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Untersuchungen iiber die Bedeutung von Griseofulvin- und
Actidion-Resistenz als spezifisches Merkmal bei
keratinophilen Pilzen

CHRISTINA SCHONBORN

Griseofulvin und Actidion (Cycloheximid) gehdren zu den am lingsten bekannten
antifungisch wirksamen Antibiotika. Griseofulvin wurde bereits 1939 von Oxfrorp und
Mitarb. aus Penicillium urticae (Syn. P. griseo-fulvum) isoliert und 1946 von Brian und
Mitarb. als ,curling factor® in Kulturen von Penicillium nigricans (Syn. P. janczewskii)
festgestellt. 1947 gelang GrROVE u. McGowaN der Identititsbeweis beider Hemmstoffe.
Actidion fiel erstmals 1946 als Nebenprodukt des Streptomycins bei bestimmten Stimmen
von Streptomyces griseus an (WHIFFEN und Mitarb.). Spiter ermittelte man auch Strepto-
myces noursei als Actidion-Produzenten (HAzEN u. BROWN).

Die genannten Antibiotika unterscheiden sich grundlegend in ithrem Wirkungsspektrum
und damit auch in threr praktischen Anwendbarkeit. Wihrend Griseofulvin bereits in
geringsten Konzentrationen eine Wachstumshemmung bei Dermatophyten verursacht,
Schimmelpilze und Hefen jedoch unbeeinflufit liflt, unterdrickt im Gegensatz dazu
Actidion viele Schimmel- und Sprofipilze, ohne die Entwicklung der Hautpilze wesentlich
zu beeintrachtigen. Diese Erkenntnis ist das Ergebnis zahlreicher in vitro-Untersuchungen
(AYTOUN; BLANK u. ROTH; BRAUN u. STROHBACH; BRI1AN und Mitarb.; Duong-Hong-Mo
und Mitarb.; EscHEMANN; FUENTES und Mitarb.; GEMEINHARDT; GOTZ; KIELSTEIN; KOCH
u. KocH; KnoTH und Mitarb.; RIETH 1962, 1966; SCHICK u. ZAHARIEV; THURNER 1964;
VANBREUSEGHEM u. DE VROEY; VAUGHN u. HAMNER; WHIFFEN; u.a.).

Dank seinen giinstigen pharmakologischen Eigenschaften erlangte Griseofulvin fiir die
perorale Therapie der Dermatomykosen grofite Bedeutung. Demgegeniiber blieb der Ein-
satz von Actidion, abgesehen von vereinzelter klinischer Erprobung bei Cryptococcus
neoformans-Infektionen, auf das Gebiet der Labortechnik beschrinkt, wo es mit Vorteil
zur Selektivziichtung von Hautpilzen Verwendung findet.

LoerrLER machte auf die Moglichkeit aufmerksam, die unterschiedliche Hemmkraft
beider Antibiotika zur raschen Erkennung und Identifikation von Dermatophyten in vitro
zu nutzen. Eine Uberpriifung von 300 Pilzstimmen ergab, daf nur Hautpilze (mit Aus-
nahme von Trich. terrestre und Keratinomyces ajelloi) sowie einige Chrysosporium-Arten
gleichzeitig griseofulvinempfindlich und actidionresistent sind. Dadurch lassen sich diese
Mikroorganismen (als Pilze vom Dermatophyten-Typ zusammengefaflt) den anders reagie-
renden Myzeten vom Gymnoascaceae-, Schimmelpilz- und Botrytis-Typ gegeniiberstellen.

Wir versuchten, einen Uberblick iiber den Wert des empfohlenen Kombinationstestes
fiir die Taxonomie und Klassifikation von keratinophilen Mikropilzen aus dem Ver-
wandtschaftskreis der Dermatophyten zu gewinnen.

Eigene Untersuchungen
Zur Methodik

Die Mchrzahl der getesteten Pilze ziichteten wir mittels Keratin-Kéder (Mischung von Kinder-
und Frauenhaar) aus etwa 400 Bodenproben, die von Juni 1966 bis September 1967 im Stadtgebict
Leipzigs und der niheren Umgebung gesammelt worden waren. In einigen wenigen Fiillen handelte
es sich um Isolate von verschiedenen hautgesunden Tieren.
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Sobald die Pilzstimme in Reinkultur vorlagen, wurden sie im Wuchstest (DiTTMAR) bei Zimmer-
temperatur auf ihr Verhalten gegeniiber Griscofulvin und Actidion gepriift. Als Nihrmedium
dienten je 15 ml Griitzagar (40 g Malzpulver Fa. Liebe/Dresden; je 5 g NaCl, Mykopepton A und
Glyzerin; 20 g Agar; ad 1000 ml Leitungswasser; pg nach dem Autoklavieren 6,3) in Petrischalen
von 8 cm (). Durch Zugabe jeweils frisch hergestellter Antibiotika-Stammlésungen [Gricin® mikro-
fein (VEB Arzneimittelwerk Dresden), gelost in Dimethylformamid; Acti-dione (Upjohn Com-
pany, Kalamazoo, Michigan), gelost in 96 %igem Athylalkohol] wurden folgende Konzentrations-
abstufungen vorgenommen:

Griscofulvin: 1, 5, 50, 100, 200 wg/ml
Actidion: 100, 300, 500, 1000 ug/ml.

Jede Testreihe setzte sich aus der erforderlichen Anzahl griseofulvin- bzw. actidionhaltiger Plat-
ten und gemeinsamer hemmstofffreier Kontrollen zusammen. Um ecine vergleichbare Kolonie-
entwicklung zu gewiihrleisten, wurden die Testplatten zentral mit cinem Tropfchen dichter Pilz-
suspension in mindestens 2facher Parallele beimpft. Mit dem Zeitpunkt der Auswertung richteten
wir uns nach dem Wachstum der antibiotikafreien Kontrollen. Je nach Pilzart konnten die ab-
schlieffenden Koloniemessungen nach 2 bis 3 Wochen crfolgen.

Es wurde angestrebt, die verwendeten Testpilze auf Grund makromorphologischer, mikroskopi-
scher und physiologischer Merkmale (einschliefllich Vitaminabhingigkeit, Tierpathogenitit, Pig-
mentation, Wachstum bei 37° C, Ausbildung eciner perfekten Fruchtform, Fihigkeit zum Keratin-
abbau und zur Zelluloseverwertung) cindeutig zu differenzieren. Unter der Gesamtzahl von 182
Pilzstimmen befanden sich: Anixiopsis stercoraria (5), Arthroderma curreyi (2), Arthroderma
tuberculatum (6), Chrysosporium evolceanui (37), Chrysosporium keratinophilum (17), Chryso-
sporium pannorum (3), Chrysosporium tropicum (vgl. SCcHONBORN (1968) (2), Ctenomyces serratus
(5), Keratinomyces ajelloi (42), Microsporum fulvum (25), Microsporum gypseum (20), Pscudo-
arachniotus spec. (2), Sepedonium spec. (1), Trichophyton terrestre (15).

Ergebnisse

Die Testergebnisse sind in den Tabellen1 und 2 und der Abbildung1 zusammengefafit.

Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen

Gesamt- Anzahl der Stimme mit Entwicklungsmoglichkeit bei
Pilzart zahl der Actidionkonzentration Griscofulvinkonzentration
Test- (ug/ml) von (ug/ml) von
Stimme 100 300 500 1000 1 5 50 100 200

Anix. stercoraria 5 5 5 5 5 5 4 0 0 0
Arthr. curreyi 2 2 2 2 2 2 2 1 0 0
Arthr. tuberculatum 6 6 6 6 6 6 6 1 0 0
Chrys. evolceanui 37 37 31 30 30 31 23 4 0 0
Chrys. keratino- 17 17 17 17 17 16 5 0 0 0

philum
Chrys. pannorum 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1
Chrys. tropicum 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Crt. serratus 5 5 5 5 5 5 0 0 0 0
K. ajelloi 42 42 42 42 42 42 42 38 32 25
M. fulvum 25 25 25 25 24 25 21 1 0
M. gypseum 20 20 20 20 18 20 9 0 0 0
Pscudoarachniotus

spec. 2 2 2 2 2 2 1 0 0 0
Sepedonium spec. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Trich. terrestre 15 15 15 15 15 15 13 10 3 2
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Abb. 1: Relatives Pilzwachstum unter Einfluf} von 500 ug/ml Griseofulvin

(ungehemmte Vergleichskolonie = 100 %)

Ct.serratus

K. ajelloi

M. fulvum

M. gypseum

Pseudoarachni-

otus spec.

Sepedonium spec.

Trich. terrestre

Pilzart KoloniegréBe (%) = Actidion Relation zwischen
[ = Griseo- KoloniegroBe bei
fulvin
5ug/ml 500 ug/ml
50 100 | Gris. Act.
[} d || 1 1 1 1 1 ] |
Anix. stercoraria 1 . 30
Arthr. curreyi 1 . 09
Arthr. tuberculatum 1 2,2
Chrys. evolceanui 1 2,2
Chrys. keratino- 1 . 58
philum
Chrys. pannorum 1 .07
Chrys. tropicum 1 11

kein Wachstum bei
5 ng/ml Griseofulv.

1 15
1 20
1 44
1 : 60
1 1.8
1 1,9
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Fast alle Pilze tolerierten eine Actidion-Dosis bis zu 1000 ug/ml (Tab. 1). Lediglich unter
37 Chrys. evolceanui-Stimmen befanden sich 6, die bei 300 ig/ml gehemmt wurden und
ciner, der bei 500 ug/ml das Wachstum einstellte. 2 von 20 M. gypseum-Stimmen vermoch-
ten bei 1000 ug/ml nicht mehr zu wachsen, desgleichen eines von 25 M. fulvum-Isolaten.

Eine groflere Schwankungsbreite der minimalen Hemmkonzentration zeigte sich hin-
sichtlich der Griseofulvinempfindlichkeit, und zwar nicht nur von Species zu Species,
sondern auch unter artgleichen Pilzstimmen (Tab. 1). Vollig einheitlich reagierten nur die
einzelnen Isolate von Chrysosporium tropicum und Ctenomyces serratus. Beide Mikro-
organismen verkorperten gleichzeitig die entgegengesetzten Extreme: Wihrend die beiden
Chrys. tropicum-Stimme noch die Maximaldosis von 200 ug/ml tolerierten, stellten die
5 Ct. serratus-Stimme bei Griseofulvingaben von 5 ug/ml ihr Wachstum ein. Als Pilzarten
mit relativ niedriger minimaler Hemmkonzentration imponierten auflerdem Chrys. kera-
tinophilum, Anixiopsis stercoraria, Pseudoarachniotus spec. und Microsporum gypseum.
Durch hohe Resistenz fielen dagegen Keratinomyeces ajelloi, Trich. terrestre, Sepedonium
spec. und Chrys. pannorum auf.

Tabelle 2: Relatives Pilzwachstum unter Antibiotikaeinfluf}

Anzahl Wachstum in % der ungehemmten Kontrollkultur (= 100 %)
Pilzart der Actidio.nkonzentration Griseoful'vinkonzentration
Test- in (tg/ml in pg/ml
Stimme  1op 300 500 1000 1 5 50 100 200
Anix. stercoraria 5 94,3 82,3 79,4 68,2 62,5 26,5 — - —
Arthr. curreyi 2 91,7 66,7 54,2 334 75,0 60,0 25,0 — —
Arthr. tuberculatum 6 91,9 79,2 70,7 49,8 67,4 32,1 1,9 — —
Chrys. evolceanui 37 86,2 656 57,9 41,8 59,4 26,4 2,3 — —
Chrys. keratino-
philum 17 88,8 91,4 78,6 704 40,1 13,5 — - —
Chrys. pannorum 3 66,6 41,7 50,0 50,0 81,7 66,6 583 250 8,3
Chrys. tropicum 2 950 91,8 833 685 1000 750 41,7 417 334
Crt. serratus 5 96,6 81,7 76,1 59,6 55,1 — — — —
K. ajelloi 42 94,5 83,7 699 51,0 83,4 454 30,4 19,7 13,0
M. fulvum 25 90,6 82,4 68,2 449 76,9 34,4 0,7 — —_—
M. gypseum 20 86,2 769 623 461 552 141 — —  —
Psecudoarachniotus
spec. 2 100,0 75,0 75,0 25,0 75,0 12,5 — — —
Sepedonium spec. 1 75,0 75,0 75,0 57,5 + 42,8 428 57,2 143

Trich. terrestre 15 93,1 88,7

77,8 52,9 75,9 40,9 23,3 6,7 4,2

+ = nicht auswertbar

Ein realeres Bild vom Einflufl der Antibiotika auf die Testpilze vermittelt Tabelle 2 mit
den relativen Groflen der Pilzkolonien (ungehemmte Kontrolle = 100 %). In die Tabelle
gingen die von simtlichen Stimmen einer Species gewonnenen Mittelwerte ein. Man er-
kennt, dafl sowohl Actidion als auch Griseofulvin mit steigenden Dosen eine kontinuier-
liche Verringerung der Pilzentwicklung bewirkte. Wihrend z. B. Actidionkonzentratio-
nen von 500 ug/ml noch 50,0 bis 83,3 % des Normalwachstums ermdoglichten, blieb bei
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1000 ug/ml die Koloniegrofle der meisten Testpilze unter 50 % der der Kontrollen.
Griseofulvin fiihrte bereits in Konzentrationen von 1 ug/ml zu einem Wachstumsriickgang
bis zu 40,1 % (Chrys. keratinophilum). Die bei extrem hohen Dosen (200 ug/ml) zwar
noch entwicklungsfahigen Pilze (Trich. terrestre, Keratinomyces ajelloi, Chrys. tropicum,
Sepedonium spec., Chrys. pannorum) erreichten lediglich 4,2 bis 33,4 % der entsprechen-
den Kontrollkulturen.

Zur Priifung von Korrelationen zwischen Actidion- und Griseofulvinempfindlichkeit
wurde das Pilzwachstum bei Einwirkung von 500 1tg/ml Actidion und 5 pug/ml Griseo-
fulvin verglichen (Abb. 1). Typlsche Dermatophyten antworten im allgememen auf diese
Antibiotikakonzentrationen mit einer unbedeutenden (Actidion) bzw. einer starken
(Griseofulvin) Hemmung. Um die Beziehungen zwischen Actidion- und Griseofulvin-
wirkung zahlenmiflig vergleichbar zu gestalten, setzten wir die durchschnittliche Kolonie-
grofle der artgleichen Pilzstimme — gemessen bei 500 ug/ml Actidion und 5 ug/ml Griseo-
fulvin — zueinander ins Verhiltnis (Kolonieausmafl unter Griseofulvineinflufl = 1). Die
grofite Diskrepanz fiel bei Ctenomyces serratus auf, einem Pilz, der sich gleichermaflen als
duflerst griseofulvinempfindlich und actidionresistent erwies. Bemerkenswert hohe Ver-
hiltniszahlen beobachteten wir auch bei Pseudoarachniotus (6,0), Chrys. keratinophilum
(5,8), M. gypseum (4,4), Anix. stercoraria (3,0) und Chrys. evolceanui (2,2). Werte kleiner
als 1 ergaben sich bei Arthroderma curreyi und Chrys. pannorum. Dies besagt, dafl hier
Actidion etwas groflere Hemmwirkung entfaltete als Griseofulvin.

Diskussion
Zur invitro-Wirkung von Griseofulvin

Nach der von Brossi und Mitarb. durchgefithrten Griseofulvin-Totalsynthese eroffnete
sich die Moglichkeit, natiirliches und synthetisches Griseofulvin zu vergleichen und Abhin-
gigkeiten zwischen chemischer Konstitution und antimyzetischer Aktivitidt aufzudecken
(FReY und Mitarb.). Der eigentliche Wirkungsmechanismus blieb jedoch noch weitgehend
unklar. Offenbar erfolgte der Angriff am Mikroorganismus durch Hemmung der Zell-
wandsynthese. Die grofite Schidigung erleiden chitinbildende Pilze, an deren Zellwand-
aufbau Uridindiphosphatacetylglucosamin beteiligt ist. Dazu gehoren auch die Gymno-
ascales einschliefflich der kleinen Gruppe der sogenannten Dermatomyceten (KREISEL).
Gegeniiber Bakterien, Actinomyceten oder solchen Pilzen (z.B. Hefen), die ihre Zell-
winde vorwiegend aus Mannose anstelle von Aminozuckern aufbauen, ist Griseofulvin
nicht oder sehr wenig aktiv und erweist sich somit als typisches Schmalspur-Antibiotikum
(Becker und Mitarb.; Brank und RotH; BriaN und Mitarb.).

Obwohl im allgemeinen die charakteristische Hyphenschlingelung (Curling effect) als
Anzeichen der Griseofulvin-Einwirkung gewertet wird und sich zum mikrobiologischen
quantitativen Nachweis des Antibiotikums im Patientenserum eignet (KLEINE-NATROP
und Mitarb.), spielen sich auch mikroskopisch sichtbare Verianderungen im Zellplasma ab.
BeER und PrRUNIERAS beobachteten z. B. unter Griseofulvineinfluf} ein Sistieren der Plasma-
bewegung, und zwar nicht nur bei Microsporum gypseum, sondern auch bei dem Schim-
melpilz Penicillium glaucum. Aus stoffwechselphysiologischen Untersuchungen an M.
canis geht hervor, dafy Griseofulvin hemmend in den Prozef} der oxydativen Phosphorylie-
rung eingreift (BOHME und ZIEGLER; ZIEGLER). Auch eine Stérung der Nucleinsdure-
synthese wird diskutiert (BEcker und Mitarb.; RiETH 1962).

Der Ausfall von in vitro-Resistenzpriifungen wird in hohem Mafle von der ange-
wandten Testmethodik bestimmt. Neben dem Nahrmedium, der Beimpfungstechnik, der
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Bebriitungstemperatur und der Kulturdauer der Pilze ist das Losungsmittel nicht ohne
Belang. Bei Verwendung von Dimethylformamid darf dessen Anteil am Nihrmedium 1%
nicht tberschreiten, wobei allerdings hochstens 200 ug/ml Griseofulvin gelost im Nahr-
boden zu halten sind. Vor Fehlschliissen bei Anwendung hdherer Dosen wird gewarnt,
da dann mit Sicherheit ein Teil des Antibiotikums in Kristallform vorliegt (RiETH 1967).
Bei Verimpfung groflerer Myzelbrockchen, die keinen vollstindigen Kontakt mit dem
wirkstoffhaltigen Nihrmedium aufweisen, entspricht die Koloniezuwachsrate nicht den
vorliegenden Griseofulvinkonzentrationen (DiTTMAR 1964). Dadurch wird eine scheinbare
Konzentrationsunabhingigkeit vorgetduscht (KNoTH und Mitarb.). Nach DiTT™MAR sowie
LeNHART fallen milieubedingte Testfehler weitaus weniger ins Gewicht, wenn man als
Bezugsgrofle statt der minimalen Hemmkonzentration die 50 %ige Wachtumshemmung
durch Griseofulvin wihlt.

Frisch isolierte Pilzstimme reagieren zumeist empfindlicher als dltere Subkulturen
(GriN und Mitarb.). Die ,pseudoparasitische Phase“ der Dermatophyten zeichnet sich
durch erhohte Griseofulvinresistenz aus (RausiTscHEK und EvRoN). Manche Dermato-
myzeten sind in der Lage, sich nach und nach an erstaunlich hohe Griseofulvindosen anzu-
passen, z.B. M. gypseum und Keratinomyces ajelloi (AyToun und Mitarb.; RoBiNsON
und Mitarb.; RoseNTHAL und WisE; THURNER 1962), was oftenbar auf Inaktivierung des
Antibiotikums beruht. Jedenfalls zeigte sich M. canis befahigt, durch allmahliche Adapta-
tion Griseofulvin langsam zu entgiften (BOHME und ZIEGLER; ZIEGLER). Aus einer in
vitro-Resistenz kann allerdings keine Therapieresistenz abgeleitet werden, zwischen beiden
scheint keinerlei Relation zu bestehen (GriN und Mitarb.; RieTH 1969 a, b). Auf die
unterschiedliche Beeinfluflbarkeit verschiedener Entwicklungsphasen des Pilzes wiesen
Moreau und ReppisH hin. Bei der Suche nach geeigneten Teststimmen zum Nachweis
kleinster Griseofulvinmengen im Probandenserum erwiesen sich Trich. rubrum-Stimme
als sehr empfindlich im Auskeimungsstadium, aber nur mittelmiflig sensibel wihrend des
weiteren Myzelwachstums (DiTTMAR 1966). Selbst innerhalb einer Kolonie reagieren ein-
zelne Hyphen verschieden. Fruktifizierende Myzelfiden von Trich. mentagrophytes blie-
ben ohne Curling-Effekt, obwohl die gebildeten Sporen beim spiteren Auskeimen typische
griseof ulvinbedingte Hemmungszeichen aufwiesen (R1IETH 1969 a).

Die bei einzelnen Pilzen beobachtete Schwankungsbreite der Griseofulvinsensibilitat
liegt in erster Linie in der Uneinheitlichkeit der biologischen Testobjekte, der Storanfillig-
keit der Testmethodik und der unterschiedlich gehandhabten Versuchsauswertung be-
griindet. Als Grenzkonzentrationen der totalen Hemmung wurden beispielsweise folgende
Griseofulvingaben ermittelt: 1—20 ug/ml bei Trich. schonleinii (VANBREUSEGHEM und
DE VROEY); 20—200 ug/ml bei Trich.rubrum, 20—100 ng/ml bei E. floccosum (RIETH
1966); 3—15 ug/ml bei Trich. rubrum, 2,5—20 ng/ml bei E. floccosum, 10—20 ug/ml bei
M. canis und Chrys. keratinophilum (KocH und Koch); 2—50 ug/ml bet Chrys. keratino-
philum, 5—200 ug/m! bei M. fulvum, 5—100 ug/ml bei M. gypseum, 5—400 ug/ml bei
M. cookei (SCHONBORN 1967, 19638).

Trotz dieser Variabilitdt zeichneten sich innerhalb von grofleren Testreihen stets deut-
liche Sensibilititsunterschiede zwischen einzelnen Pilzarten ab. Als besonders griseofulvin-
empfindlich gelten unter den Dermatophyten M. audouinii, M. nanum, Trich. megninii und
Trich. soudanense. Trich. mentagrophytes-Stimme verhalten sich im allgemeinen resisten-
ter als Trich. rubrum-Stimme (BLank und RoTH; BrascHkeE-HELLMESSEN; DITTMAR 1966;
Duonc-HonG-Mo und HuynH-NGoc-PHUONG; GOTz; KNoTH und Mitarb.; KocH und
KocH; RIETH 1966, 1969 b; ScHick und ZAHARIEV; VANBREUSEGHEM und DE VROEY;
VERTOMMEN).
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Fiir viele geophile Dermatophyten ist eine gesteigerte Griseofulvinresistenz eigentiimlich
(GENTLES; RpzANEK und WEYMAN-RzucipLO; SANDHU und RANDHAWA). Als besonders
widerstandsfahig erwiesen sich K.ajelloi und Trich. terrestre (BLascHkE-HELLMESSEN;
GoTz; KocH und KocH; LOEFFLER 1966; RDZANEK und WEYMAN-RzUcCIDLO; SCHICK und
ZAHARIEV). Auch zur Totalhemmung von M. gypseum und M. cookei mufiten relativ hohe
Griseofulvindosen eingesetzt werden. M. cookei ist als griseofulvinresistenteste Micro-
sporumart anzusehen (ALTERAS und EvoLceanu; BrascHkE-HELLMESSEN; GOTz; KNOTH
und Mitarb,; KocH und KocH; ScHick und ZAHARIEV; SCHONBORN 1967). Weitere den
Dermatophyten nahestehende keratinophile Bodenpilze wurden nur seltenin entsprechende
Testversuche einbezogen. Ubereinstimmend hoben alle Untersucher die fiir Saprophyten
ungewohnliche und auffallende Griseolulvinsensibilitit von Chrys. keratinophilum-Stim-
men hervor (ALTERAS und Evorceanu; Boume und KocH; KocH und KocH; SANDHU
und RaANDHAWA; ScHICK und ZAHARIEV; SCHONBORN 1968). Aus rumanischem Erdboden
isolierte Stimme von Chrys.indicum, Chrys.evolceanui, Trich. vanbreuseghemii, Trich.
georgiae und Arthroderma multifidum zeigten im Rohrchenverdiinnungstest bei 32 ng/ml
kein Wachstum mehr und rangierten damit zwischen M. cookei (Grenzkonzentration
64 ng/ml) auf der einen und M. gypseum (Grenzkonzentration 16 ug/ml) auf der anderen
Seite (ALTERAS und Evorceanu). Nach Ergebnissen aus Loch- und Strichtest ordnete
LoOEFFLER (1966) Chrys. pannorum, Anixiopsisstercoraria und einige nicht niher gekenn-
zeichnete Chrysosporien in die Gruppeder griseofulvinempfindlichen Pilze ein, Shanorella-,
Pseudoarachniotus- und Gymnoascus-Stamme in die der resistenten.

Sieht man davon ab, dafl einzelne Stimme von Chrys. keratinophilum und Chrys.
evolceanui bereits von 1 ug/ml Griseofulvin total gehemmt wurden, erwies sich Cteno-
myeces serratus mit einer minimalen Hemmkonzentration von 5 pig/ml als empfindlichster
Pilz unter unseren Bodenisolaten. Bei 50 1g/ml vermochten auch simtliche Stimme von
Chrys. keratinophilum, M. gypseum, Pseudoarachniotus und Anixiopsis nicht mehr zu
wachsen. Fiir die Gesamtheit der Isolate von Chrys. evolceanui, M. fulvum, Arthroderma
tuberculatum und Arthrodermacurreyi stellten 100 ug/ml die Grenzkonzentration dar.
Fiir etliche, wenn auch nicht fiir alle Stimme von Trich. terrestre, Keratinomyces ajelloi,
Chrys. tropicum, Chrys. pannorum und Sepedonium boten sich noch Entwicklungschancen
bei 200 pig/ml. Damit schlieffen sich unsere Testbefunde eng an diejenigen der vorgenann-
ten Autoren an. Allerdings verhielten sich unsere Chrys. pannorum-Stimme — entgegen
den von LOEFFLER (1966) gemachten Angaben — recht griseofulvinresistent und die beiden
Pseudoarachniotus-Stimme relativ griseofulvinempfindlich.

Besondere Beachtung verdient die Bestdtigung einer bereits frither (SCHONBORN 1967)
getroffenen Feststellung: die gesteigerte Griseofulvinsensibilitit von M. gypseum-Stammen
im Vergleich zu M. fulvum-Isolaten. Dieses unterschiedliche Reaktionsvermégen gibt einen
Hinweis auf die Existenz zweier voneinander unabhingiger Pilzarten und unterstiitzt die
auf Grund abweichender perfekter Stadien vorgenommene Abtrennung des M. fulvum
von M. gypseum (STOCKDALE).

Zur in vitro-Wirkung von Actidion

Actidion, chemisch ein Glutarimid, ist trotz guter antimyzetischer Wirkung wegen seiner
Toxizitat fiir den Menschen nur bedingt klinisch anwendbar. Durch gezielte Experimente
konnte wahrscheinlich gemacht werden, dafl das Antibiotikum die Proteinsynthese der
Mikroorganismen auf der Stufe der Peptidkniipfung stort, so dafl die Polypeptidketten
an den Ribosomen fixiert bleiben. Moglicherweise wird auch die Nucleinsdauresynthese
unabhingig von einer blockierten Proteinsynthese vermindert. Angriffspunkte des Cyclo-

mykosen 13, Heft 10 (1970)



512 CHRISTINA SCHONBORN

heximids sind die 80 S-Ribosomen hoherer Lebewesen, dagegen bleiben 70 S-Ribosomen-
systeme wie die der Bakterien unbeeinfluffit. Mit dieser spezifischen Wirksamkeit gegen-
iiber einer bestimmten, durch ihre Sedimentationskonstante charakterisierten Ribosomen-
klasse, kann das eigentiimliche antimikrobielle Wirkungsspektrum des Antibiotikums in
Zusammenhang gebracht werden (DroBNICA; PARTHIER; WIDUCZYNSKI u. a.).

Viele Sprofipilze stellen bereits bei geringen Hemmstoftkonzentrationen ithr Wachstum
ein: Cryptococcus neoformans, Pichia membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae, Sacch.
pastorianus, Candida krusei, C. parapsilosis, Torulopsis glabrata. Andere Sprofipilze sind
dagegen duflerst widerstandsfahig: Candida albicans, C.tropicalis, C. guilliermondii,
Saccharomyeces lactis, Kloeckera apiculata. Auf diese Unterschiedlichkeit griindet sich der
Vorschlag DrouHETs, die Actidionempfindlichkeit als Kriterium bei der Hefedifferenzie-
rung heranzuziehen.

Im Gegensatz zu den als actidionresistent bekannten Dermatomyceten und anderen
tier- und menschenpathogenen Erregern (Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis,
Sporotrichum schenckii) werden viele Schimmelpilzarten und einige phytopathogene Pilze
stark gehemmt. Es gibt jedoch auch Beobachtungen iiber véllig unbeeinflufibare Penicillien
(KueHN und OrR) und wenig beeintrichtigte Scopulariopsis-, Cephalosporium-, Mucor-,
Trichotheciumroseum-, Chrysosporium pannorum- und Geotrichum candidum-Stimme
(EscHEMANN; GEMEINHARDT; THURNER 1964).

Neben erfolgreicher Anwendung des Antibiotikums in der Forstwissenschaft zur Be-
kimpfung von Rostkrankheiten der Nadelgeholze fand Cycloheximid seinen festen Platz
in der mikrobiologischen Laboratoriumstechnik. Hier dient es zur Ausschaltung einer un-
erwiinschten Schimmelpilzflora in Bakterien-, Aktinomyceten- und Pilzkulturen (CorkE
und Crasg; Puiceies und HaNeL). Die Vorteile eines actidionhaltigen Selektivmediums
bei der Anziichtung von Dermatophyten aus klinischem Material wurden erstmals 1953
von GEORG demonstriert und seitdem vielfach bestitigt (Apam und StEeITZ 1958;
FARROCHZAD; FEGELER; GOTz, HANTSCHKE und VALENTOVA; GOTz und HERTLEIN;
HaNTscHKE; Haure; Kacuni¢ und KovA¢; LOEWENTHAL; VAN DE PuT und FALLAUX;
RoseNTHAL und FURNARI; SHARVILL und TALBOT) Die urspriinglich empfohlene Konzen—
tration von 100 ug/ml muflte im Interesse einer hoheren Erfolgsquote auf 300 bis 500 ug’
ml gesteigert werden; bel stark verunreinigtem Ausgangsmaterial arbeitet man sogar mit
maximalen Actidiondosen von 750 pig/ml (KIeLsTEIN). Moglicherweise kann die von
ApaM und ScHwaNkL im Laufe der letzten Jahre beobachtete Zunahme actidion-
unempfindlicher Schimmelpilzstimme mit einer langsamen Adaptation an das Antibioti-
kum erklirt werden. Experimentell lieff sich eine induzierte Resistenz sowohl bei Hefen
als auch bei Fomes annosus, einem Basidiomyceten, nachweisen (GUNDERSON; GUNDERSON
und WADSTEIN; MONREAL). Dermatophyten tolerieren relativ hohe Actidionmengen (etwa
1000 pug/ml); trotzdem hat man auch bei diesen Mikroorganismen mit einer konzentra-
tionsabhingigen Entwicklungshemmung zu rechnen (Apam und Stertz 1958; KIELSTEIN;
THURNER 1964). Nach Untersuchungen von EscHEMANN erreichten auf Griitzagar mit
500 ig/ml Cycloheximid Trich. mentagrophytes 64 bzw. 76 % der hemmstofffreien Ver-
gleichskulturen, Trich. rubrum 80 %, M. canis 73 %, E. floccosum 97 % und Trich. megninii
54 %.

Erst der Einsatz von Actidion machte es moglich, epidemiologischen Problemen der
Dermatomykologie gezielt nachzugehen. In verstirktem Mafle gelang der kulturelle Der-
matophytennachweis nicht nur bei Tieren und in deren Stallungen, in der menschlichen
Fuflbekleidung oder in Wasch- und Duschanlagen, sondern auch im Erdboden. Die Boden-
dermatophyten und verwandte keratinophile Pilze wurden zum Gegenstand einer speziel-
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len Forschungsrichtung. Trotzdem vermifit man, abgesehen von vereinzelten Hinweisen,
eine systematische Priifung dieser Mikroorganismen auf Cycloheximidempfindlichkeit.

KueHN und ORR berichteten iiber Versuche, verschiedene Gymnoascaceae aus gemisch-
ten Sporensuspensionen nach Actidioneinwirkung riickzuziichten. Die gepriiften Stimme
der Gattungen Pseudoarachniotus, Eidamella, Myxotrichum, Gymnoascus und Shanorella
wuchsen gut bei Actidionkonzentrationen von 1—6 mg/ml; Pseudoarachniotus hyalino-
sporus vertrug sogar 8—15mg/ml im Nahrboden. Zwischen Sporen (Asco-, Arthro- oder
Aleuriosporen) und vegetativen Zellen ergaben sich keine nennenswerten Resistenzunter-
schiede. LOEFFLER (1966) zihlt zur Gruppe der cycloheximidunempfindlichen Pilze neben
Keratinomyeces ajelloi und Trich. terrestre z. B. Pseudoarachniotus-, Gymnoascus-, Myxo-
trichum-, Sepedonium-, Anixiopsis-Stimme, Chrysosporium (Geomyces) pannorum und
andere Chrysosporien. Gehemmt wurden dagegen Vertreter der Gymnoascaceen-Gattun-
gen Shanorella und Byssochlamys. Mit 500 ug/ml Actidion und je einem Teststamm durch-
gefiihrte Resistenzpriifungen (EscHEMANN) brachten folgende Wachstumsabweichungen von
der jeweiligen Kontrollkolonie: M. gypseum 91 %, M. cookei 71 %, Trich. terrestre 81 %,
K. ajelloi 93 %, Chrysosporium keratinophilum 91 %, Chrys. evolceanui 103 %, Chrys.
pannorum 76 %. Nach eigenen, frither vorgenommenen Untersuchungen (SCHONBORN
1968) erreichten unter Einflufl von 600 ug/m!l Actidion Chrys. keratinophilum zwischen
34,5 % und 88 Z und Chrys. tropicum 62,7 % bzw. 96 % des Normalwachstums.

Fiir unsere Testpilze (mit Ausnahme von 7 Chrys. evolceanui-, 2 M. gypseum-Stimmen
und 1 M. fulvum-Isolat) blieb eine Actidionkonzentration von 1000 ng/ml unterhalb der
totalhemmenden Dosis (Tab. 1). Auf Grund der mittleren Wachstumsintensitit erwiesen
sich Chrys. keratinophilum (70,4 %) und Anixiopsisstercoraria (68,2 %) als relativ resi-
stent, Pseudoarachniotus spec. (25%) und Arthroderma curreyi (33,4%) als relativ

empfindlich (Tab. 2).

Zur Korrelation zwischen Griseofulvin- und Actidion-Wirkung

Bei bestimmten mykologischen Fragestellungen erwies sich eine kombinierte Anwen-
dung von Actidion und Griseofulvin als vorteilhaft. Apam und Stertz (1960) benutzten
cinen cycloheximidhaltigen Nahrboden, um im Lochtest die Griseofulvinempfindlichkeit
von Dermatophyten-Primarkulturen festzustellen. Tn methodisch dhnlicher Weise tiber-
priiften GriN und Mitarb. die Griseofulvinwirkung auf pilzkranke Haare, indem sie
diese in Nahrlosung mit Actidion- und Griseofulvin-Zusatz verimpften.

Wihrend man bei diesen Untersuchungen allein die schimmelpilzfeindliche Aktivitit des
Actidions ausnutzen wollte, setzten BLANK und ReseLL sowie MEINHOF und RiETH die
unterschiedliche Hemmkraft der beiden Antibiotika fiir eine Erleichterung der klinischen
Pilzdiagnostik ein. Die von BLank und ReBELL erarbeitete Methode sieht die Verimpfung
des dermatophytenverdichtigen Untersuchungsmaterials auf je 2 Agarmedien vor, und
zwar auf (actidionhaltigen) Mycoselagar sowie Mycoselagar mit 20 ug/ml Griseofulvin.
Pilze, die lediglich auf Mycosel-Medium angehen, geben sich als Dermatophyten zu erken-
nen und rechtfertigen den therapeutischen Einsatz von Griseofulvin. Mit Hilfe dreier
Nihrboden (Griseofulvin-, Nystatin- und Actidion-Agar) gelang es MEINHOF und RIETH,
die Erregerkeime rasch in 3 grofle Gruppen (Dermatophyten, Hefen, Schimmel) zu tren-
nen, was wegen der unterschiedlichen medikamentdsen Beeinflufbarkeit dieser Pilze von
erheblicher praktischer Bedeutung ist.
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Eine Erweiterung erfuhren diese Bestrebungen durch LoerrLer (1966, 1969), der die
Verteilung der Griseofulvin- und Actidion-Resistenz im System der Pilze unter besonde-
rer Beriicksichtigung von Dermatophyten und verwandter Formen niher untersuchte und
sein Testverfahren fiir geeignet hielt, Hautpilze schnell zu erkennen. Zum Dermatophyten-
Typ (griseofulvinempfindlich, actidionunempfindlich) rechnet der Autor alle Trichophy-
teae (aufler Trich. terrestre und K. ajelloi) und einige Chrysosporieae. Weder durch Griseo-
fulvin noch durch Actidion gehemmt werden die Vertreter des Gymnoascaceae-Typs.
Dazu gehdren die Gymnoascaceen mit Ausschlufl von Byssochlamys und Shanorella, da-
neben auch Chrysosporium- und Sepedonium-Arten sowie einzelne Gattungen und Arten
der Eurotiaceae. Der Schimmelpilz-Typ (Hemmung durch Actidion, aber nicht durch
Griseofulvin) umfafit die Mehrzahl aller Pilze aus der Gruppe der Phycomyceten, der
Eurotiaceae und Moniliaceae. Der Botrytis-Typ (sowohl griseofulvin- als actidion-
empfindlich) beschrinkt sich dagegen in der Hauptsache auf Botrytis-Arten.

Ein Blick auf Abbildung 1 lehrt, dafl wegen fliefender Ubergiinge eine zwanglose Zu-
ordnung unserer Testpilze zu einem der genannten Typen nicht einfach ist. Durch eindeu-
tiges ,,dermatophytenspezifisches® Verhalten zeichneten sich Ctenomyces serratus, Pseudo-

“ .
Abb. 2: Ctenomyces serratus-Mikrokultur. Imperfektes Aleuriosporen-Stadium.
Vergr. 760- bzw. 630fach

arachniotus spec., Chrys. keratinophilum, M. gypseum und Anixiopsis stercoraria aus.
Relativ gering bzw. gleichmifig stark durch beide Hemmstoffe beeinflufit wurden Arthro-
derma curreyi, Chrysosporium pannorum, Chrys. tropicum und Sepedonium spec. Damit
stehen unsere Testergebnisse bis auf Diskrepanzen hinsichtlich Chrys. pannorum und Pseu-
doarachniotus mit denen LOEFFLERs in gutem Einklang.

Obwohl die Systematik noch immer bevorzugt mit morphologischen Merkmalen arbei-
tet, sucht man heute zusdtzliche Informationen iiber Artcharakteristika zu gewinnen, vor
allem aus dem Bereich der Biochemie und Okologie (MULLER, SCHWINN). Dabei brauchen
Kriterien, die bei einer bestimmten Organismengruppe sichere Unterscheidungsmerkmale
darstellen, bei einer anderen keinerlei taxonomische Bedeutung zu besitzen.

Eine artspezifische Hemmstoff wirkung auf Mikroorganismen erkannte LEONIAN bereits
1934. Thm diente die unterschiedliche Malachitgriin-Empfindlichkeit von Phytophthora-
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Stimmen zur Artentrennung. Auch bei Streptomyceten ist die Antibiotikaresistenz von
differentialdiagnostischem Interesse (WiLLiams). Ohne Zweifel eignet sich der kombinierte
Griseofulvin-Actidion-Test zur Erkennung und Auslese typischer hautpathogener Der-
matophyten aus entsprechendem Untersuchungsmaterial. Die saprophytischen Bodender-
matophyten und verwandten keratinolytisch aktiven Ascomyceten verhalten sich jedoch
nicht einheitlich genug, um allein durch dieses einfache Verfahren hinreichend diagnosti-
ziert zu werden. Dieses Urteil schliefit natiirlich nicht aus, dafl in Einzelfillen die Reaktion
eines Pilzstammes gegeniiber beiden Antibiotika von taxonomischem Wert sein kann, zu-
mal die Testergebnisse mitunter leichter zuginglich sind als morphologische Einzelheiten.

Durch weitgehende morphologische Ahnlichkeit zeichneten sich z. B. unsere Versuchs-
pilze Ctenomycesserratus, Arthroderma tuberculatum und Sepedonium spec. aus, vor
allem was das mikroskopische Bild der imperfekten Wuchsform anbetrifft. Sie entwickelten
ibereinstimmend gelb-braune, dichte, flache, pudrige oder samtige Kolonien mit rund-
lichen, hyalinen, im Reifezustand rauhwandigen Aleuriosporen (Abb. 2 bis 4). Hier bietet

Abb. 3: Imperfekte Wuchsform von Arthroderma tuberculatum.
Vergr. 608- bzw. 950fach

sich die voneinander abweichende Antibiotika-Sensibilitdt als Unterscheidungsmerkmal
an: Ctenomycesserratus wurde durch Griseofulvin in geringsten Konzentrationen ge-
hemmt, verhielt sich gegeniiber Actidion jedoch resistent. Sepedonium tolerierte beide
Antibiotika in hohem Mafle. Dagegen stellten Arthroderma tuberculatum-Stimme bei
Griseofulvinmengen von maximal 50 ug/ml thr Wachstum ein.

In einer ahnlichen Situation befindet man sich bei der systematischen Abgrenzung von
Chrysosporium-Stammen, die, morphologisch wenig charakteristisch, oft nur das imper-
fekte Stadium einer nicht gleichzeitig ausgebildeten perfekten Fruchtform bestimmter
Gymnoascaceen darstellen. Ganz typisch fiir Chrysosporium keratinophilum ist die fiir
Bodenpilze unerwartet hohe Griseofulvinempfindlichkeit neben ausgeprigter Actidion-
resistenz. Wie aus einer fritheren Mitteilung hervorgeht (ScHONBORN 1968), gelang uns
die Abtrennung einer als Chrys. tropicum angesehenen Variante nicht zuletzt wegen der
stark abweichenden Antibiotika-Empfindlichkeit jener Pilzstimme. Auffillig erscheint die
Variabilitit des Hemmeffektes bei Chrys. evolceanui-Isolaten (Tab. 1). Die totalhemmen-
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den Konzentrationen schwankten bei Griseofulvin von 1—100 ug/ml, bei Actidion von
300 bis < 1000 ug/ml. Moglicherweise muf dies als Anzeichen fiir eine nicht exakte Iden-
tifizierung dieser systematisch schwer klassifizierbaren Mikroorganismen gewertet werden.

Auf die unterschiedliche Griseofulvinsensibilitit bei M. fulvum und M. gypseum bei
etwa gleichstarker Wachstumshemmung durch Actidion sowie die sich ergebenden taxono-
mischen Konsequenzen wurde bereits hingewiesen.

s

Abb. 4. Mikromorphologic cines Vertreters der Gattung Sepedonium.
Vergr. 300- bzw. 470fach

Wie die angefithrten Beispiele beweisen, reagieren einige keratinabbauende saprophy-
tische Mikropilze spezifisch auf Griseofulvin- und Actidion-Einwirkung. Die Ergebnisse
des kombinierten Hemmstofftestes liefern in vielen Fillen wertvolle Informationen, die
bei der Artdiagnostik Beriicksichtigung finden sollten.

Zusammenfassung

Die Antibiotika Griseofulvin und Actidion unterscheiden sich grundlegend hinsichtlich
thres antifungischen Wirkungsspektrums: Griseofulvin verursacht bereits in geringsten
Konzentrationen Hemmwirkungen bei Dermatophyten, lifit Schimmelpilze und Hefen
jedoch unbeeinflufit. Andererseits unterdriickt Actidion viele Schimmel- und Sprofipilze
ohne Storung des Hautpilzwachstums.

Nach LoerrLEr lafit sich die unterschiedliche Aktivitit beider Hemmstoffe zur raschen
Identifikation von Dermatophyten in vitro ausnutzen.

Um zu priifen, inwieweit die Antibiotikaresistenz differentialdiagnostische Bedeutung
bei Bodendermatophyten und verwandten keratinolytisch aktiven Ascomyceten besitzt,
testeten wir insgesamt 182 aus dem Erdboden isolierte Pilzstimme: Anixiopsis stercoraria,
Arthroderma curreyi, A. tuberculatum, Chrysosporium evolceanui, Chrys. keratinophi-
lum, Chrys. pannorum, Chrys. tropicum, Ctenomyces serratus, Keratinomyces ajelloi,
Microsporum fulvum, M. gypseum, Pseudoarachniotus spec., Sepedonium spec., und Tri-
chophyton terrestre. Es stellte sich heraus, dafl Ctenomyces serratus, Pseudoarachniotus,
Chrys. keratinophilum, M. gypseum und Anixiopsis stercoraria ,,dermatophytenspezifisch*
reagierten, nicht jedoch Arthroderma curreyi, Chrys. pannorum, Chrys. tropicum und
Sepedonium. Der kombinierte Griseofulvin-Actidion-Test erwies sich als vorteilhaft fiir
die Klassifikation morphologisch dhnlicher Pilzarten, z. B. zur Trennung von Ctenomyces
serratus, Sepedonium und Arthroderma tuberculatum oder von Chrysosporium-Stimmen.
Beachtenswert erscheint die gesteigerte Griseof ulvinsensibilitit der getesteten M. gypseum-
Stamme im Vergleich zu den M. fulvum-Isolaten.
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Summary

The antibiotics griseofulvin and actidion differ fundamentally as regards their anti-
fungal spectrum: griseofulvin has an inhibiting effect on dermatophytes even at very
low dosage, but has no effect on molds and yeasts. Actidion, however, inhibits many
molds and yeasts but does not interfere with the growth of dermatophytes.

According to Loeffler the different activity of these substances can be used for rapid
identification of dermatophytes in vitro.

To determine in how far the resistance against antibiotics is of differential diagnostic
value for soil dermatophytes and related keratinolytic ascomycetes a study was made of
182 fungus strains isolated from soil samples: Anixiopsis stercoraria, Arthroderma curreyi,
A. wberculatum, Chrysosporium evolceanui, Chrys. keratinophilum, Chrys. pannorum,
Chrys. tropicum, Ctenomyces serratus, Keratinomyces ajelloi, Microsporum fulvum,
M. gpseum, Pseudoarachniotus spec., Sepedonium spec. and Trichophyton terrestre. [t was
found that Ctenomyces serratus, Pseudoarachniotus, Chrys. keratinophilum, M. gypseum
and Anixiopsis stercoraria showed a “dermatophyte-specific reaction. This was not the
case for Arthroderma curreyi, Chrys. pannorum, Chrys. tropicum and Sepedonium. The
combined griseofulvin-actidion test was found to offer advantages in classification of
morphologically similar fungi, e.g. for differentiation between Ctenomyces serratus,
Sepedonium and Arthroderma tuberculatum, or Chrysosporium strains. An interesting
finding is the increased sensitivity to griseofulvin of the M. gypseum strains tested, in
comparison with the M. fulvum strains isolated.

Resumen

Los antibidticos Griseofulvina y Actidiona se diferencian fundamentalmente en su
espectro de accidn antifingica: la Griseofulvina inhibe en pequenas concentraciones a los
dermatofitos y no actuan sobre mohos y levaduras. Por el otro lado la Actidiona inhibe
el crecimiento de mohosy levaduras sin interferir en el desarollo de los dermatofitos.

Segin Loeffler esta accidn inhibitoria opuesta de ambos productos puede ser utilizada
para una rdpida identificacién “in vitro“ de dermatofitos.

Para investigar hasta donde la resistencia a estos antibidticos tiene valor para el
diagnoéstico diferencial de dermatofitos del suelo y ascomicetos queratinoliticos emparen-
tados, hemos testado en total 182 cepas de hongos del suelo terrestre: Anixiopsis ster-
coraria, Arthroderma curreyi, A. tuberculatum, Chrysosporium evolceanui, Chrys. kera-
tinophilum, Chrys. pannorum, Chrys. tropicum, Ctenomyces serratus, Keratinomyces
ajelloi, Microsporum fulvum, M. gypseum, Pseudoarachniotus spec., Sepedonium spec., y
Trichophyton terrestre. Resulté que Ctenomyces serratus, Pseudoarachniotus, Chrys. kera-
tinophilum, M. gypseum y Anixiopsis stercoraria reaccionaban con “especificidad“ de
dermatofito y no lo hacian Arthroderma curreyi, Chrys. pannorum, Chrys. tropicum y
Sepedonium. El test combinado de Griseofulvina y Actidiona mostré ser util para la
c1a51ﬁcac10n de especies de hongos morfoldgicamente semejantes, por ¢j. para la separa-
cién de Ctenomyces serratus, Sepedonium, Arthroderma tuberculatum o de cepas de
Crenomyces. Es de sehalar la gran sensibilidad a la Griseofulvina de las cepas de
M. gypseum testificados en comparacién al M. fulvum.

Fiir gewissenhafte Unterstiitzung bei der Durchfiithrung der Hemmstoffteste danke ich Friulein
ULrIKE KUNZE.
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