikro-, Arthro-, Chlamydo- und besonders Spindelsporen aus. (Abb. 1 bis 5).

mykosen 13, Heft 9 (1970)



460 CHRISTINA SCHONBORN

Abb. 1: Trichophyton rubrum, Stamm Nr. 1
Subkulturen der 14. Passage, auf Glukose-Agar

Links: die tiber Kimmig-Agar weiter- Rechts: die durch Ziichtung auf Huf-
gefithree flaumig geblicbene Kontrolle keratin entstandene gipsige Variante

Abb. 2: Trichophyton rubrum, Stamm Nr. 4
Subkulturen der 18. Passage, auf Glukose-Agar

Links: die flauschig wachsende Kon- Rechts: die Trich. mentagrophytes-ihn-
trollkolonie liche Wuchsform der Keratinpassage

mykosen 13, Heft 9 (1970)
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Abb. 3: Mikroskopisches Bild der flaumigen Kontrollkolonie
(Trichophyton rubrum, Stamm Nr. 4)
Vergroflerung 250 : 1

Abb. 4: Mikromorphologie der gipsigen Wuchsform von Trichophyton rubrum
(Stamm Nr. 4 nach Passagen tber Hufkeratin)
Vergroflerung 400 : 1

mykosen 13, Heft 9 (1970)



462 CHRISTINA SCHONBORN

Abb. 5: Sporenbildung im granuliren Koloniescktor von Trichophyton rubrum
(Stamm Nr. 1) der nach I'1monatiger Kultur auf Hufkeratin in Erscheinung
trat. Vergroflerung 315 : 1

Nach Ablauf von insgesamt 14 Monaten (18 Passagen) zeigte noch ein weiterer Testpilz
der Keratinreihe (Stamm 5) Unterschiede zur entsprechenden Kimmigagar-Kontrolle.
Neben nur miflig vermehrter Sporulation fiel hier eine verstirkte Pigmentierung der
abgeflachten, radiir gefurchten, samtigen bis gipsigen Kolonie auf. (Abb. 6).

Abb. 6: Trichophyton rubrum, Stamm Nr. 5
Subkulturen der 18. Passage, auf Glukose-Agar

Links: die weifd-watteartig  wach- Rechts: die stark pigmentierte, radiir
sende Kolonie gefurchte, auf Keratinmedium  ge-
ziichtete Varietit

mykosen 13, Heft 9 (1970)
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Bei allen 3 Varianten beobachteten wir eine beschleunigte Ureaseaktivitat. Die iibrigen
gepruften physnologlschen Reaktionen (Keratinolyse, Proteolyse, Vitaminabhingigkeit)
stimmten mit denen der flaumig gebliebenen Kontrolle tberein.

Diskussion der Ergebnisse

Aus unseren bisher vorliegenden Untersuchungsergebnissen geht u. a. hervor, daf} tlau-
schige T. rubrum-Stamme befihigt sind, sich unter dem Einfluf} langfristig einwirkender
Milieufaktoren (z. B. Keratin als alleinige Nihrstoffquelle) zu granuliren Varianten um-
zuwandeln. Einen vergleichbaren Effekt — kombiniert mit gesteigerter Virulenz — er-
zielte PARTRIDGE durch serienweise Ziichtung von T. rubrum aut der Chorioallantois-
membran des Hihnerembryos. Nach CHIN u. KNiGHT bewirkt auch erhdhte CO,-Span-
nung eine Stimulation der Makrosporenbildung bei T. rubrum.

Weiterhin zeigte sich, dafl die Primarkultur eines Dermatophyten nicht (wie allgemein
angenommen) stets die morphologisch reich strukturierteste Wuchsform verkorpert, die
sich spdter allenfalls nur noch mehr oder weniger rasch pleomorph verindern kann. Zu
dhnlichen Schlufifolgerungen gelangten WeNk u. Gereick anldfilich der Isolierung eines
sporenlosen Dermatophytenstammes von Mensch und Katze. der erst nach Zugabe von
Bodenextrakt die fiir Microsporum canis typischen Spindelsporen entwickelte.

Die von uns experimentell erzeugten Varianten, die sich nach bisherigen Beobachtungen
tiber mehrere Subkulturen auf tiblichen zuckerhaltigen Pilznahrbdden konstant erhielten,
kommen auch unter natiirlichen Bedingungen vor und entsprechen im wesentlichen der als
granulir bezeichneten Wuchsform, von BanG 1910 als T. purpureum beschrieben. Primir
traten in unserem menschlichen Untersuchungsmaterial gipsige Rubrum-Isolate nur selten
in Erscheinung. ENGLIsH (1964) beobachtete derartige Varianten 36mal unter insgesamt
265 Rubrum-Stimmen (= 13,6 %), GuoNani u. Mitarb. fanden 62 unter 256 (= 25,2 %)
und BOHME u. FRIEDRICH einen gipsigen Wuchstyp unter 208 Stimmen. Oftmals zeichnen
sich animale T. rubrum-Stdmme (z. B. von Maus oder Meerschweinchen) durch granulire,
aufgelockerte Koloniestruktur aus (Haure; HERPAY u. SzoporAY; KocH 1957).

Seit jeher geben gipsige Rubrum-Varietiten Anlafl zur Verwechslung mit T. menta-
grophytes. Die relativ hiufigen Intermedidrformen (BrascHke-HELLMESSEN; BOHME u.
FrIEDRICH; ENGLISH; LANGER u. BOHME; PHILPOT) und die von UECKERT u. ROHRBORN
konstatierte Uberschneidung der Variationsspektren beider Pilzarten lieflen die Diskus-
sion iiber enge Verwandtschaft oder gar Identitdt nicht verstummen (FrGiLeEr; GOTZ;
GRIMMER; KocH 1968; LANGER u. BOHME).

Unsere auf Keratinmedium erhaltenen gipsigen, makrosporenreichen Stimme wiesen
folgende fiir T. rubrum spezifische Merkmale auf: charakteristische weinrote Pigmentie-
rung (zumindest auf Maismehl-Glukose-Agar), lingliche Mikrokonidien, Fehlen von Spi-
ralhyphen und eine vergleichsweise trige verlaufende Ureasereaktion. Demnach hielt sich
die Variabilitdt innerhalb der fiir T. rubrum abgesteckten Grenzen.

Nicht nur im Hinblick auf bisher ungeloste taxonomische Probleme interessiert das
Ausmaf} der Verinderlichkeit eines Dermatophytenstammes. Eine praktische Bedecutung
gewinnt die Wandlungsfahigkeit der Myzeten bei der Aufdeckung von Infektionsketten,
insbesondere wenn es um die Beurteilung einer beruflich erworbenen, von Tieren iber-
tragenen Dermatomykose geht. Z. B. berichtete JANKE iiber morphologische Unterschiede
zwischen einigen von Mensch und Tier isolierten T. rubrum-Stimmen innerhalb eines
Endemieherdes. Karrka u. RIETH ziichteten 4 verschiedene T. mentagrophytes-Varianten
von Kaninchen und Meerschweinchen, die als Infektionsquelle fiir die Trichophytie einer
MTA in Frage kamen. Bei einer gleichfalls durch T. mentagrophytes verursachten Epide-
mie in einer Chinchillafarm wurden von MALE u. FriTscH mehrere Wuchstypen fest-

mykosen 13, Heft 9 (1970)



464 CHRISTINA SCHONBORN

gestellt. Durch Reproduktion dieser und noch 2 weiterer Wuchsformen aus einer einzigen
Einsporenkultur gelang der Beweis der Identitit.

Die in vitro-Transformation primir flaumiger T.rubrum-Stimme in den gipsigen
Kolonietyp entspricht der Riickfiithrung pleomorph gewordener Dermatophyten in ihre
Ausgangskulturform. Eine derartige ,Regeneration® ist unter bestimmten Bedingungen
moglich. Die Ursachen dafiir sind jedoch noch ebenso ungekliart wie fiir das Zustande-
kommen des pleomorphen Zustandes. VANBREUSEGHEM u. BRUSSELL ,verjlingten® z. B.
Epidermophyton floccosum und Ctenomyces persicolor durch Erdeagar-Passagen. PINETTI
u. LosTtia glickte es, durch Zugabe von oberflichenaktiven Substanzen (Tween 80) zum
Nihrboden bei einigen pleomorphen T. violaceum-Stimmen die urspriingliche Form wie-
der herzustellen. Ducti u. NEu beobachteten unter den Bedingungen der kontinuier-
lichen Kultur eine Verdnderung in Richtung der Normalform.

Nach HejTMANEK besitzt die Rickfithrung pleomorpher Kulturen den Charakter einer
Riickmutation. Auflere Faktoren konnen lediglich die spontan entstandenen Mutanten
selektiv stimulieren oder in ithrer Entwicklung unterdriicken, nicht jedoch den Mutations-
schritt selbst induzieren.

Moglicherweise gilt fiir die Variantenbildung von T.rubrum, sei es in der saprophyti-
schen oder in der parasitischen Lebensphase des Pilzes, das gleiche Prinzip.

Zusammenfassung

Trichophyton rubrum ist der hiufigste Pilz innerhalb unserer Dermatophytentlora.
Ahnlich wie andere Hautpilze verfiigt T. rubrum iiber eine erhebliche Modifikationsbreite
in morphologischer und physiologischer Hinsicht, die eine sichere taxonomische Einord-
nung erschweren kann.

In enger Abhingigkeit von verschiedensten Terrainfaktoren finden Merkmalsinderun-
gen nicht nur in der saprophytischen, sondern auch in der parasitiren Lebensphase des
Pilzes statt. Auf die Moglichkeit einer Variantenbildung in vivo verweist die in den
letzten Jahren gehiuft beobachtete Anziichtung abartiger Pilzstimme aus Patienten-
material, insbesondere aus Nagelsubstanz.

Es wurde der Versuch unternommen, typische, flaumig wachsende T.rubrum-Isolate
durch fortlaufende Passagen auf Keratin (Pferdehufspinen), in atypische Varianten um-
zuwandeln. Nach mehr als 10 Uberimpfungen kam es bei 3 von 5 Pilzstimmen zu deut-
lichen Verinderungen in Wuchsform, Mikromorphologie und Pigmentation.

Summary

Trichophyton rubrum is the most frequent fungus of our dermatophyte flora. Like other
dermatophytes T. rubrumshows considerable morphological and physiological variability,
which may render definite taxonomy difficult.

In close relation to a variety of terrain factors changes are seen in the saprophytic and
parasitic phase of life of this fungus. The possibility of in vivo genesis of variants is
indicated by the frequent isolation in recent years of anomalous fungus strains from
patient material, especially from nail substance.

An attempt was made to transform typical strains of T. rubrum with fluffy growth into
atypical variants by continuous passage on keratin (fragments of horses’ hoofs). After
more than 10 passages 3 of 5 fungus strains showed distinct changes in form of growth,
micromorphology and pigmentation.

Fir Mithilfe bei der Durchfithrung der Untersuchungen verdient Frau PETRA SCHUHMANN
Anerkennung.
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