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Zum Geleit

Das vorliegende Werk wird von allen Klinikern und Arzten, die sich mit
Mykosen und ihren mannigfachen Problemen beschiftigen, wie eine Erl-
sung aus vielen Schwierigkeiten und ungeklarten Fragen empfunden werden,
weil es zum ersten Male den heutigen Wissensstand dariiber zusammenfaf3t,
was die Serodiagnostik und ihre Methoden (Prazipitation, Agglutination,
Komplementbindung usw.) auf dem in allen medizinischen Disziplinen und
in der ganzen Welt iiberhaupt immer grofer und wichtiger werdenden Gebiete
der mykotischen Infektionen leistet, was man von ihr erwarten darf und was
nicht. Jeder Arzt, der sich um die diagnostische Klidrung lokalisierter,
gummoser Mykosen oder mykotischer Allgemeininfektionen bemiiht hat,
weil}, daB in Anbetracht der oft betrichtlichen Schwierigkeiten des direkten
Nachweises der jeweilig in Frage kommenden Pilzarten eine spezifische Sero-
diagnostik der Mykosen ein hochst wiinschbares diagnostisches Hilfsmittel
darstellen wiirde, wenn sie einfach durchzufithren und in ihren Ergebnissen
zuverlissig genug wire, um als eine wirkliche diagnostische Stiitze bewertet
werden zu kénnen. Inwieweit das der Fall ist, sucht das verdienstvolle Werk
des Autors auf Grund eigener serologischer und umfénglicher experimen-
teller Bemithungen und unter Heranziehung der in der ganzen Welt dariiber
gesammelten Erfahrungen klarzustellen und, nach kritischer Uberpriifung
der wissenschaftlichen Grundlagen, auch die praktisch-klinische Verwend-
barkeit der mykologischen Serodiagnostik auf einer breiteren Basis zu be-
griinden, als sie uns bisher zu Gebote stand. Damit fillt das Buch ganz
zweifellos eine seit Jahrzehnten schmerzlich empfundene Liicke aus und ver-
dient schon deswegen nicht nur die Aufmerksamkeit der an diesen Proble-
men interessierten wissenschaftlichen Welt, sondern es ist auch als eine
sicherlich hochst wertvolle Stiitze fiir alle mykologisch-interessierten Arzte
zu begriilen, weswegen man ihm eine weite Verbreitung wiinschen muB.

Bonn, den 20. Juli 1957 0. GRUTZ



VYorwort

Wer sich mit der Diagnostik und Klassifizierung von Mikroorganismen be-
schéftigt, muB sich aller erreichbaren Hilfsmittel bedienen, die zuverléssig
Aufschliisse iiber die konstanten Merkmale vermitteln In der Mykologie,
dem iltesten Fachgebiet der Mikrobiologie, sind es seit jeher vornehmlich
botanische Gesichtspunkte gewesen, die den Diagnostiker und Systematiker
geleitet haben. Erst mit der Entwicklung der medizinischen Mykologie als
selbstéindigem Wissenszweig sind auch klinische Gesichtspunkte Veranlas-
sung geworden, Pilze nach ihrem Verhalten gegeniiber dem Wirt néher zu
untersuchen und einzuordnen. Und schon bald nach der Entdeckung der
Antigen-Antikérper-Reaktion wurden zu Beginn dieses Jahrhunderts sero-
logische Verfahren beim Studium von Pilzen und der durch sie verursach-
ten Infektionskrankheiten angewandt.

Annihernd 50 Jahre sind seitdem vergangen, ohne daf3 es der Serologie ge-
lungen wiire, in der klassischen Mykologie Ful} zu fassen, obwohl zahlreiche,
allerdings weit in der Literatur verstreute Ergebnisse vorliegen. Erst neuere,
systematisch durchgefiihrte Arbeiten und die zunehmende Kenntnis von
den Pilzinfektionen bei Mensch und Tier — insbesondere von den generali-
sierten Mykosen mit ihren mannigfachen diagnostischen Problemen —haben
die Serologie als Hilfsmittel der Mykologie und Mykopathologie aus ihrem
Schattendasein ins rechte Licht geriickt.

Die Beschiftigung mit mykologisch-serologischen Fragen wird aber da-
durch behindert, dafl es bis heute keine zusammenfassende Darstellung
dieses speziellen Gebiets gibt, so daB nur ein kleiner Kreis von Arzten und
Naturwissenschaftlern mit den Forschungsergebnissen vertraut ist.

Ausgehend von eigenen experimentellen Untersuchungen iiber die myko-
logische Serodiagnostik ist diese Schrift entstanden. Vor ihrer Abfassung bot
sich Gelegenheit, im Rahmen einer ausgedehnten Studienreise als Stipendiat
der Weltgesundheitsorganisation nicht nur die in Nordamerika geiibten Ar-
beitsmethoden kennenzulernen, sondern auch den gesamten Fragenkomplex
mit den dort tétigen Spezialisten eingehend zu erdrtern. Natiirlich ist es
heute noch nicht moglich, diemykologische Serodiagnostik als einabgeschlos-
senes Wissensgebiet zu behandeln. Aber ein Uberblick iiber den augenblick-
lichen Stand wird dem Interessierten nicht nur unnétige Arbeit ersparen
helfen, sondern ihm vielleicht auch manchen neuen Ausblick in ein noch
wenig erschlossenes Arbeitsfeld eréffnen. Der Systematiker wird im sero-
logischen Verhalten der Pilze manche Antwort auf bisher noch ungeklirte
oder strittige Fragen erhalten. Und dem Arzt soll die Moglichkeit gegeben
werden, sich rasch iiber die Bedeutung serologischer Befunde zu orientieren.
Dem dient die vorliegende Schrift, in der durch zahlreiche Abbildungen ver-
sucht wird, dem mit der Materie nicht villig Vertrauten die verschiedenen
serologischen Phinomene anschaulich zu machen. Besonderer Wert wurde
auf ein ausfiihrliches Schrifttumsverzeichnis gelegt.



Vorwort VII

Dem Thema entsprechend wendet sich die Darstellung an einen weiten
Kreis von Interessenten, insbesondere natiirlich an Mykologen und Bo-
taniker, nicht weniger aber auch an Arzte und Tierdrzte sowie Epidemio-
logen und Hygieniker, die sich im Laboratorium, am Krankenbett, in der
Praxis oder in der freien Natur mit den Pilzen, ihren Wirkungen auf den
lebenden Organismus und dessen immunbiologischen Reaktionen ausein-
anderzusetzen haben.

Zur Erleichterung der Ubersicht ist der Inhalt so geordnet, daf nach ein-
fithrenden Bemerkungen iiber die Problematik und die Grundlagen der Pilz-
serologie in drei Hauptteilen das Methodische, die rein mykologisch-sero-
logischen Belange und die klinischen Probleme der mykologischen Sero-
diagnostik jeweils zusammenhingend abgehandelt werden. Wenn durch diese
Aufteilung des Stoffes auch einzelne Uberschneidungen unvermeidbar wur-
den, so hat sie doch den Vorteil, daf3 sich der Leser rasch iiber ein in sich
abgeschlossen dargestelltes Gebiet orientieren kann.

Mein Dank fur vielfaltige Hilfe, wohlmeinende Kritik und freundschaft-
lichen Rat gilt zahlreichen Fachkollegen im In- und Ausland, insbesondere
Frau Dr. Rh. Benham, New York, Ch. Campbell, Washington, D. C.,
Dr. L. Friedmann, New Orleans sowie den Herren Dr. Ch. Emmons und
Dr. Howell, Bethesda, Md., Dr. N. F. Conant, Durham, N. C., Dr. D.
T. Smith, Durham, N. C.,, Dr. L. Ajello, und Dr. L. Georg, Atlanta, Dr.
Ch.Smith, Berkeley, Dr. E. E. Evans, Birmingham, Alab., Dr.S.Salvin,
New York, und Dr. Ribi, Hamilton, Mont.

Dem Innenministerium der Deutschen Bundesrepublik und der Welt-
gesundheitsorganisation bin ich zu Dank verpflichtet fiir die mir gebotene
Gelegenheit, den Stand der mykologischen Serodiagnostik in Nordamerika
kennenzulernen.

Den Herausgebern dieser Schriftenreihe danke ich fiir das mir entgegen-
gebrachte Vertrauen, dem Verlag Johann Ambrosius Barth fir das gezeigte
Entgegenkommen und die ansprechende Ausstattung.

Bei der Durchfithrung der zahlreichen Arbeiten habe ich mich der un-
ermiidlichen und aufopfernden Hilfe von Friulein Friedel Sulzbacher er-
freut ; ihr herzlich zu danken, ist mir Bediirfnis.

Besonderer Dank gilt meinem Forderer, Herrn Prof. Dr. Dr. Eyer, dessen
Anregung und Ermutigung diese Monographie ihre experimentelle Unter-
mauerung verdankt.

Fir die Bereitstellung von Mitteln zur Fort- und Weiterfithrung der Unter-
suchungen auf verbreiterter Grundlage habe ich der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft ebenfalls zu danken.

Mége das Buch dem Leser ein niitzlicher Ratgeber und eine brauchbare
Hilfe sein.

Bonn, Juli 1957 H. P. R. SEELIGER
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I. Einfiihrung

Die Pilzkrankheiten des Menschen sind seit ihrer Entdeckung eine fast
ausschlieBliche Doméne der Dermatologie und Tropenmedizin. Obwohl Vir-
chow (%84) schon vor iiber hundert Jahren den Begriff der Mykose gepréagt
hat und zahlreiche grundlegende Untersuchungen auf Pathologen und Kli-
niker zuriickgehen, hat sich die medizinische Mikrobiologie erst relativ spit
mit den Pilzen befaBt. Die ersten, eingehend beschriebenen Infektions-
erreger waren Pilze und wurden von Klinikern entdeckt. Die Entwicklung
der medizinischen Mykologie geht deshalb von der Klinik aus. Franzosische
Forscher haben hieran einen hervorragenden Anteil, und das Anfang dieses
Jahrhunderts erschienene Werk von Sabouraud hat noch nichts von seiner
Bedeutung eingebiit (37). In Deutschland wurde die medizinische Myko-
logie durch das Wirken von H. C. Plaut und O. Griitz begriindet, denen
nicht nur umfassende Darstellungen iiber die pathogenen Pilze und die Pilz-
krankheiten, sondern auch die Entwicklung der heute noch bevorzugten
Ziichtungsmethoden unter Verwendung von Nihrboden aus einheimischen
Bestandteilen zu verdanken sind (174, 175, 176),

Nun mehren sich aber schon seit geraumer Zeit, zunichst in Nordamerika,
neuerdings auch in Siidamerika und Afrika, Berichte iiber generalisierte Pilz-
infektionen bei Mensch und Tier sowie iiber isolierte Organmykosen (337 446 u-2.),
Beide bereiten —im Gegensatz zu den Verpilzungen der Haut und ihrer An-
hangsgebilde — hinsichtlich ihrer Erkennung und Abgrenzung von klinisch
dhnlich verlaufenden Prozessen nicht unbetrichtliche Schwierigkeiten.

Das fithrte zwangsldufig dazu, die sich abzeichnenden Fragen auch von
der immunbiologisch-serologischen Seite her anzugehen.

Wer sich mit der Immunbiologie von Pilzinfektionen beschéftigt und da-
bei von den Dermatomykosen absieht, wird im deutschen Schrifttum nur
wenige Hinweise finden, die als Richtlinien fiir die einzuschlagende Technik
und Methodik dienen kénnten. Noch weniger wird er iiber die Antigenstruk-
tur der pathogenen wie apathogenen Pilze erfahren. Demgegeniiber finden
sich im anglo-amerikanischen Schrifttum zahlreiche einschligige Beitrige,
denen sich erst in jiingster Zeit Arbeiten aus dem deutschen Sprachraum
hinzugesellt haben.

Es war fiir alle Untersucher naheliegend, Erfahrungen aus anderen Ge-
bieten der medizinischen Mikrobiologie und Serologie heranzuziehen und ihre
Eignung auch bei Antigen-Antikérper-Reaktionen von Pilzen zu erproben
mit dem Ziel, Néheres iiber den Antigenaufbau und damit auch iiber mégliche
phylogenetische Zusammenhiinge zu erfahren. Dariiber hinaus konnten die
im Modellversuch gesammelten Erfahrungen nutzbringend beim Nachweis
humoraler Antikérper gegen Pilze bei Mensch und Tier ausgewertet werden.

1 Hygiene und Epidemiologie, Heft 11, Seeliger
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Zahlreiche, oft enttiuschende Versuche waren notig, um zunichst einen
Einblick in die Materie und die besonders gelagerten Verhiltnisse zu ge-
winnen, die sich in mancher Hinsicht von den Gegebenheiten der Bakterio-
logie unterscheiden. SchlieBlich gelang es aber doch, weitgehende Klarheit
iiber die anzuwendende Methodik, deren Moglichkeiten, Grenzen und Fehler-
quellen zu erhalten.

Die Zukunft wird lehren miissen, wo und in welchem Umfang die Erfah-
rungen einer so groBen Zahl von Untersuchern noch ausbaufihig sind. Schon
jetzt darf festgestellt werden, daB wirkliche Bereicherungen unseres Wissens
auf dem Gebiet der mykologischen Serodiagnostik nur dann erwartet wer-
den kénnen, wenn — in noch groBerem Umfange als bisher —konsequent die
Antigenstruktur der Pilze weiter erforscht wird und sorgfiltig geplante Un-
tersuchungen an einschlidgigem Krankengut vorgenommen werden —in aus-
gewogener Zusammenarbeit zwischen Klinik und Laboratorium.

Die zusammengestellten Ergebnisse werden daher nichts AbschlieBendes
bringen; sie sind vielmehr ein Anfang, ein zuniichst tastender, dann aber
immer sichererer Schritt in ein Forschungsgebiet, dessen ganze Bedeutung
sich erst in den letzten Jahren erschlossen hat. Was nachfolgend mitgeteilt
wird, wurde teilweise mit einfachsten Mitteln und nur ausnahmsweise mit
einem beachtlichen Einsatz moderner Laboratoriumsmethoden erreicht. Es
soll als Grundlage fiir kiinftige Arbeiten dienen und vielleicht auch einige
Anregungen fiir das Studium der von Bloch (3. 3. 36) zuerst bearbeiteten
Immunbiologie der Mykosen vermitteln.

Es war schon davon die Rede, daB} zur Zeit die generalisierten Pilzerkran-
kungen des Menschen im Blickpunkt klinischer und mikrobiologischer For-
schung stehen; zum Teil ist dies eine direkte Folge der allgemeinen Verbes-
serung der diagnostischen Methoden und Moglichkeiten. Hierdurch gelingt
die Erkennung mykotischer Prozesse heute leichter als frither. Zum Teil ist
diese Entwicklung aber auch bedingt durch unerfreuliche Erfahrungen bei
der Chemotherapie bakterieller Infektionskrankheiten. Denn es ist erwiesen,
daB3 die Behandlung mit antibiotischen Mitteln — vor allem, wenn sie in
hohen Dosen iiber lingere Zeitrdume hinweg verabfolgt werden — gelegent-
lich zu erheblichen Verschiebungen des biologischen Gleichgewichts an den
normalerweise mit Bakterien und Pilzen besiedelten Stellen des Korpers
fithrt. Durch die oft weitgehende Ausschaltung der das Pilzwachstum hem-
menden Bakterienflora finden saprophytére und opportunistisch-pathogene
Pilze Gelegenheit zum Wuchern und koénnen unter bestimmten Voraus-
setzungen in das Gewebe eindringen. Man muf} sich allerdings davor hiiten,
die pathogenetische Bedeutung von Pilzen zu iiberschitzen; denn die Er-
fahrung lehrt, daf} sich die Verhéltnisse in der Regel rasch normalisieren,
wenn die antibakteriellen Mittel abgesetzt werden. Es besteht bisher auch
kein sicherer Beweis dafiir, daf3 einzelne antibiotische Substanzen direkt das
Wachstum von Pilzen zu stimulieren vermégen, wodurch natiirlich eine
zusitzliche Gefihrdung — vor allem des in seiner Resistenz geminderten Or-
ganismus — entstehen wiirde.

Wenn auch die Diskussion iiber die zuletzt angeschnittenen Fragen noch
im Fluf} ist und vor allzu einseitigen Beurteilungen mit Recht gewarnt wird,
so sehen sich Kliniker und Mikrobiologen immer héiufiger vor mykologische
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Probleme gestellt, denen oft genug unzureichende diagnostische Moglich-
keiten und mangelnde Erfahrung gegeniiberstehen.

Eine der Hauptschwierigkeiten beim Studium der Pilze liegt im Formen-
reichtum und der Vielzahl der Arten (iiber 5000 Genera und mehr als 80000
benannte Arten!) begriindet. Die Verwirrung in der Namensgebung und
Systematik — fiir manche Arten sind mehr als 100 verschiedene Bezeich-
nungen bekannt —macht selbst dem mit der Materie Vertrauten das Studium
schwer. Wenn auch die pathogenen Pilze einer relativ kleinen Zahl von
Familien und Geschlechtern im Sinne der mykologisch-botanischen Taxono-
mie zugeordnet werden konnen, gibt es innerhalb dieser Gruppen oft zahl-
reiche Arten, Abarten und Varianten, so daf} fiir human- und veterinir-
medizinische Belange einige hundert Pilzarten in Betracht kommen (1.0
64,79, 174, 241, 246, 308, 336, 337, 378, 428, 515 W.a.),

Thre Erkennung und Abgrenzung von éhnlichen bzw. verwandten Arten
mit und ohne humanmedizinische Bedeutung wird durch spezielle Unter-
suchungsmethoden ermdglicht, die auller der Priifung des morphologischen,
kulturellen und physiologisch-biochemischen Verhaltens die zeitraubende
Beobachtung sexueller Vorginge erforderlich machen. Deshalb miissen die
Untersuchungen vielfach iiber mehrere Monate hinweg ausgedehnt werden,
ehe eine Art- oder Typdiagnose mit hinreichender Sicherheit gestellt werden
kann.

Die von Sabouraud (*®8) eingefithrte und bei uns vor allem von Griitz (17)
ermoglichte Standardisierung von Pilznihrboden hat entscheidend zur Er-
zielung vergleichbarer Ergebnisse beigetragen. Hinzu kamen laufende Ver-
besserungen der Darstellungsmoglichkeiten, durch die nicht nur das Auf-
finden von Pilzelementen im Gewebe wesentlich erleichtert wurde, sondern
auch genaue Vorstellungen von der Innenstruktur der Pilze und den mor-
phologisch erfaibaren Lebensvorgingen gewonnen werden konnten. Durch
Einschaltung biochemischer Testverfahren (Gér- und Assimilationsproben
usw.) wurde die Methodik weiter verfeinert und bei den pathogenen Pilzen
durch biologische Versuche am Tier und den Nachweis von Antikorpern er-
ganzt.

Der durch die Pilzinfektion gesetzte antigene Reiz wird vom Korper nach
verschieden langem Zeitintervall immunbiologisch beantwortet. Dies duBert
sich in der Entstehung einer Uberempfindlichkeit gegen bestimmte Bestand-
teile der komplexen Pilzantigene. Die hierfur verantwortlichen allergischen
Vorginge sind bei zahlreichen oberflichlichen, tiefen und generalisierten
Mykosen bereits gut durchforscht. Die Umstimmung des Wirtsorganismus
wird im Intrakutantest geprift, ein Verfahren, das breiteste klinische An-
wendung gefunden hat. Die erforderlichen Testsubstanzen — wie Tricho-
phytin, Oidiomycin, Histoplasmin, Blastomycin u.a. — sind zum Teil im
Handel erhiltlich und soweit standardisiert, daf} die Ergebnisse konstant
und damit vergleichbar sind. Die Erforschung dieses Gebiets ist untrenn-
bar mit den Arbeiten Bruno Blochs verkniipft (34 35, 36),

Was demgegeniiber die mykologische Serodiagnostik betrifft, so fallt auf,
daB sie sowohl bei der Artendifferenzierung der Pilze als auch bei der Dia-
gnostik der Mykosen nur zégernd verwandt wird und als Routineverfahren
in Europa bis heute keinen Eingang gefunden hat. Selbst in neueren euro-

1*
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paischen Standardwerken wird sie nicht oder nur andeutungsweise bertick-
sichtigt.

Diese Tatsache ist insofern iiberraschend, als der Wert serologischer Verfahren in
anderen Bereichen der Mikrobiologie seit Entdeckung der Antigen-Antikorper-Realk-
tion durch Gruber und Widal sowie der Entwicklung der Prizipitations- und Kom-
plementbindungsreaktionen generell anerkannt ist. Ohne die serologischen Hilfsmittel
sind wichtige Teilgebiete mikrobieller Forschung heute nicht mehr denkbar. Und bei
der Diagnostik von Infektionskrankheiten, beim Studium immunbiologischer Fragen
sowie bei der Klirung epidemiologischer und epizootologischer Zusammenhinge haben
die indirekten serologischen Nachweismethoden betrichtliche Bedeutung erlangt und
sich —im Ganzen gesehen — bewihrt.

Natiirlich hat es nicht an zahlreichen Versuchen gefehlt, serologische Ver-
fahren in der Mykologie anzuwenden. Botaniker, Chemiker, Kliniker und
Mikrobiologen haben unter den verschiedensten Gesichtspunkten Fragen
der humoralen Antikérperbildung gegen Pilze bearbeitet, besonders inten-
siv zunéchst im ersten Jahrzehnt dieses Jahrhunderts. So wurde versucht,
ober- und untergéirige Hefen, Bier-, Wein- und Getreidehefen serologisch
gegeneinander abzugrenzen (%0, 186, 254,280, 409, 410 u.a.) = apalog zum Vor-
gehen der Botaniker, die die eben entwickelte Prizipitationsreaktion zum
Studium der Verwandtschaftsbeziehungen bei Getreidearten, Leguminosen,
Grasern und hoheren Pilzen benutzten (27: 157, 234, 277, 278, 373 W.a.),

In den folgenden Jahrzehnten wurden immer wieder mykologische Frage-
stellungen mit serologischen Mitteln angegangen, aber praktisch nie konse-
quent verfolgt. Die Ergebnisse finden sich in der Weltliteratur weit verstreut
und betreffen hauptsichlich Seroreaktionen gegen die Erreger der Aktino-
mykose, der Dermatomykosen verschiedenster Atiologie, der Blastomykosen
im weitesten Sinne, der Sporotrichose usw. Nur vereinzelt wurden sero-
logische Verfahren zur Klirung systematischer Probleme benutzt. Die Be-
funde selbst sind insgesamt keineswegs einheitlich, oft sogar widersprechend.
Sie haben im Handbuch der Haut- und Geschlechtskrankheiten von Ja -
dassohn und Mitarbeitern (1928) sowie teilweise auch im Handbuch der
pathogenen Mikroorganismen von Kolle, Kraus und Uhlenhuth (1927)
von berufener Seite ihre erste zusammenfassende Darstellung und Kritik
erfahren (8, 36, 49, 55, 174, 175, 255).

Von wenigen Ausnahmen abgesehen, wurde die Serologie ,.als ein nur
wenig brauchbares Hilfsmittel der medizinischen Mykologie beurteilt. So
schrieben noch 1928 Buschke und Josef: ,,Jedenfalls haben die Immuni-
titsreaktionen bei der Soorinfektion nur biologisches Interesse und keine
praktische Bedeutung®, eine Stellungnahme, der man auch in neuesten Be-
richten nicht selten begegnet (79 509).

LaBt sich dies fiir alle Mykosen verallgemeinern, oder hat diese zweifel-
los begriindete Feststellung nur Berechtigung fiir die oberflichlichen Pilz-
infektionen?

Im letzteren Falle wird man in Analogie zu anderen oberflichlichen In-
fektionen kaum eine Beteiligung des fiir die Antikorperbildung maBgeben-
den retikuloendothelialen Systems erwarten kénnen. Auf jeden Fall haben
serodiagnostische Methoden zur Erkennung von Mykosen in der Dermato-
lqgie bisher keine oder eine nur sehr untergeordnete Rolle gespielt, wohl
hingegen die diagnostisch besser brauchbarer Hautreaktionen.
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Durch die Arbeiten amerikanischer Autoren - insbesondere durch Hen-
rici (42%), Benham (22 23), Martin und Mitarbeiter (25> 2%), Conant und
Mitarbeiter (76 7?), Howell (198 199) Salvin (3%0-3%4), Neill c. s. (823=227),
Evans c.s. (217129) Campbell (3-%1) u. a. — hat sich jedoch in den
letzten 25 Jahren eine Reihe neuer Gesichtspunkte ergeben, die nicht nur zu
einer Wiederbelebung der mykologischen Serodiagnostik gefithrt haben, son-
dern auch manche, frither wenig geiibte Routinemethoden zum Tragen
brachten. Hierdurch wurde fiir eine ganze Anzahl von Pilzinfektionen, die
sich vorzugsweise in der Tiefe abspielen, die schon 1928 von Griitz ver-
tretene Auffassung bekriftigt, wonach serologischen Untersuchungen bei
Sporotrichosen und verwandten Krankheiten eine gewisse diagnostische Be-
deutung zuerkannt wurde. Dem entsprechen auch die Befunde Nord éns(340).

Die kaum mehr iibersehbare Zahl von Einzelberichten darf aber nicht
dariiber hinwegtiuschen, daf} einheitliche Richtlinien fiir die Bewertung sero-
logischer Reaktionen bei Pilzinfektionen moch keineswegs bestehen, dall die
Immunbiologie vieler Mykosen, z.B. der Maduromykosen und ahnlicher Pro-
zesse, noch weitgehend unerforscht ist, daB serodiagnostische Methoden vm Sinne
der Gruber- Reaktion praktisch keine Anwendung finden, und schlieBlich, daf
nach wie vor zahlreiche Widerspriiche auch in der neuen Fachliteratur un-
geklart sind.

Dies geht auch klar aus dem bisher einzigen Sammelreferat zu diesem
Thema von Kligman und De Lamater (32%) hervor, das sich auf nicht
weniger als 199 Veroffentlichungen neueren Datums stiitzt, aber metho-
dische- Gesichtspunkte, die bei der Gegeniiberstellung divergierender Be-
funde und Meinungen in Rechnung zu stellen wiiren, nur andeutungsweise
beriicksichtigt: die Durchfiihrung mykologisch-serologischer Untersuchungen
erfolgte unter Anwendung verschiedenartigster Testverfahren, hiufig ohne aus-
reichende Standardisierung der Methodik, meist mit heterogenem Ausgangs-
material von Stimmen und Seren und leider nicht immer unter Beachtung un-
erldfplicher technischer wie theoretischer Voraussetzungen, die fiir jede Art von
Serodiagnostik erforderlich sind. Nur so erkliren sich auch einzelne zuriick-
haltende bis skeptische AuBerungen in der neueren einheimischen Fach-
literatur an Hand von Einzelbeobachtungen bei Mykosen, deren Sero-
diagnostik anderenorts bereits Selbstverstindlichkeit geworden ist. — Be-
riicksichtigt man ferner, daf serologische Untersuchungen mit Pilzen und
Pilzantigenen oft erheblich schwieriger sind als dhnliche Teste mit Bakterien,
wird die vielfach mangelnde Ubereinstimmung von Untersuchungsergebnissen
verstindlich. Dazu kommt bei der Beurteilung derartiger Reaktionen in der
Praxis die Abhingigkeit von der mehr oder weniger zufilligen Zusammen-
setzung des Krankenguts. Wie schon bemerkt, ist auch kaum zu erwarten,
daB die humorale Antikérperbildung bei oberflichlichen oder nur kurz
dauernden Erkrankungen etwa in gleicher Weise verliuft wie bei tiefen,
chronisch-protrahierten und disseminierten Mykosen, die sich teilweise
direkt im Retikuloendothel abspielen. Dariiber hinaus muB damit gerechnet
werden, daB die verschiedenen in Frage kommenden Pilzarten selbst in
unterschiedlicher Weise befihigt sind, den Organismus zur Bildung homo-
loger Antikérper anzuregen. Und schlieBlich darf nicht iibersehen werden,

daB das Reaktionsvermégen des Organismus individuellen Schwankungen
unterliegt.
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Die meisten Untersucher haben sich — von wenigen Ausnahmen ab-
gesehen — dem serologischen Studium nur weniger Pilzarten zugewandt und
daher einen entsprechend kleinen Sektor durchgearbeitet. Was dabei oft
an Tiefe erarbeitet wurde, ging an Breite verloren. Die Aufklirung der An-
tigenstruktur eines Pilzes, z. B. des Soorpilzes, hat fiir praktische Zwecke nur
dann Belang, wenn die antigenen Beziehungen zu anderen Pilzen desselben
Gienus, aber auch vieler anderer Genera ebenfalls ermittelt werden. — Bei
der jeweils verschiedenen Methodik ist leider ein direkter Vergleich der
Ergebnisse mehrerer Forschergruppen nur in Einzelfillen moglich. Die Ar-
beiten von Benham, Martin, Conant und Mitarbeitern haben hier einen
gewissen Wandel angebahnt.

In Deutschland wurden im Verlauf der letzten 20 Jahre nur von wenigen
Autoren serologische Pilzuntersuchungen vorgenommen, z. B. von Lentze
und Mitarbeitern an Aktinomyzeten (187, 248-251, 427) ' yon Kaufmann an
Cryptokokken (218), von Hoffmeister c. s. an SproB3pilzen (1%°) sowie von
Janke an Soorpilzen und anderen Erregern (2°7). Eine Gesamtdarstellung
des Fragenkomplexes existiert — auller den Referaten von Richter (37%)
und Mohr (3%8), in denen die Serologie nur als Teilgebiet behandelt wird —
bisher ebensowenig wie Laboratorien, die sich in gréerem Ausmal} dieser
Aufgabe widmen.

Angesichts dieser allgemeinen Situation in der medizinischen Mykologie,
die durch eine Zunahme mykologischer Fragestellungen in anderen Fachrich-
tungen als der Dermatologie gekennzeichnet ist, unternahm der Verfasser (416)
einschligige Untersuchungen auf moglichst breiter Basis. Sie sollten — un-
geachtet der schon vorliegenden Berichte — iiber folgende Fragen Aufschluf3
geben:

1. Inwieweit und unter welchen Voraussetzungen werden im Modellversuch
humorale Antikérper gegen Pilze gebildet?

2. Sind die Reaktionen spezifisch und wo liegt die Grenze der Spezifitiit?

3. Hignen sich serologische Methoden zur Erkennung, zur Art- und Typen-
bestimmung von Pilzen?

4. Welche Verfahren verdienen den Vorzug?

5. Sind Seroreaktionen in der Praxis zur Diagnostik und Beurteilung be-
stimmter Pilzinfektionen brauchbar?

Alle diese Fragen konnten klar beantwortet werden. Es ist jedoch nicht
beabsichtigt, im folgenden lediglich auf diese seit mehreren Jahren geiibten
Untersuchungen Bezug zu nehmen; vielmehr sollen die Ergebnisse einen
Uberblick iiber den derzeitigen Stand der mykologischen Serodiagnostik iiber-
haupt vermitteln. Die eigenen Befunde werden daher, an die Resultate
friiherer Untersucher ankniipfend, in vielen Punkten durch neuere Ergeb-
nisse erginzt und erweitert abgehandelt werden.



II. Grundlagen der Methodik

Die Anwendung serologischer Verfahren in der Mykologie setzt die Beherr-
schung der methodischen Grundlagen voraus, iiber die neuere Lehrbiicher
umfassend Aufschluf3 geben (216- 366). Alle Untersucher, die sich mit mykolo-
gischer Serodiagnostik niher befaliten, sind sich dariiber einig, dal3 die Aus-
wahl geeigneter Testmethoden umfangreiche orientierende Versuche erfordert,
von denen einige, fiir den Untersuchungsgang grundsitzlich wichtige, ebenso
beschrieben werden sollen wie die Uberlegungen, die ihnen zugrunde liegen.

UnerliBliche Vorbedingung fiir die Entwicklung und Anwendung ge-
eigneter Testverfahren im Modellversuch wie in der Routine ist die Gewinnung
stabiler Antigene und hochwertiger Immunseren fiir analytische und ver-
gleichende Untersuchungen. Antigenherstellung und Immunserumgewin-
nung erginzen sich beim experimentellen Versuch gegenseitig; denn Wert
und Brauchbarkeit eines Antigens werden erst melBbar, wenn ein ent-
sprechendes Antiserum zur Verfiigung steht.

Vorversuche tiber die Brauchbarkeit bestimmiter Ndihrbéden konnen bei
dem heutigen Stand der Kenntnisse auf ein Mindestmaf} beschriankt werden.
In der Regel erfiillen die in der Mykologie iiblichen Substrate alle Anfor-
derungen zur Gewinnung brauchbarer Antigene. Gewisse Schwierigkeiten
konnen sich einstellen, wenn aus bestimmten Griinden blut- oder serum-
haltige Medien zur Antigenbereitung benutzt werden, da auch trotz mehr-
maligen Waschens der Abschwemmungen noch ndhrbodeneigene Eiweile
zurilickbleiben konnen, die bei intravenoser Injektion derartiger Antigen-
suspensionen die Bildung auch anderer als gegen die Pilze gerichteter Anti-
korper zur Folge haben. Grundsiitzlich zu empfehlen ist die Verwendung
halb- oder vollsynthetischer Substrate, deren Zusammensetzung weitgehend
konstant gehalten werden kann. Dies gilt besonders fiir die Antigengewin-
nung von Pilzarten, die hinsichtlich der Nahrbodenzusammensetzung er-
hohte Anspriiche stellen. Ein solches Medium wurde von Salvin (381) an-
gegeben und hat sich in einer Modifikation (3%) vorziiglich bewihrt.

Es hat folgende Zusammensetzung:

Difco casamino acids (technical) 10,0 g
Dextrose 3,0g
NaCl 25¢g
Cysteinhydrochlorid 0,5¢g
KCl1 25¢g
Na,HPO, (wasserfrei) 40¢g
Hefeextrakt-Dialysat 30¢g

I1f e?:stellung: Die Substanzen werden in der angegebenen Reihenfolge in 1000 ml
destillierten Wassers gelést und auf ein Py von 7—1,2 eingestellt. Sterilisation 20 Minuten
im Autoklaven bei 1,1 atii.
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An Stelle des Hefeextrakt-Dialysats wurde in einem édhnlichen Medium Salvins
Biotin verwandt (20 microgr/l Substrat) (3%7).

Die Ziichtungsmethodik wird von der jeweiligen Pilzart bestimmt: bei den
meisten Sprofpilzen geniigt eine Bebriitungsdauer von 2-6 Tagen, bei den
Strahlenpilzen (Streptomyzeten und Nocardien) von 10-20 Tagen und bei
den Hyphomyzeten eine solche von 10-30 Tagen, um ausreichendes Wachs-
tum bzw. reichlich Sporen oder Conidien fir die Antigengewinnung zu er-
halten. Die Verwendung iiberalteter Kulturen ist tunlichst zu vermeiden,
da infolge autolytischer Prozesse der Antigengehalt in dem Pilzmaterial
herabgesetzt sein kann. Als Faustregel kann gelten, dal die Kultur mit
Erreichen des maximalen Wachstums und ihrer typischen Merkmale zur
Antigenherstellung brauchbar ist. Dies gilt jedoch nicht, wenn man sich
losliche Reaktionsprodukte, beispielsweise fir Intrakutanteste, herstellen
will. Hierbei kommt es gerade darauf an, da moglichst viel reaktionsfahige
Pilzbestandteile in Ldsung gehen. Deshalb werden hierzu die Bebriitungs-
zeiten in der Regel auf 2-6 Monate ausgedehnt, und an Stelle der vielfach
benutzten festen Néhrboden treten fliisssige Substrate.

Bei den langen Bebriitungszeiten machen sich sekundére Verunreinigun-
gen durch Bakterien und Pilze gelegentlich stérend bemerkbar. Dies ist nur
durch peinlich sauberes Arbeiten, durch dichte, aber trotzdem luftdurch-
lassige Verschliisse und durch gleichzeitige Beimpfung mehrerer Kultur-
gefifle mit demselben Stamm zu vermeiden.

Deshalb wird man die Antigene nur in Ausnahmefiillen in den leicht zu verunreini-
genden Petri- oder Drigalskischalen herstellen. Bei kleinen Mengen ist die Ziichtung in
Kulturrohrechen, sonst in Kolleschalen oder in Erlenmeyerkolben ratsam. Zum Ver-
schlull benutze man Wattestopfen, die in Sublimatlésung getaucht wurden, um so ein
Einwandern von Milben zu verhindern. Dariiber werden mit Hilfe eines dicht schlie3en-
den Gummiringes Pergamentpapierhiillen gebracht, die sich als zusitzlicher Schutz
gegen Luftverunreinigungen gut bewihrt haben.

Die Dauer der Bebriitung héngt u.a. von der Wahl der optimalen Wachs-
tumstemperatur ab. Diese ist von Fall zu Fall zu ermitteln, indem die zur
Antigenherstellung verwandten Stamme parallel bei 20-24 °C, bei 30-32 °C
und bei 37 °C geziichtet werden.

Einige Pilzarten zeigen einen ausgeprigten Dimorphismus (vgl. Abb.1-8),
der weitgehend von der Ziichtungstemperatur, aber auch von der Nihrboden-
zusammensetzung und den herrschenden Feuchtigkeitsverhiltnissen be-
einfluft wird (383 u-2), [Zusammenfassung siehe bei Scherr und Wea-
ver (49%)]. Bei niederen Temperaturen zwischen 22 und 30 °C kommt es vor-
wiegend zur Ausbildung der saprophytiren Wuchsform mit einem kriftig
entwickelten Luftmyzel, bei 37 °C dagegen zur parasitiren Phase mit hefe-
dhnlichem Wachstum. Diesem Umstand ist bei der Antigenherstellung be-
stimmter Pilze — wie Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Blastomyces (Paracoccidioides) brasiliensis, Sporotrichum schenckii und ein-
zelnen Dematium-Arten — Rechnung zu tragen. Die Hefephasen solcher
Pilze sind als Antigen viel besser zu handhaben als die Myzelphasen, ganz
abgesehen davon, dal der Umgang mit letzteren mit groBerer Gefahr ver-
bur.lden ist. Im. iibrigen bestehen, soweit man bis heute wei}, keine sero-
loglsch nachweisbaren Unterschiede zwischen den beiden Phasen. — Vielfach
wird deshalb zunichst die Umziichtung der in der Myzelphase vorliegenden
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Kulturen in die Hefephase notwendig. Dabei leisten cystinhaltige Néihr-
béden mit Blutzusatz, z. B. der Francis-Agar (57), aber .auch gewdohnlicher
Blutagar und Hirn-Herz-Bouillon-Agar gute Dienste. Fir Blastomyces dﬂer-
matitidis, Blastomyces brasiliensis und bestimmte Pullulc})m-Art?n geniigt
einfacher Fleischwasser-Pepton-Agar, sofern nur bei 37 °C bebriitet wird.

1 2
3 4
5 6
| 8

Abb. 1-8. Dimorphismus von Pilzen

1. Myzelphase, — 2. Hefephase von Histoplasma capsulatum

3. Myzelphase, — 4. Hefephase von Pullularia pullulans

5. Myzelphase, — 6. Hefephase von Blastomyces dermatitidis

7. Myzelphase, — 8. Hefephase von B. dermatitidis im mikroskopischen Priiparat

Die Kulturréhrchen werden zur Vermeidung von Austrocknung am besten
mit Gummi- oder Korkstopfen verschlossen. In der Regel erhilt man in
wenigen Passagen —im Abstand von fiinf Tagen durchgefiihrt — gut suspen-
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dierbare Hefephasen. Bei einzelnen, besonders schwer umziichtbaren Kul-
turen kommt man rascher und sicherer zum Ziel, wenn man zunéchst eine
Tierpassage einschaltet (intraperitoneale Infektion der weillen Maus und
anschlieBende Riickisolierung aus der Milz). Bei Coccidioides immitis 1Bt
sich die parasitire Phase (Sphérulen) noch nicht sicher in vitro ziichten
[vgl. aber (265)]. Man wihlt hierbei den Umweg iiber infizierte Hiihner-
embryonen (2%6), kommt damit aber nicht immer zum Ziel. — Die Mehrzahl
der pathogenen Hyphomyzeten — einschlieBlich aller Dermatomyzeten —
1dBt sich iiberhaupt nicht in ein hefedhnliches Stadium tiberfiihren.

Im allgemeinen kommen nur aerobe Kulturverfahren zur Anwendung, be-
dingt durch das ausgesprochene Sauerstoftbediirfnis vieler Pilze. Anaerobe
Ziichtungsmethoden, z.B. Fortner-Verfahren, Ziichtung im Anaerobier-
gefill nach Zeissler oder Brewer oder in Thioglykollatbouillon nach Bre-
wer, sind nur zur Antigengewinnung von strikt anaerob wachsenden Ac-
tinomyces-Arten, insbesondere A. israeli, erforderlich.

Wesentlich gesteigerte Antigenausbeute und verkiirzte Bebriitungszeiten
sind bei den aerob wachsenden Arten durch stindige Bewegung der Kultur
und entsprechend verstirkte Beliiftung in modernen Schiittelapparaturen zu
erzielen. Salvin (°%%) hat diese Methode auch erfolgreich zur Ziichtung von
Hefephasen im fliissigen Substrat angewandt.

Zur kiinstlichen Immunisierung von Kaninchen, die sich zur Antiserum-
gewinnung von Pilzen gut eignen, werden lebende oder abgetotete Auf-
schwemmungen benutzt. Bei apathogenen Arten kann man ohne weiteres
mit lebenden Antigenen arbeiten; bei pathogenen ist es ratsam, die Pilze
mit physikalischen oder chemischen Mitteln zunichst abzutoten, es sei denn,
daB aus bestimmten Griinden die Infektion der Versuchstiere angestrebt
wird. Da dies nur beschriankt moglich ist (vgl. S. 18), kommen in der Regel
zur Serumgewinnung abgetotete Antigene in Betracht. Diese miissen homo-
gen oder wenigstens annihernd homogen sein.

Zur Abtitung der Antigene empfiehlt sich eine einstiindige Erhitzung auf
80 °C mit nachtriglichem Zusatz von Phenolkochsalzlésung (Endkonzen-
tration 0,5%,) oder ein Zusatz von Formalin zur lebenden Kultur (End-
konzentration 0,3-0,5%,), gefolgt von zwei- bis dreitigiger Aufbewahrung
bei 37 °C.

Durch die Besonderheiten des Pilzwachstums ist aber die Homogenitiit der
Pilzsuspensionen hiufig in Frage gestellt.

Die hierfir maBgebenden Verhiltnisse seien an Hand einiger Beispiele
niher erldutert, die sich auf drei charakteristische Vertreter der fiir die
mykologische Serodiagnostik interessanten Pilze beziehen: Nocardia aste-
roides als Vertreter der aeroben Strahlenpilze, Candida albicans als Vertreter
der Sprofipilze und 7T'richophyton rubrum als typischer Hyphomyzet.

Die Ziichtung erfolge parallel auf 19,igem Dextrose-Pepton-Agar, Py 5,6, und auf
19iger Dextrose-Peptonbouillon, py 5,6, bei optimaler Bebriitungstemperatur, die
fiir N. asteroides und C. albicans bei 37 °C und fiir 7. rubrum bei 30 °C liegt. Die Be-
briitung der fliissigen Kulturen werde zuniichst ohne Schiittelapparat vorgenommen

Dabei zeigen die drei Arten eine unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeit: C. albi-
cans bildet in 2448 Stunden reichlich glatte Oberfliichenkolonien von butterweicher
Konsistenz und triiht die Bouillon gleichmiifig unter Bildung eines Bodensatzes. Die



