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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Malassezia

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den Differenzierungsméoglichkeiten der verschiedenen
Spezies der Gattung Malassezia. Im Vordergrund stehen dabei eine phénotypische
Differenzierungsmethodik mit modifizierter Fettsdureauxanografie, basierend auf der
Verstoffwechselung verschiedener Lipidquellen nach Guého und Faergemann, sowie die
molekularbiologische Methode nach Makimura et al. (2000).

Zu Beginn soll ein Uberblick iiber die Gattung Malassezia gegeben werden. Die Gattung
Malassezia (frither Pityrosporum) gehort zu den Basidiomyceten und wird unter der Ordnung
der Malasseziales subsumiert (Ustilaginomyceten, Basidiomycota) (Boekhout & Gueho,
2003).

Der Hefepilz gehort zur natiirlichen Hautflora des Menschen. Dennoch werden die Hefen
auch mit einer Reihe dermatologischer Erkrankungen in Verbindung gebracht. Heutzutage
lassen sich mit Hilfe morphologischer, biochemischer und molekularbiologischer Techniken
bereits 14 verschiedene Spezies unterscheiden (Cafarchia et al. 2011, Gaitanis et al. 2012) die

in Tabelle 1 dargestellt sind.

Tabelle 1: Ubersicht bisher beschriebener Malassezia-Spezies

Spezies beschrieben von
M. furfur Baillon (1889)
M.pachydermatis Dodge (1935)

M. sympodialis

Simmons and Guého (1990)

M. globosa

Guého et al. (1996)

M. obtusa

Guého et al. (1996)

M. restricta

Guého et al. (1996)

M. slooffiae

Guého et al. (1996)

M. dermatis

Sugita et al. (2002)

M. japonica

Sugita et al. (2003b)

M. nana

Hirai et al. (2004)

M. yamatoensis

Sugita et al. (2004)

M. equina*

Cabanes et al. (2007)

M. caprae*

Cabanes et al. (2007)

M. cuniculi*

Cabanes et al. (2011)

Mayser 2006; *Prohic 2012




Ebenso kann die Gattung Malassezia in anthropophile, obligat lipophile Stimme (M. furfur,
M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. dermatis, M. japonica,
M. yamatoensis, M. nana) und in zoophile Stimme (M. caprae, M. equina, M. pachydermatis)
untergliedert werden (Gaitanis 2009). M. cuniculi ist den Zoophilen zuzuordnen (Cabanes

2011).

1.1.1 Historie

Im Gegensatz zu anderen Mikroorganismen ldsst sich die Entwicklung des obligat-lipophilen
Sprosspilzes Malassezia historisch weit zuriickverfolgen.

Bereits 1846 beschrieb Eichststedt die Hauterkrankung  Pityriasis versicolor (PV) in
Verbindung mit einem Hefepilz, der in den Hautschuppen eines an PV erkrankten Patienten
nachgewiesen wurde (Robin 1853). Der Erstbeschreiber des nach ihm benannten typisch
runden bis ovalen Sprosspilzes war Malassez im Jahr 1874. In Anerkennung seiner
Untersuchungen gab Baillon 1889 dem Hefepilz den Namen Malassezia furfur (Sloof 1970).
Das Quantifizieren von Malassezia auf normaler menschlicher Haut war zunichst nicht
moglich, weil addquate Kultivierungsmedien fehlten. Leeming et al. fithrten 1987 schlie3lich
eine erfolgreiche quantitative Untersuchung durch, welche die Verteilung und Keimdichte auf
normaler menschlicher Haut von Erwachsenen darstellen konnte. Die hochste
Populationsdichte befindet sich jeweils am oberen Stamm, auf der Brust, am Riicken, an den
Wangen und am Ohr (Leeming 1987). 1989 gelangen es Guého und Meyer mittels
genetischer Analysen anhand des Guanin/Cytosin-Gehaltes drei taxonomische Einheiten zu
klassifizieren: Malassezia furfur, Malassezia sympodialis und als nicht-lipophilen Keim
Malassezia pachydermatis. Mithilfe weiterer Methoden wie der Sequenzierung von rRNS,
der Karyotypisierung, der Messung des Guanin/Cytosin-Verhiltnisses sowie morphologischer
und immunologischer Untersuchungen war die Charakterisierung weiterer vier Spezies
moglich: Malassezia globosa, Malassezia slooffiae, Malassezia restricta und Malassezia
obtusa (Gueho 1996). Die Methoden zur Differenzierung der einzelnen Spezies haben sich
stetig weiter entwickelt. Heute stehen die molekularbiologischen Verfahren im Vordergrund,
wie die im Rahmen dieser Arbeit angewandte ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et

al. (2000).

1.1.2 Taxonomie
Die Gattung Malassezia weist einige Merkmale auf, die eine Zugehorigkeit in die Ordnung

der Basidiomycota und in die Familie der Cryptococcaceae nahe legen (Kurtzmann 2000,
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Hoog 2001). Entscheidend dafiir sind die mehrschichtige Struktur der Zellwand (Simmons
1987), die positive Diazonium-Blau-Firbereaktion (Hagler 1981, Simmons 1987) sowie die
Fahigkeit zur Bildung der extrazelluldren Urease (Sloof 1970).

In der aktuellen Taxonomie werden Malassezia-Stimme dem Phylum Basidiomycota, dem
Subphylum Ustilaginomycotina, der Klasse der Exobasidiomycetes, der Ordnung der

Malasseziales und der Familie der Malasseziaceae zugeordnet (Gaitanis 2012).

1.1.3 Epidemiologie

Der Hefepilz Malassezia gehort zur physiologischen Hautflora des Menschen und vieler
anderer Warmbliiter (Marples 1965, Sloof 1970). Durch die Lipiddependenz variiert seine
Verteilung in Abhédngigkeit von der Talgdriisendichte der menschlichen Haut. Die
Kolonisierung beginnt in der Regel in der Pubertit und wird mit der VergroBerung und
funktionellen Reife der Talgdriisen (Faergemann 1980, Calman 1970) erkldrt. Neugeborene
und Kinder weisen keine oder nur eine sehr geringe Besiedlung auf. Wihrend der zweiten und
dritten Lebensdekade kommt es zur hochsten Keimzahldichte aufgrund der starken
Talgdriisenaktivitdat (Cotteril 1972). Gleichzeitig ist die Genus als Erreger verschiedener
Dermatosen bekannt. Darunter befindet sich als haufigste die Pityriasis versicolor. Hier
erwies sich M. globosa als dominierende Spezies (Saad 2013). Bei der zweithédufigsten
Hautkrankheit, die mit Malassezia assoziiert ist, handelt es sich um das seborrhoische Ekzem.
Auch diese wird am hidufigsten mit M. globosa in Zusammenhang gebracht (Sosa 2013). Die
Malassezia-Hefen zeigen sich sowohl auf kiinstlichen Nihrboden als auch in Hautldsionen als
Hyphen- oder Sprosszellform, wéhrend auf klinisch unverinderter menschlicher Haut in

dieser Arbeit ausschlieBlich die Sprosszellenphase vorzufinden war.

1.1.4 Morphologie/Physiologie

Die Gattung Malassezia besitzt eine mehrschichtige, 0,12 um dicke Zellhiille, die vermutlich
fir die hohe Resistenz gegeniiber Umwelteinfliissen verantwortlich ist. Diese Zellhiille,
welche sich in eine Auflenlamelle, eine mehrschichtig-multilamellose Wand sowie die
Plasmamembran unterteilt, besitzt einen helikalen Aufbau. Weiterhin féllt die Gattung
Malassezia durch einen hohen Lipidanteil der Zellhiille von 15 % (Thompson 1970) und die
Vielseitigkeit der Formen der Sprosszellen auf. Diese konnen rund, oval oder zylindrisch mit
einem Durchmesser von 2-7 um auftreten (Barfatani 1964, Swift 1965, Keddie 1966,
Breathnach 1976, Guillot 1995, Mittag 1994/1995). Bei der Fortpflanzung der Zellen kommt
es zur Ausstillpung der Zellwand. Diese enthdlt einen Tochterkern, der schlieBlich zur

Tochterzelle heranwéchst. Eine Querwand bzw. das Septum schniirt die Tochterzelle von der
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Mutterzelle ab. Dieser Vorgang wird mehrfach wiederholt und kann entweder monopolar oder
sympodial erfolgen. Der sympodiale Prozess ist charakteristisch fiir die Spezies Malassezia
sympodialis, welche mehr als eine Tochterzelle zur gleichen Zeit bilden kann. Bei der
Sprossung bildet sich an der Mutterzelle eine Sprossungsnarbe sowie nach Ende des
Vorgangs der typische Sprossungskragen (Simmons 1987, Simmons 1990, Gueho 1996,
Ahearn 1998). Um lipophile Malassezia-Hefen zu kultivieren, sind folgende Bedingungen
notwendig: es muss ein lipidhaltiges Medium verwendet werden, die Temperatur sollte
zwischen 32°C und 37°C betragen und der pH einem Wert zwischen 5,5 und 6,5 entsprechen.
Bevorzugt werden Basalmedien, die mit einer Lipidquelle wie z.B. Olivenol beschichtetet
sind. Solchen Spezialndhrboden entsprechen der Dixon- (Van Abbe 1964) und der Leeming-
Notman-Agar (Leeming 1987). Voraussetzung dabei ist, dass die Kettenldnge der verwandten
Fettsauren mindestens zwolf Kohlenstoffatome betrigt (Mayser 1999, Nazzaro 1976, Shifrine
1963, Wilde 1968).

1.2 Malassezia-Spezies assoziierte Hautkrankheiten

Obwohl es sich bei der Spezies Malassezia um einen ubiquitdren Hautkeim handelt, der zur
physiologischen Hauflora des Menschen gehort, konnen die verschiedenen Spezies mit
Hautkrankheiten assoziiert sein. Dazu gehoren unter anderem die Pityriasis versicolor, das
seborrhoischen Ekzem, die Malassezia-Folikulitis und das atopische Ekzem (Sugita 2013).
Aufgrund erschwerter Isolierung, Kultivierung und Differenzierung der Spezies wird die
Verbindung zu den Erkrankungen jedoch kontrovers diskutiert. Als gesichert gilt die
Assoziation zwischen Malassezia-Spezies und Pityriasis versicolor sowie der Malassezia-
Follikulitis (Hort 2006). Fiir die Differenzierung eignen sich besonders die
molekularbiologischen Methoden, wie z.B. die ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et
al. (2000). Mittels dieser ist eine schnelle und zuverlissige Identifizierung durchfiihrbar, was
ein gezieltes [Einsetzen der verschiedenen Antimykotika mit unterschiedlichen
Wirkungsspektra ermoglicht (Arikan 2000, Chiou 2000). So wird das Outcome fiir die
betroffenen Patienten verbessert. AuBlerdem kann anhand molekularbiologischer Methoden
eine Identifikation direkt aus dem klinischen Material ermoglicht werden. Die folgende

Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Malassezia-assoziierten Erkrankungen.



Tabelle 2: Malassezia-assoziierte Erkrankungen

Krankheits | Pityriasis Seborrhoisches Malassezia- Atopisches
bilder versicolor Ekzem Folikulitis Ekzem
Symptome | Pigment- Entziindliche, Kleine, follikiilare | Ekzeme im
verschiebung, gerotete, fettig Papeln und Kopf-Nacken-
kleieformige schuppende leicht | Papulopusteln, Bereich;
Schuppung infiltrierende starker Juckreiz, verbunden mit
Herde in nach Reiben Juckreiz,
seborrhoischen urtikarielle chronisch
Arealen verbunden | Reaktion verlaufend
mit geringem
Juckreiz
Diagnose | Mikroskopischer | Histologischer Histologischer Erhohte
Nachweis von Nachweis: Nachweis: IgE-Serum-
Sprosszellen und | psoriasiforme follikulére Konzentration,
Hyphen aus Epidermishyper- Hyperkeratose, Positiver
Schuppenmaterial | plasie, dilatierter Follikel, | Pricktest
perivaskulére Sprosszellen und gegeniiber
Lymphozyten- entziindliche Extrakt aus
infiltrate, Infiltrate Malassezia-
perifollikulér Hefen
betonte Spongiose
Therapie | Topisch: Topisch: Topisch: Systemische
Antimykotika aus | Antimykotika, antimykotische und lokale
der Gruppe der Immunmodula- Therapie mit Antimykotika
Azole, toren wie Azolen,
Propylenglykol, Tacrolimus, Selendisulfid,
Salizylspiritus Pimecrolimus Aknetherapeutika
Systemisch: Systemisch: Systemisch:
Azole wie Antimykotika Isotretinoin
Ketoconazol,
Itraconazol,
Fluconazol

1.2.1 Pityriasis versicolor

Erstbeschreiber der Pityriasis versicolor war Robert Willan zu Beginn des 19. Jahrhunderts

(Shelly 1953). Es handelt sich um eine oberflichliche, chronische Hauterkrankung, welche fiir

gewohnlich am oberen Stamm, am Hals oder an den Oberarmen lokalisiert ist (Faergemann

2000). Das charakteristisch-klinische Bild umfasst schuppige hypo- oder hyperpigmentierte

Lisionen (Sunenshine 1998). Das zusitzliche Auftreten von Entziindungsreaktionen hingt

moglicherweise auch von der Fihigkeit des Organismus ab, Komplement im menschlichen

Serum zu bilden (Gupta 2003, Nenoff 2001). Ein Vergleich der Hautldsionen zwischen an PV

und seborrhoischer Dermatitis (SD) Erkrankten und der Haut gesunder Probanden zeigte,

dass Malassezia globosa die fithrende Spezies in Lisionen der Pityriasis versicolor

ist

(Crespo 1999a, Crespo 1999b). Dieses Ergebnis wurde kiirzlich mit Hilfe von auf PCR
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basierenden Untersuchungen bestitigt (Lyakhovitsky 2013). Dennoch ist die Isolation
meherer Spezies aus einer Lision eines an PV erkrankten Individuums keine Seltenheit und
gehort zu den Prédispositionsfaktoren zur Auslosung einer PV (Romano 2013). Die
Diagnosestellung wird durch das spezifische klinische Krankheitsbild gestiitzt. Mikroskopisch
zeigen sich im Nativprdparat aus dem Randgebiet der Lasionen Hyphen und Sprosszellen.
Aufgrund ihrer Anordnung werden diese als ,,Spaghetti mit Fleischkloschen* bezeichnet. Ein
Nativpridparat ohne Befund schlieBt die Diagnose Pityriasis versicolor praktisch aus
(Altmeyer 1998). Mit dem zusitzlichen Nachweis von Fluoreszenzphdnomenen der Lisionen
im Wood-Licht ldsst sich die Diagnose bestidtigen. Bei dieser Methode treten auch
makroskopisch unauffillige Lédsionen in Erscheinung und lassen eine bessere Einschitzung
des AusmaBes der Krankheit zu (Hay 1996).

Pradisponierend wirken verschiedene exo- und endogene Faktoren auf den Ausbruch der
Pityriasis versicolor. Exogene Faktoren beinhalten hohe Temperaturen und eine hohe
Luftfeuchtigkeit, welche das gehdufte Vorkommen in den Tropen erklért. Zu den endogenen
Faktoren gehoren eine stark lipidhaltige Hautflora, Hyperhidrosis, genetische Faktoren sowie
Therapien mit Kortikosteroiden und Immunsuppressiva (Faergemann 2000).

Die Hautkrankheit befillt besonders hdufig Heranwachsende in der Pubertit. Dies hidngt mit
der vermehrten Aktivitit der Talgdriisen und dem damit erhdhten Fettgehalt der Haut
zusammen (Gupta 2003). Auch wirken sich Schwangerschaft und Diabetes mellitus
pradisponierend aus (Altmeyer 1998). Wird die Krankheit nicht behandelt, kann es zu
chronischen Rezidiven kommen. Es werden Rezidivraten von bis zu 60-80 % in den ersten
zwel Jahren beschrieben. Die Therapie wird zundchst mit einer lokalen Behandlung
begonnen. Sie ist sowohl kostengiinstig als auch zur Intervallanwendung und somit zur
Rezidivprophylaxe geeignet. Im Vordergrund steht die Behandlung des gesamten Korpers.
Bewihrt haben sich die Wirkstoffe Ketoconazol und Econazol in Form von Cremes oder
Losungen. Als Alternativen gelten alle anderen Azolantimykotika und weitere antimykotisch
wirksame Substanzen. Eine systemische Therapie ist indiziert, wenn es bei
Complianceproblemen zu besonders ausgedehnten Herden und hiufigen Rezidiven kommt.
Geeignet fiir die Behandlung sind die Azole wie Itra- und Fluconazol. Da Terbinafin nicht mit
dem ekkrinen Schweifl ausgeschieden wird, ist es systemisch appliziert unwirksam (Hort

2006, Nenoff 2001).

1.2.2 Seborrhoisches Ekzem
Das seborrhoische Ekzem ist ebenfalls eine hiufige Malassezia-assoziierte Erkrankung. Sie

weist bei Immunkompetenten eine Prdvalenz von 1-3 % und bei Immunsupprimierten eine
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von 30-83 % auf (Smith 1994). Symptome zeigen sich in den seborrhoischen Arealen wie der
Nasolabialfalte, den medialen Augenbrauen, den Ohren oder der Kopfhaut. Sie duflern sich
als entziindlich-gerotete, fettig-schuppende, leicht infiltrierte Herde, verbunden mit geringem
Juckreiz. Zur Diagnosestellung zieht man das histologische Bild heran, welches dem der
Psoriasis vulgaris dhnelt. Es zeigen sich psoriasiforme Epidermishyperplasie, perivaskulire
Lymphozyteninfiltrate sowie eine diskret perifollikulidr betonte Spongiose.

Die genaue Beziehung zwischen Malassezia-Spezies und dem seborrhoischen Ekzem wird
noch immer kontrovers diskutiert. Dass ein Zusammenhang besteht, belegt die Wirkung der
Antimykotika auf diese Erkrankung. Nicht geklart ist, ob die erhohte Besiedlungsdichte von
Malassezia, wie einzelne Studien zeigen (McGinley 1975), oder ein verdndertes
Reaktionsmuster der Patienten auf die Hefen Ausloser fiir die Krankheit sind (Bergbrant
1989). Die Therapie erfolgt primér topisch. Als geeignet gelten Priparate wie das
Ciclopiroxolamin, Azole, Terbinafin, Tacrolimus, Pimecrolimus und Zinkpyrithion.

In einer Studie wurden auBlerdem ein Miconazol-haltiges und ein Ketoconazol-haltiges
Shampoo in Bezug auf die die Effektivitit und Zuverldssigkeit in der Behandlung des
seborrhoischen Ekzems auf der Kopfhaut gestestet. Hier erwies sich das Micanozol-haltige
Shampoo als das Geeignetere (Buechner 2013).

Systemische Antimykotika werden nur bei stark ausgepridgten Befunden oder haufigen

Rezidiven empfohlen.

1.2.3 Malassezia-Follikulitis

Erstmals beschrieben wurde die Erkrankung Malassezia-Follikulitis bereits 1969 von Weary
sowie 1973 von Potter. Klinisch finden sich kleine follikuldr gebundene Papeln und
Papulopusteln. Sie treten besonders im Bereich von Brust und Riicken auf. Es kommt zu
starkem Juckreiz und nach Reiben auch zu urtikariellen Reaktionen (Faergemann 1988).
Unklar ist ein gemeinsamer Pridispositionsfaktor, besonders bei immunsupprimierten
Individuen (Alves 2000). Hier kann es auch zu einem wenig ausgeprigten Juckreiz kommen
(Crespo 2010). Die Diagnose wird histologisch gestellt. Hier finden sich follikulire
Hyperkeratosen, dilatierte Follikel und Sprosszellen im gestauten Sebum. AuBlerdem kommt
es zu entziindlichen Infiltraten, welche ebenfalls Hefezellen enthalten. Die Malassezia-
Follikulitis tritt geh&duft bei jungen Erwachsenen auf. Préadisponierend wirken hohe
Temperaturen, Luftfeuchtigkeit, Okklusion und antibiotische Therapien besonders mit
Tetracyclinen. FEine untergeordnete Rolle spielen vermehrte Oberflichenlipide,

Immunsuppression, Schwangerschaft und Diabetes mellitus. Therapeutisch verwendet man in
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erster Linie Antimykotika aus der Gruppe der Azole. Ebenso geeignet sind Selendisulfid,

Aknetherapeutika und systemisch Isotretinoin.

1.2.4 Atopisches Ekzem

Beim atopischen Ekzem handelt es sich um eine chronisch verlaufende, entziindliche
Dermatose. Kennzeichnend sind Ekzeme und starker Juckreiz. Als Ursache wird eine
Verbindung aus veridnderter Immunreaktivitit und defekter Hautbarriere (Cork 2009) mit
verschiedenen dufleren Faktoren als Ausloser vermutet. Bei 80 % der Patienten kommt es zu
einer Hautreaktion vom Soforttyp durch Umweltallergene, verbunden mit einer erhohten IgE-
Serumkonzentration (Bieber 2008).

Clemmensen und Hjorth zeigten bereits 1983 einen Zusammenhang zwischen atopischem
Ekzem und Malassezia-Hefen. Durch die Behandlung mit Ketoconazol kam es bei den
Patienten zu einer Besserung. Fiihrte man bei diesen zusitzlich einen Pricktest mit
Malassezia-Hefen-Extrakt durch, fiel der Test positiv aus (Clemmensen 1983).

Therapeutisch wirksam sind, wie weitere Studien zeigten, sowohl systemische als auch lokale
Antimykotika. Welches Patientenklientel von der Behandlung profitiert, wird an
verschiedenen Kriterien wie dem positiven Prick- und Atopie-Patch-Test als auch dem

spezifischen IgE-Nachweis festgemacht.

1.3 Methoden zur Differenzierung von Malassezia-Hefen

Erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts war man in der Lage, Malassezia-Hefen zu kultivieren.
Sie werden auch als lipophile Hefen bezeichnet, denn ihr Stoffwechsel hingt von langkettigen
Fettsduren ab. Aus diesem Grund bedingt ihre Anzucht, mit Ausnahme der einzigen nicht
obligat-lipophilen Hefe M. pachydermatis, eine Supplementierung dieser Fettsduren im
Medium (Guheo 1996, Nazzaro-Porro 1976, Shifrine 1963). Sie dienen der Hefe als
Energiequelle und Baustein fiir die Membranbiosynthese. Zwar kann die Zugabe von Glukose
und Asparagin (Nazzaro-Porro 1976) oder Asparagin, Thiamin und Pyridoxin (Benham 1939)
zum Nidhrmedium als wachstumsstimulierend angesehen werden, dennoch sind sie allein
nicht in der Lage, eine Anzucht zu ermdéglichen. Als geeignete Medien haben sich sowohl der
m-Dixon-Agar als auch der Leeming-Notman-Agar erwiesen. Um die angeziichteten Hefen
anschliefend differenzieren zu konnen, stehen verschiedene Techniken zur Verfiigung. Es
handelt sich dabei um die biochemische sowie die phidnotypische Charakterisierung als
konventionelle Methoden und um die molekularbiologische Vorgehensweise als innovatives

Verfahren.
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1.3.1 Konventionelle Methoden

Mit Hilfe der konventionellen Methoden erfolgt die Differenzierung der verschiedenen
Malassezia-Spezies auf der Grundlage einer Kombination biochemischer, physiologischer
und morphologischer Kriterien wie dem Verhalten auf Sabouraud-Dextrose-Agar oder (m)-
Dixon-Agar, dem Verhalten auf Selektivagar fiir pathogene Pilze, der Katalasereaktion, der
Spaltung von Eskulin, der Cremophor EL®-Assimilation, der Lichtmikroskopie und der
Fettsiureverstoffwechselung anhand der Tween®-Assimilation. Weitere Differenzierungs-
moglichkeiten fiir Malassezia furfur stellen die Glycin-Verwertung, die Pigmentproduktion
und die Polidocanol-Empfindlichkeit dar.

Mittels Sabouraud-Dextrose-Agar konnen die lipid-abhidngigen Malassezia-Spezies von der
nicht obligat lipid-abhingigen Malassezia pachydermatis abgegrenzt werden.

Der Nachweis von Katalaseaktivitit erfolgt als Objekttriagertest (Guillot 1996). Durch die
Katalase erfolgt die Spaltung des durch Oxidationsreaktionen entstehenden
Wasserstoffperoxyds, welches enzymkatalysiert in HyO und O, transformiert wird. Der
Sauerstoff entweicht im Testansatz unter Blasenbildung. Entstehen nach Zugabe von
Wasserstoffsuperoxid Gasblasen mit anhaltender Schaumbildung, ist der Test als positiv zu
werten. Keine Katalaseaktivitit ist allein Malassezia restricta zuzuschreiben (Guillot 1996).
Anhand des Eskulinagars wird die B-Glukosidase-Aktivitit der verschiedenen Malassezia-
Spezies zur Differenzierung herangezogen (Mayser 1997). Durch die Spaltung von Eskulin in
Eskuletin, Glukose und Eisensalz wird der hellbraune Agar dunkelbraun geférbt. Positiv fallt
der Test fiir M. sympodialis, schwach positiv fiir M. furfur und negativ fiir M. slooffiae aus.
Faergemann fiihrte den Test ergédnzend mit M. sympodialis, M. obtusa und M. globosa durch
und kam zu dem Ergebnis, dass sowohl M. sympodialis als auch M. obtusa Eskulin spalten,
wihrend M. globosa im Test negativ ausfillt (Faergemann 2002).

Bei der Cremophor EL®-Assimilation handelt es sich um einen Agardiffusionstest. Die Hefen
werden bei 32°C inkubiert und auf Wachstumshofe um das Cremophor EL® untersucht. Diese
zeigten sich beim M. furfur bereits nach sechs Tagen, wihrend M. sympodialis, M. slooffiae
und M. globosa erst nach zehn Tagen mit nur sehr schwachem Stoffwechselprozess
imponieren (Mayser 1997).

Glycin als alleinige Stickstoffquelle in einem Nidhrmedium ermoglicht nur M. furfur das
Wachstum und unterscheidet diese Hefe damit von den anderen Spezies (Murai 2002).

Die Pigmentproduktion ist eine Fihigkeit des M. furfur. Dieser bendtigt lediglich ein
Wachstumsmedium, bestehend aus einer Lipidquelle und der Aminoséure Tryptophan. Er
verursacht die Bildung eines im UV-Licht fluoreszierenden Pigments (Mayser 1998). Alle

untersuchten obligat lipophilen non-furfur Stamme sind dazu nicht in der Lage.
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Die Polidocanol-Empfindlichkeit unterscheidet ebenfalls M. furfur von den iibrigen Stimmen.
Das antiprurigindse und analgetische Lokaltherapeutikum benétigt zehnfach hohere
Konzentrationen zur Wachstumshemmung als bei non-furfur-Stimmen (Mayser 1997).

Eine weitere phianoytpische Methode ist der Tween®-Assimilationstest, der unter Punkt 1.3.2
nédher beschrieben wird.

Mittels Mikroskopie kann die mikromorphologische Zuordnung verschiedener Malassezia-

Spezies erfolgen. Diese ist in Tabelle 7 unter Punkt 3.2.9 aufgefiihrt.

1.3.2 Tween®-Assimilationstest

Eine weitere Moglichkeit zur Differenzierung von Malassezia-Spezies ist der Tween®-
Assimilationstest, den Guého und Guillot als einen zentralen Bestandteil eines von ihnen
entwickelten Differenzierungsschemas 1996 publizierten. Durch diesen ist es mdoglich,
anhand der Unterschiede in der Verstoffwechselung bestimmter Lipidquellen verschiedene
Malassezia-Spezies zu identifizieren.

Bei der Tween®—Testung werden verschiedene Polysorbat-haltige Lipidquellen als Tween®
20, Tween® 40, Tween® 60 und Tween® 80 in Stanzungen auf Agar-Platten den Malassezia-
Kulturen als Substrate zur Assimilation exponiert. Dazu werden die Tweens in
Mehrfachkulturschalen wie zuvor beschrieben prépariert, mit Malassezia-Stammen beimpft
und im Brutschrank bei 32°C fiir 21 Tage inkubiert. Anhand des unterschiedlichen
Wachstumsmusters und der vermutlich durch Hydrolyse entstandenen Prizipitate mit nicht-
I6slichen Fettsduren auf den verschiedenen Lipidquellen sind nach Guého und Guillot so M.
furfur, M. sympodialis und M.slooffiae voneinander abgrenzbar. M.globosa, M.obtusa und
M.restricta konnen hingegen nicht eindeutig voneinander abgegrenzt werden und erfordern
weitere  Tests zur genauen Speziesidentifizierung. Im 1996  verdffentlichten
Differenzierungsschema von Guého und Guillot ist daher die Testung auf Tween®-
Asssimilation neben der Subkultivierung auf Sabouraud-Dextrose-Agar mit zusitzlicher
mikroskopischer Untersuchung morphologischer Charakteristika und Priifung auf
Katalaseaktivitit die Spezies-Zuordnung der Malassezia-Hefen kombiniert. Grafik 1
veranschaulicht die ~ Wachstumsmusterzuordnung  der  genannten  Spezies im
Differenzierungsschema von Guého und Guillot 1996 auf der folgenden Seite. Tween® 20

verursacht Hemmhofeffekte bei M. sympodialis wie M. globosa, M. restricta und M. obtusa.
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Grafik 1: Uberblick iiber das unterschiedliche Wachstum der Spezies im Tween®-Auxano-
gramm: im Uhrzeigersinn in Stanzungen auf Agarplatten enthaltene Tween®-Lipidquellen:
Tween® 20, Tween® 40, Tween® 60, Tween® 80. Schwarz: Wachstum, weiss: Hemmhof

M. sympodialis M. furfur M. slooffiae M. globosa
M. restricta
M. obtusa
Tween® 80 Tween® 20

®
® ¢
®

o 00 O
Tween® 60 Tween®40 | \y O O

1.3.3 Molekularbiologische Verfahren

Die Taxonomie von Malassezia-Hefen war iiber Jahre nur anhand morphologischer Kriterien
moglich. Erst 1996 wurde eine molekularbiologische Methode angewandt: Die Charakterisie-
rung der groBen Untereinheit der ribosomalen DNA (D1/D2). Mit ihrer Hilfe kam es zu einer
Neuordnung der Gattung. Zu dieser Zeit waren bereits sieben Spezies bekannt: M. furfur, M.
pachydermatis, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae (Guillot
1995, Guého 1996). Ab diesem Zeitpunkt wurden weitere molekularbiologische
Differenzierungsmoglichkeiten entwickelt und verschiedene Studien durchgefiihrt. Mit Hilfe
dieser Verfahren lieBen sich neue Spezies klassifizieren: M. equi (Nell 2002), M. dermatis
(Sugita 2002), M. japonica (Sugita 2003 b), M. nana (Hirai 2004) und M. yamatoensis (Sugita
2004). In der folgenden Tabelle sind die verschieden molekularen Differenzierungs-
moglichkeiten mit ihren Zielsetzungen dargestellt (Mayser 2006), unter anderem die in dieser
Arbeit angewandte Sequenzierung der ITS-Region nach Makimura et al. (2000).

Tabelle 3: Geeignete molekulare Methoden fiir die verschiedenen Zielsetzungen (Mayser 2008)

Zielsetzung der Studie Geeignete Methode

Spezies Identifikation Sequenzierung der LSU (D1/D2); PGFE,
Sequenzierung der rDNA (IGS, ITS1/ITS2),
PCR-Restriktionsendonuklease-Analyse

(REA), RFLP

Stamm-Typisierung fiir die RFLP, AFLP, RAPD

epidemiologische Untersuchung

In-vivo Diagnostik Nested-PCR zur Amplifikation der ITS-
Region und RFLP




1.3.4 Die ITS-Regionen

Bei den ITS-Regionen handelt es sich um zwei der meist genutzten DNA-Abschnitte fiir die
umfassende Typisierung der Malassezia-Spezies (Gaitanis 2009). Sie liegen innerhalb des
DNA-Stranges als Teil der ribosomalen DNA (rDNA). Diese enthilt die Gene fiir ribosomale
RNA (rRNA). rRNA ist ein wichtiger Bestandteil der Ribosomen, die wiederum fiir die
Proteinbiosynthese (Translation) notwendig sind. Bei der rRNA handelt es sich um eine
strukturelle Ribonukleinsdure (RNA), deren Information nicht in Proteine umgeschrieben
wird. Die zytoplasmatischen Ribosomen der Eukaryoten enthalten vier verschiedene rRNAs.
Diese konnen bis zu 90 % der Gesamt-RNA einer Zelle ausmachen. Fiir die Produktion derart
groBer Mengen werden fiir jede der vier rRNAs viele Gene bendotigt. Die Gene von Dreien
(die der 18S-, 5,8S- und 28S-rRNA) liegen jeweils direkt hintereinander und werden
gemeinsam transkribiert, und zwar von der RNA-Polymerase I. Solche Transkriptions-
einheiten liegen in groBer Zahl als tandemartige Wiederholungseinheiten vor und bilden die
eigentliche rDNA. Die 18S-, 5,8S und 28S-rRNA-Gene dieser Transkriptionseinheit werden
auf DNA-Ebene durch zwei sogenannte ,internal transcribed spacer* (ITS) getrennt

(http://de.wikipedia.org/wiki/Ribosomale_DNA).

Abbildung 1: ITS - interner transkribierte Spacer, LSU - gro3e Untereinheit; SSU - kleine
Untereinheit, 5.8S-Region angrenzend an die internen transkribierten Spacer-Regionen 1 und
2 (Gaitanis 2009)

SSU (185) 5.85 LSU (285)

¢ 4
ITS1 ITS2

Diese ITS-Regionen zeichnen sich weiter durch eine auffallende Vielseitigkeit der Sequenzen
sowohl zwischen den Hauptgruppen von eukaryonten Mikroorganismen als auch innerhalb
der Spezies derselben Hauptgruppe aus. Die SequenzgroBe variiert zwischen 300
Basenpaaren bei Hefen bis hin zu 1000 Basenpaaren beim Menschen (Gonzalez 1990/Joseph
1999). Um eine Identifikation von Malassezia-Hefen anhand der ITS-Region durchfiihren zu
konnen, muss die zu untersuchende DNA extrahiert, mit Hilfe der entsprechenden Primer

vervielfiltigt und anschlieBend sequenziert werden.
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2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit thematisiert die Evaluation einer in der Klinik fiir Dermatologie,
Venerologie und Allergologie des Universititsklinikums GieBen entwickelten phénotypischen
Differenzierungsmethodik zur Speziesidentifikation von Malassezia-Hefen mittels einer
molekularbiologischen Referenzmethode.

Die Spezies der Gattung der Malassezia besitzen als Teil der physiologischen Hautflora
warmbliitiger Tierarten und des Menschen Pathogenititspotenzial von der Dermatose bis hin
zur vital-bedrohlichen Sepsis mit innerhalb der Gattung sich unterscheidender
Therapieregime, weshalb der Speziesidentifikation entsprechende Bedeutung zukommt. Des
Weiteren wird die Speziesdifferenzierung der Gattung Malassezia auch fiir phylogenetische
Studien genutzt.

Prinzipiell kann eine Identifizierung von Malassezia-Spezies mittels konventioneller
Methoden wie auch molekularbiologischer Methoden erfolgen. Diese Arbeit beschéftigt sich
mit diesen Differenzierungsmoglichkeiten. Es werden konventionelle und molekular-
biologische Techniken gegeniibergestellt und diskutiert, welche Verfahren fiir die
Differenzierung geeignet sind. Evaluiert wird eine am UKGM durch Gutsuz et al.
entwickelte  phidnotypische  Differenzierungsmethodik von  Malassezia-Hefen — mit
Modifikation der auf der Methodik von Guého und Guillot basierenden
Fettsdureauxanographie als Teil eines Testsystems zur Malassezia-Differenzierung. Dies
geschieht anhand der Bestimmung der Ubereinstimmungsrate mit der bereits etablierten
molekularbiologischen ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et al. (Makimura et al.
2000). Bei den ITS-Regionen handelt es sich um zwei der meist genutzten DNA-Abschnitte

fiir die umfassende Typisierung der Malassezia-Spezies (Gaitanis 2009).

Als konkrete Fragestellung sollte beantwortet werden:

Stellt die modifizierte Fettsdureauxanografie nach Gutsuz et al. in Ergénzung zu weiteren
konventionellen Verfahren als phinotypische Differenzierungsmethodik eine praktikable und

im Vergleich zur molekularbiologischen ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et al.

(2000) eine ausreichend zuverldssige Methode zur Malassezia-Speziesidentifikation dar?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Referenzstimme

Es wurden verschiedene, bereits vor der Methoden-Testung in der Identitit bekannte
Referenzstimme unterschiedlicher Malassezia-Spezies sowohl durch die phénotypische
Differenzierungsmethodik als auch molekularbiologisch mit Hilfe der ITS1-rDNA-
Sequenzierung bestimmt. Hiermit kann ermittelt werden, wie valide die Test- und die
Referenzmethode sind. Die Malassezia-Referenzstimme sind in der folgenden Tabelle mit
der Bezeichnung der Proben, der Speziesbenennung sowie der urspriinglichen Herkunft der

Proben dargestellt.

Tabelle 4: Malassezia-Referenzstimme

Bezeichnung/Stamm Spezies Herkunft

CBS 1878 T M. furfur Kopfschuppen

CBS 4170 M. furfur Ohr eines Pferdes

CBS 4171 M. furfur Ohr einer Kuh

CBS 6000 M. furfur Kopfschuppen

CBS 6046 M. furfur Pityriasis versicolor

EG 658* M. furfur Sepsis bei Leukdmie

CBS 4162 M. furfur Ohr eines Schweines

CBS 7019 M. furfur Pityriasis versicolor

CBS 7222 T M. sympodialis Ohr eines AIDS-Patienten
CBS 7979 M. sympodialis klinisch unveridnderte Haut
CBS 7877T M. restricta klinisch unverinderte Haut
CBS 7861 M. slooffiae nicht bekannt

CBS 9145 M. dermatis nicht bekannt

CBS 7876 M. obtusa klinisch unverinderte Haut
CBS 7966 M. globosa Pityriasis versicolor

CBS ATCC 42132 M. sympodialis nicht bekannt

CBS 1892 M. pachydermatis | Ohr eines Hundes

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands; *: Geschenk von Dr.

Guého, Institut Pasteur, Paris, France; T: type-strain; NT: Neotype-strain;
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3.1.2 Wildstimme

Die Wildstimme wurden mit Hilfe von Kopfmassagebiirsten (WEKA, Dortmund, FRG) aus
Kunststoff von sowohl gesunder als auch kranker Haut gewonnen Die Identitdt der
Malassezia-Spezies war zuvor nicht bekannt. Die genaue Verarbeitung des gewonnenen
biologischen Materials wird im folgenden Methoden-Abschnitt beschrieben. Weitere
Wildstimme wurden aus den Bestinden des mykologischen Labors der Hautklinik des

Universitétsklinikums Gielen und Marburg, Standort Giellen, iibernommen.

3.1.3 Geriite, Materialien, Chemikalien

3.1.3.1. Geriite

1) Kopfmassagebiirsten (WEKA, Dortmund, FRG)

2) sterile Cups (Fa. Eppendorf Grofie 2,0;1,5;0,5)

3) sterile Pipettenspitzen blau, weil3, gelb (Fa. Eppendorf)

4) Zentrifuge (Fa. Eppendorf, 5415D)

5) Vortexer (Fa. Bender und Hobein, Vortexgenie)

6) Thermoerhitzer (Fa. Eppendorf, Mixer Comfort, 2ml)

7) Thermocycler (Fa. Eppendorf, Mastercycler gradient, Inv Nr.: 1086804 00/90)

8) Laufkammer (Fa. Life Technologies, Horizon 20.25, Cat Nr.: 21069-018)

9) Elektrophorese (Fa. Biometra, Whatman, PS 305T)

10) UV-Tisch (TFX-35LC, Serial No.: 0410832)

11) Digitalkamera (Fa.Cannon)

12) PC (Max Data)

13) Brutschrank (Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau)

14) Gelkammer fiir die Gelelektrophorese (Fa Bichler Fein Tech M.A.K.I Holstein)
15) Mikrowelle (z.B. Amica MW 13151)

16) sterile Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Fa Nunc, Roskilde, DK)
17) UV-Abdeckschutz (Fa. Biometra, BDA Digital)

3.1.3.2 Chemikalien und Materialien

3.1.3.2.1 (m)-Dixon Agar

1) 3,6 % Malzextrakt (Malzextrakt-Bouillon, Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
2) 0,6 % Pepton (Casein) (Pepton aus Casein, Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
3) 2,0 % Ochsengalle (Fa. Merck Darmstadt, FRG)

4)1,0 % Tween® 40 (Tween® 40 Atlas, Fa. Sigma, St. Louis, USA)

5) 0,4 % Olivendl (aus der Apotheke kaltsterilisiert)
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6) 1,2 % Agar (Agar Agar reinst, Fa. Merck)
7) 0,04 % Cycloheximid (Fa. Sigma Aldrich, Steinheim, FRG)
8) 0,005 % Chloramphenicol (Fa. Merck, Darmstadt, FRG)

3.1.3.2.2 Leeming-Notman-Agar

1) 2 g Pepton (Pepton aus Casein, Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
2) 2 g Glucose (D(+)-Glucose wasserfrei, Fa. Merck)

3) 0,4 g Hefeextrakt (Fa. Dicfo, Detroit, USA)

4) 1,6 g Ochsengalle (Fa. Merck, Darmstadt, FRG)

5) 2 ml Glycerol (Fa. Merck, Darmstadt, FRG)

6) 0,1 g Glycerol-Monostearat (BDH, England)

7) 3 g Agar (Agar Agar reinst, Fa. Merck, Darmstadt)

3.1.3.2.3 Gelelektrophorese

1) TE-Puffer: 11 Aqua dest. 1,21 g TRIS und 0,37 g EDTA

2) TBE-Puffer: Stammlosung mit 108 g (89 mM) TRIS-Puffer, 55 g (89 mM) Borséure und
186,1 g (0,5 M) EDTA-Na2 x 2 H20 in 1000 ml Aqua dest (Lichrosolv)

3) Agarosegel 1 % ig: 2,5 g Agar, 250 ml 1:10 verdiinnter TBE 10 mal-Puffer,
Ethidiumbromid-Losung: 5 pl (10 mg/ml)

4) DNA-Leiter : 20 ul der DNA-Leiter (Fa. Invitrogen, Cat. No. 10787-018, Size: 250 ng,
Konzentration 1 pg/ul), 100 pl 25 %-iges Ficoll, 240 ul H20 Auftragspuffer (400 pl 25 %-iger
Ficoll-Losung, versetzt mit Spatelspitze Bromphenolblau), 40 ul TE-Puffer

5) 2. 600 pl H20

3.1.3.2.4 DNA-Extraktion

1) QIAamp DNA Mini Kit (Fa. Qiagen, Catalog no. 51304): 180 ul ATL-Puffer, ul 20
Proteinase K, 200 pl AL-Puffer, 500 pl AW1-Puffer, 500 ul AW2-Puffer, QIAamp-
Spinsdulen mit 2 ml Sammelréhrchen

2) 100 ul Aqua dest. (Fa. Merck, Lichrosolv-Wasser fiir Chromatographie)

3) 200 pl Ethanol (96% unvergillt)

3.1.3.2.5 PCR
1) 1662 ul Wasser fiir die Chromatographie (Fa. Merck, Lichrosolv-Wasser fiir
Chromatographie)

2) 200 pl PCR-Puffer (Fa. Invitrogen, Cat. No. 10342-053)
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3) 6 pl Primer 18SF1: 5°-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-"3 ( Fa. Sigma-Aldrich)

4) 6 Wl Primer 58SR1: 5°-TTCGCTGCGTTCTTCATCGA-"3 ( Fa. Sigma-Aldrich)

5)d NTPs mit 4 ul d°ATP, 4 ul d°CTP, 4 ul d°"GTP und 4 ul d"TTP (Fa. Invitrogen, Cat. No.
18427-013)

6) 10 ul Tag-Polymerase (Fa. Invitrogen, Cat. No. 10342-053)

7) DNA-Template

3.1.3.2.6 Auxanografie-Testsystem mit u.a. modifizierten Fettsiureauxanogramm von
Gutsuz et al.

1) Eskulinagar: 5,37 g Eskulin (Galle-Eskulin-Azid-Agar, Sifin, Berlin, BRD) mit Aqua dest.
auf 100 ml aufgefiillt

2) Pigment-induzierender 1b-Agar: 5,37 g Eskulin (Galle-Eskulin-Azid-Agar, Fa Sifin,
Berlin, BRD) mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt, 3 ml Tween® 80 (Tween® 80 Atlas, Fa
Sigma, St. Louis, USA) und 0,3 g L-Tryptophan (L-Tryptophan, Fluka, Buchs, Schweiz)

3) Cremophor EL®—Agar: Je 1,65 g Selektivagar fiir pathogene Pilze (Fa Merck, Darmstadt,
FRG), Aqua dest. auf 100 ml, 4 ml Cremophor EL® (Fa Fluka, Buchs, Schweiz).

4) Fettsdure-Agar: Je 3,3 g Selektivagar fiir pathogene Pilze, Aqua dest. auf 100 ml, jeweils 1
g der in folgender Tabelle aufgefiihrten Fettsduren, Emulgator: Eigelblosung (Eigelb eines
handelsiiblichen Hiihnereis mit 0,9 %iger isotone Kochsalzlosung (Fa Braun, Melsungen)

5) Selektivagar fiir pathogene Pilze (Fa Merck, Darmstadt)

6) (m)-Dixon-Agar: siehe Punkt 3.1.3.2.1

Tabelle 5 verwendete Fettsduren mit Angabe der Kohlenstoff-Kettenlidngen, der Bezeichnung

und der Herstellerfirma

Kohlenstoffkettenldngen Bezeichnung Bezug iiber

C10:0 Caprinsédure Sigma, St. Louis, USA
C12:0 Laurinsdure Sigma, St. Louis, USA

C 140 Myristinsdure Sigma, St. Louis, USA

C 16:0 Palmitinsaure Merck, Hohenbrunn, BRD
C 18:0 Stearinsiure Sigma, St. Louis, USA
C18:1;cis 9 Olsédure Sigma, St. Louis, USA

C 18:2;cis 9,12 Linolsiure Sigma, St. Louis, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Anzucht der Malassezia-Stimme

Um die Wildstimme entnehmen zu konnen, wurden Kopfmassagebiirsten (WEKA,
Dortmund, FRG) aus Kunststoff verwendet. Direkt nach dem Biirsten erfolgte die Inokulation
der biologischen Proben in Agarschalen. Hierbei handelte es sich um sterile
Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Fa Nunc, Roskilde, DK). Die verschiedenen
Proben wurden dabei sowohl in Agarschalen mit Leeming-Notman-Agar als auch in
Agarschalen mit (m)-Dixon-Agar gegeben. Andere Wildstamme wurden aus den Bestinden
des mykologischen Labors der Hautklinik des Universititsklinikums Gie3en und Marburg,
Standort Gieflen, iibernommen. Um sicherzustellen, dass es sich nicht um Misch-, sondern um
reine Kulturen handelte, wurden alle Stimme méanderférmig ausgestrichen und, sobald eine
einzelne punktformige Kolonie zu erkennen war, diese auf einen frischen Néhrboden
verimpft. Alle Stimme wurden auf einem modifizierten (m)-Dixon-Agar (Gueho 1996) bei
32 °C in einem Brutschrank (Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau) angeziichtet und fiir die
Dauerkultur in wochentlichen Abstdnden auf frisch zubereitete Nihrboden weiterverimpft.
Das Wachstum dauerte zwischen drei und vier Tagen, anschlieBend wurde mit einer sterilen 2
ml Ose eine reiskorngroBe Probe abgeerntet und dieses Material zur DNA-Gewinnung weiter
verwertet. Die verwendeten Referenzstimme wurden beim CBS (Centraalbureau voor
Schimmel-cultures, Baarn, Niederlande) bestellt. Diese empfehlen die Stimme zunichst auf
einem modifiziertem Leeming-Notman-Agar (MLNA) zu geben. Aufgrund einer besseren
Vergleichbarkeit wurden die Referenzstimme zusidtzlich auf einem (m)-Dixon-Agar

subkultiviert.

3.2.1.1 modifizierter (m)-Dixon-Agar
Alle Stimme wurden auf einem modifizierten (m)-Dixon-Agar angeziichtet.

Zusammensetzung des verwandten (m)-Dixon-Agars (Mayser 1999):

3,6 % Malzextrakt (Malzextrakt-Bouillon, Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
0,6 % Pepton (Casein) (Pepton aus Casein, Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
2,0 % Ochsengalle (Fa. Merck Darmstadt, FRG)

1,0 % Tween 40 (Tween 40 Atlas, Fa. Sigma, St. Louis, USA)

0,4 % Olivenol (aus der Apotheke kaltsterilisiert)

1,2 % Agar (Agar Agar reinst, Fa. Merck)

0,04 % Cycloheximid (Fa. Sigma Aldrich, Steinheim, FRG)

0,005 % Chloramphenicol (Fa. Merck, Darmstadt, FRG)
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Zur Herstellung von 250 ml des Ndhrbodens wurden
9 g Malzextrakt,

1,5 g Pepton,

5 g Ochsengalle,

5 g Agar,

0,1 g Cycloheximid und

2 ml einer Chloramphenicol-Stammlésung™**

abgewogen und mit Aqua dest. ad 250 ml aufgefiillt.

** Die Stammlosung besteht aus: 6,25 mg Chloramphenicol/ml H,O und wurde sterilfiltriert abgefiillt und bei -

20 °C gelagert; 2 ml der Stamml6sung wurden zugegeben.

Nach 30miniitigem Autoklavieren bei 1 bar in einem Melag-Autoklaven Typ 23 (Fa. Melag,
Berlin, FRG) und Abkiihlen auf ca. 50 °C wurden 2,5 ml Tween® 40 und 1 ml Olivendl
hinzugefiigt.

Jeweils 15 ml des Mediums wurden unter einer Laminar-air-flow Arbeitsbank in sterile

Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Fa. Nunc, Roskilde, DK) gegossen.

3.2.1.2 (m)-Leeming-Notman-Agar

Fiir 200 ml eines modifizierten Leeming-Notman-Agars wurden

2 g Pepton (Pepton aus Casein, Fa. Merck, Darmstadt, FRG),
2 g Glucose (D(+)-Glucose wasserfrei, Fa. Merck),

0,4 g Hefeextrakt (Fa. Dicfo, Detroit, USA),

1,6 g Ochsengalle (Fa. Merck, Darmstadt, FRG),

2 ml Glycerol (Fa. Merck, Darmstadt, FRG),

0,1 g Glycerol-monostearat (BDH, England) und

3 g Agar (Agar Agar reinst, Fa. Merck, Darmstadt)

abgewogen und mit Aqua dest. auf 200 ml aufgefiillt.

Erst wird das Gemisch 30 min bei 1 bar in einem Melag Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin,
FRG, Autoklave Typ 23) autoklaviert. Anschlieend ldsst man es auf ca. 50 °C abkiihlen, gibt
5 ml Tween® 60 (Tween® 60 Atlas, Sigma, St. Louis, USA) und 20 ml Olivendl hinzu. Dann
gieBt man 15 ml des Mediums unter einer Laminar-air-flow Arbeitsbank in sterile

Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, DK).
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3.2.2 Gelelektrophorese

Fiir die Herstellung des fiir die Gelelektrophorese benétigten, 1:10 verdiinnten 10*TBE-
Puffers wird eine Stammlosung mit 108 g (89 mM) TRIS-Puffer, 55 g (89 mM) Borsédure und
186,1 g (0,5 M) EDTA-Na; x 2 H;O in 1000 ml Aqua dest (Lichrosolv) hergestellt. Das
Endprodukt wird anschlieBend mit Hilfe von HCI- bzw. NaOH-Titration auf einen pH-Wert
von 8,3 eingestellt.

»IBE® ist die Abkiirzung fiir TRIS-Borat-EDTA, also die jeweiligen Komponenten im
Puffergemisch. Es ist ein basischer Puffer mit der Eigenschaft, die DNA in ihrer
deprotonisierten, anionischen Form zu erhalten und den Zerfall der DNA mittels
Deaktivierung von DNAsen durch die Chelat-bildende Funktion von EDTA mit
Magnesiumbindung partiell zu verhindern. Die ionische Losung ist Strom leitend.

Um die fiir die bei der Gelelektrophorese eingesetzten DNA-Leiter notwendigen TE-Puffer
herzustellen, werden 10 mM TRIS (C4H;;NO;, MG: 121,1 g) und 1 mM EDTA-
Dinatriumsalz-Dihydrat (C;0H;4N;Na,Og x 2 H,O, MG: 372,24 g, pH = 8) benoétigt. Dazu
werden in einem Liter Aqua dest. 1,21 g TRIS und 0,37 g EDTA gel6st und mittels HCI bzw.
NaOH auf einen pH-Wert von 8 titriert. Danach wird der Puffer bei einem Druck von 1 bar
iber einen Zeitraum von 30 min (Fa Melag, Berlin, FRG, Autoklave Typ 23) autoklaviert.
»TE“ im Terminus TE-Puffer steht als Akronym fiir TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, C4H;NO;j, MG 121,14) und EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure,
Ci0H16N20g, MG 292,24). TE-Puffer ist ein hdufig verwendeter Puffer zum Losen und Lagern
von u.a. Oligonukleotiden, da Nukleinsduren in diesem Puffer vor Degradation weitgehend
geschiitzt sind, da EDTA Magnesiumionen komplexiert, die als Kofaktoren fiir degradierende
Endonukleasen agieren. Beim einzustellenden pH-Wert von 8 zeigen die Endonukleasen die

geringste degradierende Aktivitét.

3.2.3 DNA-Extraktion

Unter einer DNA-Extraktion ist deskriptiv das Herauslosen von Desoxyribonukleinsidure
(DNA) aus seiner origindren Umgebung zu verstehen. Diese erfolgte in der vorliegenden
Arbeit bei den Zellen der Malassezia-Hefen mit Hilfe des ,,QIAamp DNA Mini Kit*“ der
Firma Qiagen. Der Kitinhalt umfasst verschiedene Komponenten: Proteinase K, QIAamp-
Spinsdulen, 2 ml Sammelréhrchen (,,Collection tubes — ,,C-Tube®) und fiinf verschiedene

Puffer (ATL, AL, AWI1, AW2, AE).

Die komplexe Protokoll-basierte Prozedur der DNA-Extraktion mittels QIAamp DNA Mini
Kit kann abstrahierend in Vorbereitungsschritte und eigentlicher DNA-Extraktion mit den
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Teilschritten der Zytolyse, der DNA-Adsorption an die Silicagel-Oberfliche der
Chromatografiesidule, der DNA-Purifizierung an der Chromatiegrafiesiule, der DN A-Elution
von der Chromatografiesédule, der DNA-Féllungsreaktion mittels hochkonzentriertem Ethanol
sowie der Transfer des DNA-Pellets in Aqua dest-Losung in ein Eppendorfcup substrukturiert

werden.

Als Vorbereitung miissen vor Beginn der eigentlichen DNA-Extraktionsschritte alle Proben
und Testbestandteile auf Raumtemperatur dquilibriert werden. Zwei Wasserbader sind auf

56°C bzw. 70°C zu temperieren.

Den ersten Schritt zur DNA-Extraktion stellt die Lyse der Zellen mittels sequenzieller Zugabe
von ATL-Puffer und Proteinase K dar. ATL-Puffer ist ein Gewebslysepuffer, dessen
inhaltliche Zusammensetzung Hersteller-seitig nicht angegeben wird. Die hochreaktive,
umgebungsstabile Proteinase K ist ein Enzym aus dem Schlauchpilz Tritirachium album, die
zur Familie der Subtilisin-dhnlichen Serinproteasen mit einer ,,active-site catalytic Triade*
(Asp”’-His®-Ser***) gehort und als Endo- wie Exopeptidase wirkt. Proteinase K besitzt ein
breites Substratspektrum, da die Erkennung von Substraten hauptsidchlich {iber
Wasserstoffbriickenbindungen zum Peptidriickgrat erfolgt (Miiller et al. 1994). Das Enzym
besitzt zwei Bindungsstellen fiir Kalzium-Ionen, deren Bindung die molekulare Stabilitit
verbessert, aber keinen wesentlichen Einfluss auf die Enzymaktivitit besitzt. Dadurch kann
Proteinase K auch in Anwesenheit von Kalzium- und Magenesium-komplexierender EDTA
katalytisch wirken — im Gegensatz zu DNA-katabolisierenden Nukleasen. Proteinase K ist
iber einen weiten pH-Bereich von 4 bis 12 stabil mit einem pH-Optimum von 8 (Ebeling et
al. 1974). In der Anwesenheit von 0.1-0.5 % SDS (Natriumlaurylsulfat, Natriumdodecylsulfat
= anionisches Tensid/Detergens), 3 M Guanidiniumchlorid, 1 M Guanidiniumzyanat wie 4 M
Harnstoff behilt die Proteinase K ihre Aktivitdt und schliisselt die Unterschiedlichkeit der
Proteine und Nukleasen in der DNA-Autbereitung auf, ohne die Intaktheit der isolierten DNA
zu kompromittieren. Eine Anhebung der Reaktionstemperatur von 37 °C auf 50-60 °C kann

die Enzymaktivitit deutlich erhohen (en.wikipedia 2014).

Das nach der Zytolyse resultierende Lysat wird nach Zugabe von AL-Puffer, der die DNA-
fillenden Pufferbedingungen fiir den nachfolgenden Schritt der DNA-Adsorption an eine
Kieselgelmembran optimieren soll, auf die QIAamp-Spinsidule gegeben, an deren Silicagel-
Oberfliche die DNA durch polare Wechselwirkungen adsorbiert. Das an die QIAamp-
Membran gebundene polare Biopolymer DNA wird dann in zwei Zentrifugationsschritten zur

DNA-Purifizierung mittels Waschpuffer von verbliebenen Kontaminanten gereinigt. Dazu
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werden zwei unterschiedliche Waschpuffer — ,,Buffer AW1“ und ,,Buffer AW2* — verwendet,
um so den Reinheitsgrad der spiter von der Chromatografiesdule zu eluierenden DNA zu
steigern. Die beiden Waschschritte entfernen verbliebene Kontaminanten, ohne die DNA-
Bindung an die QIAamp-Membran zu beeinflussen. Die Waschpuffer enthalten Chaotrope,
d.h. chemische Substanzen, die geordnete Wasserstoftbriickenbindungen stéren, um die in der
Chromatografiesdule enthaltene Matrix von verunreinigenden DNA-bindenden Proteinen zu
bereinigen. Die chaotropen Salze denaturieren die Eiweille und halten sie in Losung, wihrend

die DNA an die Matrix gebunden bleibt (Borodina et al. 2003).

Die so gereinigte DNA wird anschlieBend in konzentrierter Form mit dem auf
Raumtemperatur &dquilibrierten Elutionspuffer ,,Buffer AE*“ von der QIAamp-Spinsiule
eluiert. Die DNA-Ausbeute wird gesteigert, in dem man die QIAamp Spinsédule mit ,,Buffer
AE* fiir 5 min vor der Zentrifugation bei Raumtemperatur stehen ldsst. Die eluierte
genomische DNA kann direkt in einer PCR eingesetzt werden. Falls die gereinigte DNA
gelagert werden soll, empfiehlt es sich, die DNA mit Buffer AE (10 mM Tris-Cl; 0,5 mM
EDTA; pH 9,0) zu eluieren und bei —20 °C aufzubewahren. In wissriger Losung gelagerte
DNA unterliegt der sauren Hydrolyse. Die Zusammensetzung des AE wird vom Hersteller
Qiagen nicht angegeben. In der Literatur beschrieben erfolgt die Elution der DNA von der
Matrix in anderen Untersuchungen durch Zugabe von Wasser oder leicht basischem Tris-
Puffer mit EDTA-Zusatz (TE-Puffer) [Wikipedia].

Danach erfolgte als néchster Schritt der DNA-Extraktion die Fillungsreaktion mit
hochkonzentriertem Ethanol in Losung. Hier wird die DNA unter leicht aziden Bedingungen
(pH 5,2) in einer weniger polaren Umgebung aufgrund der Verringerung der Loslichkeit
ausgefillt (Zeugin et al. 1985). Wasser besitzt eine Dielektrizititskonstante von 80,1 bei
25 °C, wihrend diejenige von Ethanol bei nur etwa 24,3 liegt. Der niedrige pH-Wert bei der
Ethanolféllung wird durch die Zugabe von saurer Kaliumacetat- oder Natriumacetat-Losung
erzielt. Dies hilt die sonst negativ geladene DNA in einem protonierten und ungeladenen
Zustand, wodurch die Loslichkeit weiter gesenkt wird. Da die Ethanolfillung relativ unsauber
trennt und einige Proteine, Polysaccharide und RNA gleichzeitig mit der DNA prézipitieren,
wird sie meist nur als abschlieender Reinigungsschritt an einer Probe eingesetzt [Wikipedia].
DNA ist ein polares Biopolymer mit relativ hohem Molekulargewicht, weshalb sie in
unpolarer Umgebung durch die verkleinerte Hydrathiille und die daraus folgende Absenkung
ihrer Loslichkeit ausfillt. Daneben ist DNA aufgrund des Desoxyribosephosphat-Riickgrates
mit anionischen Ladungen proportional zur Kettenldnge in sauren, wissrigen Losungen

unloslich. Bei niedrigen pH-Werten sind die Phosphatgruppen und somit die negativen
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Ladungen der DNA mit Protonen abgesittigt, wodurch die Hydrathiille sich ebenfalls
verkleinert. [Wikipedia].

Der letzte Schritt der DNA-Extraktion ist die Zugabe von destilliertem Wasser iiber einem
Eppendorfcup, in dem sich das DNA-Pellet in Losung hilt.

Im Detail erfolgte die DNA-Extraktion analog dem ,,Tissue Protocol (Q[Aamp DNA Mini Kit
only)* der Firma Qiagen, allerdings unter Abwandlung der Lysebedingungen wie folgt:

Unter sterilen Bedingungen wird eine Ose einer Malassezia-Kultur in ein mit 180 pl ATL-
Lyse-Puffer zur Suspension angereichertes 1,5 ml Eppendorfcup gegeben. Die Suspension
wird 30 Sekunden lang gevortext. AnschlieBend werden 20 pl Proteinase K mit einer
Enzymaktivitdt von 600 mU/ml hinzu pipettiert. Zur Homogenisierung der Probe erfolgt eine
30 Sekunden lange Behandlung auf einem Vortexer mit anschlieBender 30-miniitiger
Inkubation in einem Wasserbad bei 56 °C, wobei alle 10 Minuten eine kurzfristige
Probenentfernung zum jeweils 15-sekiindigen Mischen auf dem Vortexer durchgefiihrt wird.
Als néchster Schritt erfolgt ein Zentrifugieren der Probe bis auf 8000 U/min. Es werden 200
ul AL-Puffer zugegeben, 60 Sekunden auf dem Vortexer gemischt und dann die Probe fiir 10
Minuten in einem 70 °C warmen Wasserbad (Thermomixer) inkubiert. Danach werden 200 pl
unvergillte 96%-ige Ethanol-Losung hinzu pipettiert. AnschlieBend wird die Probe 15
Sekunden auf den Vortexer gegeben und daraufhin kurz anzentrifugiert. Die Losung wird
nach diesem Schritt in eine QIAamp-Spinsidule, welche sich in einem Probensammelrohrchen
(C-Tube) befindet, gegeben und eine Minute mit 8000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Das Probensammelrohrchen wird ausgeleert, ausgeklopft und die QIAamp-
Spinsdule mit dem Prizipitat erneut eingesetzt. AnschlieBend werden 500 pl des AW 1-Puffers
auf die QIAamp-Spinsidule appliziert. Die Losung kommt ebenfalls fiir eine Minute bei 8000
Umdrehungen in die Zentrifuge, das Probensammelrohrchen wird nochmals geleert,
ausgeklopft, die Spinsdule erneut eingesetzt und dann mit 500 pl AW?2-Puffer suspendiert.
Die Probe wird anschliefend bei 13200 Umdrehungen pro Minute fiir 3 Minuten in die
Zentrifuge gegeben, das Probensammelrohrchen in diesem Schritt durch ein Neues ersetzt, in
welches die QIAamp-Spinsdule mit dem Prézipitat eingesetzt und eine weitere Minute bei
13200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert wird. Die QIAamp-Spinsidule wird dann auf ein
2 ml Eppendorfcup als Auffanggefdll gesetzt, mit 100 pl Aqua dest. suspendiert und bei 8000
Umdrehungen eine Minute zentrifugiert. Die sich nun im 2 ml Eppendorfcup befindende
DNA wird 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das auf der folgenden Seite
abgebildete Flussdiagramm veranschaulicht die beschriebene komplexe Prozedur in einem

ubersichtlichen Schema.
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Grafik 2: FluBdiagramm zur DNA-Extraktion

eine Ose Pilzkultur in 180 ul ATL-Puffer (Tissue lysis
buffer) in einem 1,5 ml Eppendorfcup suspendieren

Suspension 30 sec auf einem Vortexer
/ mischen

Zugabe von 20 ul Proteinase K ]

l Suspension 30 sec auf einem Vortexer
mischen

Suspension fiir 4 x10 min bei 56 °C im Thermomixer
inkubieren,

Suspension alle 10 min auf dem Vortexer
mischen, dann Zentrifugation fiir wenige
/ Sekunden

Zugabe von 200 ul AL-Puffer

l Suspension 1 min auf dem Vortexer mischen

/

Suspension 10 min im Thermomixer bei 70 °C inku-
bieren, dann 200 pl 96 % unvergillten Ethanol zur
Fiéllung zusetzen

mischen, dann Zentrifugation fiir wenige

l Suspension 15 Sekunden auf dem Vortexer
/ Sekunden

komplette Losung auf die QIAamp-Spinsiule (C-Tube) ]

zentrifugieren, C-Tube ausleeren, aus-

l Suspension 1 min bei 8000 U/min
/klopfen, Spinsdule wieder einsetzen

Zugabe von 500 pul AW I-Puffer auf die Spinséule w

suspension I min be1 sUUVU U/min
l zentrifugieren, C-Tube ausleeren, aus-
" klopfen, Spinsiule wieder einsetzen

Zugabe von 500 pul AW2-Puffer auf die Spinséule ]

Suspension 3 min bei 13200 U/min
zentrifugieren, Spinsdule in neues C-Tube
geben, erneute Zentrifugation 1 min bei
13200 U/min

Spinséule auf 2 ml Eppendorfcup, Zugabe von 100 pl
Aqua dest, 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen

Suspension 1 min bei 8000 U/min
zentrifugieren

Das Eppendorfcup enthilt nun die extrahierte DNA als
Pellet in Aqua dest, 15 min stehen lassen
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3.24 PCR

Die PCR erfolgte wie bei Makimura et al. 1998 beschrieben: Als Primer dienten die von
Makimura et al. hergestellten Oligonukleotide 18SF1: 5-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-"3
und 58SR1: STTCGCTGCGTTCTTCATCGA™3 (Makimura 1998).

Jeder PCR-Ansatz enthielt:

5 pl der Losung mit dem jeweiligen DNA-Template

10 ul des 10*PCR-Puffers (Fa Invitrogen)

100 uM von jeweils d”ATP, d°CTP, d°GTP und d"TTP

2,5 U Tag-Polymerase

30 pmol der beiden Primer

sowie Wasser fiir die Chromatographie, um ein Endvolumen von 100 pl PCR-Ansatz zu
erzielen. Jede 100 ul Ansatz enthalten 2 ul PCR-Template. PCR-Puffer, Wasser fiir die
Chromatographie, Primer, dNTPs sowie die Tag-Polymerase wurden jeweils fiir 20 PCR-
Ansitze angesetzt. Die Herstellung erfolgte nach folgender Sequenz:

1. 1662 ul Wasser fiir die Chromatographie

2. 200 pl PCR-Puffer

3 6 ul Primer F s.o.

4 6 ul Primer R

5. 4ulder4d NTPs (d.h.4 uld"ATP, 4 ul d°CTP, 4 ul d°GTP und 4 ul d°"TTP)

6. 10 ul Tag-Polymerase

Diese wurden anschlieend in 2 ml autoklavierten Eppendorfcups auf Eis angesetzt. Jeweils
95 ul des Master-Mixes wurden zu 5 pl der Losung mit dem jeweiligen DNA-Template
gegeben. Die PCR erfolgte in drei Schritten:

1. Denaturierung:

Hierbei wird die doppelstriangige DNA eine Minute lang auf 94 °C erhitzt. Die beiden Stringe
werden voneinander getrennt, in dem die Wasserstoffbriickenbindungen durch thermo-
lytische Spaltung aufbrechen. Als Besonderheit erfolgt im ersten Zyklus anstatt der
beschriebenen Denaturierung einmalig die Initialisierung. Hier wird die DNA oft fiir einen
langeren Zeitraum erhitzt, um sicherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch
die Primer vollstindig voneinander getrennt haben und nur noch Einzelstringe vorliegen. Die
DNA wird hierzu 5 Minuten auf 94 °C erhitzt, um die Stringe von DNA und Primer
vollstiandig zu trennen.

2. Primerhybridisierung:

Sind die Stringe getrennt, kommt es zu einer Temperatursenkung auf 55 °C fiir 15 sec. Jetzt

konnen sich die Primer an die einzelnen DNA-Stringe anlagern. Diese Temperatursenkung
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hingt von den spezifischen Primern ab und sollte deren Schmelzpunkt um 2-3 °C
unterschreiten. Wird die Temperatur zu hoch gewihlt, kann es dazu fiihren, dass sich die
Primer nicht anlagern, wird sie zu niedrig gewahlt, lagern sie sich an den falschen Stellen an.
3. Elongation:

Nun wird die Temperatur fiir weitere 15 sec auf 72 °C erhoht und die DNA-Polymerase fiillt
die fehlenden Stringe mit den freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3°-Ende des
angelagerten Primers und arbeitet dann entlang des DNA-Stranges. Ldnge und Zeit dieses
Schrittes richten sich nach der verwendeten DNA-Polymerase und der Linge des zu
vervielfdltigenden =~ DNA-Abschnittes. Im ersten Zyklus entstehen pro DNA-
Ausgangsdoppelstrang zwei DNA-Stringe, welche im Bereich der Zielsequenz
doppelstringig sind. Nach dem Schmelzen am Anfang des zweiten Zyklus stehen dadurch die
beiden urspriinglichen DNA-Einzelstringe und zwei am 3’-Ende iiberlange Einzelstringe zur
Vertfiigung. Dies ist dadurch zu erkléren, dass lediglich ein Startpunkt (Primer), nicht aber ein
Endpunkt exakt festgelegt ist. Der Abbruch der Strangsynthese erfolgt dabei spitestens durch
die Strangtrennung im folgenden Denaturierungsschritt. Im zweiten Zyklus stehen die
urspriinglich eingesetzte DNA sowie die gerade gebildeten DNA-Stringe zur Verfiigung. An
der urspriinglichen DNA erfolgt der gleiche Prozess wie im ersten Zyklus. An die neu
gebildeten DNA-Einzelstringe, welche am 3’-Ende bereits dort terminieren, wo sie enden
sollen, lagern sich nun wieder Primer in der 3’-Region an. Die nun gebildeten Stringe haben
auch keinen 3’-Uberhang, da das Template am 5' Ende bereits richtig endet (durch den ersten
Synthesezyklus und den ersten Primer). Am Ende des zweiten Zyklus stehen damit erstmals
unmittelbar Produkte der gewiinschten Léange zur Verfiigung. In den folgenden Zyklen
vermehren sich die gewiinschten Produkte exponenziell (da sie selbst als Matrize fiir weitere
Strangsynthesen dienen), wihrend die ungewiinschten langen Produkte (siehe Produkte des
ersten Zyklus) nur linear ansteigen (nur eingesetzte DNA dient als Matrize). Dies ist der
theoretische Idealfall; in der Praxis fallen zudem in geringem MaBe auch kiirzere Fragmente
als die gewiinschte Ziel-DNA an. Diese kurzen Fragmente hdufen sich vor allem in den
spiaten Zyklen an, wodurch meist nur etwa 30 Zyklen durchlaufen werden, um insgesamt
vorwiegend DNA der gewiinschten Linge und Sequenz zu erhalten. Folgend als Grafik die

schematische Darstellung der PCR.
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Grafik 3: schematische Darstellung der PCR
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Ist dieser Zyklus 35 mal (nach Anleitung der Firma Invitrogen fiir die verwendete DNA-Taq-
Polymerase) abgelaufen, wird die PCR fiir 10 Minuten auf 72 °C konstant temperiert, um
noch eventuell verbliebene Liicken zu fiillen, und anschlieBend auf 4 °C abgekiihlt, um die

DNA konservieren zu konnen.

3.2.5 Uberpriifung der PCR-Produkte durch Gel-Elektrophorese und Lumineszenz
Verwendet wurden Agarose-Gele. Bei der Agarose handelt es sich um ein Polysaccharid aus
D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose in glykosidischer Bindung, d.h. chemisch einer
Bindung zwischen dem anomeren Kohlenstoffatom eines Kohlenhydrats (Glykon) und dem
Hetero- oder selten Kohlenstoffatom eines Aglykons oder einem zweiten Zuckermolekiil. Es
ist aufgrund seiner Gelierfihigkeit die wichtigste Komponente bei der Herstellung von Gelen
und wird in erster Linie aus den Rotalgengattungen Gelidium und Gracillaria gewonnen
[Wikipedia ,,Agar].

Das Agarosegel wird in der Gelelektrophorese zur elektropherografischen Trennung von
Nukleinsduren und Proteinen genutzt. Fiir die Herstellung verwendet man je nach
Auftrennungsbereich vorhandener Basenpaarlingen bei Nukleinsduren unterschiedliche
Agarose-Konzentrationen; in der vorliegenden Arbeit 1 %ige Agarose-Gele fiir den
Auftrennungsbereich von 500-10000 bp und auf 1:10 verdiinnte TBE 10 mal-Puffer.
Aufgrund der GroBe der hier verwendeten Gelkammer (Fa Béchler FeinTech M.A.K.I
Holstein) werden 2,5 g Agar mit 250 ml Puffer-Fliissigkeit vermengt. Das Ganze wird
durchmischt und in die Mikrowelle fiir 3 min bei 600 W gegeben. Dem Agar wird nach dem
Abkiihlen unter dem Abzug 5 ul Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml) beigemengt. Die
Fliissigkeit erhélt durch die Zugabe eine gelbliche Farbung. Bei Ethidiumbromid (3,8-Amino-
5-ethyl-6-phenylphenanthridium-bromid, Homidiumbromid) handelt es sich um einen
humantoxischen, mutagenen roten organischen Phenanthridin-Farbstoff, der in der
Molekularbiologie verwendet wird, um Nukleinsduren wie DNA und RNA nachzuweisen.
Die Ethidiumbromid-Molekiile interkalieren zwischen den Basen der DNA bzw. RNA.
Dadurch wird das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verdndert. Kommt es zu einer
Anregung mit ultraviolettem Licht, wird die Lumineszenz der Substanz stark erhoht. Das
fiihrt dazu, dass im Agarosegel die Stellen, an denen sich Nukleinsduren befinden, hell
aufleuchten und Nukleinsidure-freie Stellen dunkel erscheinen. Die Lichtintensitdt ist dabei
proportional zu der vorliegenden DNA-Konzentration. Dann folgt das Eingiefen des Gels in
die Gelkammer, welche einen herausnehmbaren durchsichtigen Schlitten enthélt, um das fest
gewordene Gel transportieren zu konnen. Entstehen beim Eingie3en Luftblasen, miissen diese

entfernt werden, da sie den Lauf der DNA-Produkte storen. Weiter werden kurz nach dem
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EingieBen zwei Kdamme so in das fliissige Gel eingebracht, dass sich nach anschliefendem
Erhirten des Gels und Entfernen der Kiimme sowohl im oberen als auch unteren Bereich zehn
Kammern bilden, in die die zu untersuchenden DNA-Produkte hineinpipettiert werden
konnen. Das Gel muss eine Stunde ruhen, damit es fest wird. Das feste Gel wird sodann im
durchsichtigen Schlitten in die mit Puffer gefiillte Lautkammer gesetzt. Beim Laufpuffer
handelt es sich um ein auf das Zehnfache verdiinntes, wie unter 3.2.2 beschriebenes, TBE-
Gemisch. Die verwendete Laufkammer fasst ca. 2 1 dieses Puffers. Das Gel muss vollstdndig
von Fliissigkeit bedeckt und alle Taschen gefiillt sein, um es vor Austrocknung zu schiitzen.
Weiter benotigt man DNA-Leiter. Dabei handelt es sich um ein Gemisch aus verschiedenen
DNA-Stringen unterschiedlicher Liange. Sie wird als Marker bei der Gelelektrophorese
verwendet, um sowohl die Gréen zu bestimmen als auch die zu untersuchenden DNA-
Stringe grob zu quantifizieren. Solch eine Leiter kann zwischen 100 und 10 000 Basenpaaren
enthalten. Die unterschiedlichen Leitern haben verschiedene Schwerpunkte. Einige sind
besonders fiir kurze DNA-Fragmente geeignet, andere im Bereich besonders langer. Hier
wurde die ,,1 KB Plus DNA-Leiter* von Invitrogen verwendet. Sie zeigt besonders im unteren
Bereich bei kleinen PCR-Produkten zwischen 200 und 300 Basenpaaren eine gute
Ablesbarkeit. Wichtig ist, dass sie tiefgefroren aufbewahrt wird, um eine Reaktion mit
DNAsen zu verhindern.

Die DNA-Leiter wird folgendermallen angesetzt:

1. 20 ul der DNA-Leiter

2. 40 pl TE-Puffer

3. 100 pl 25 %-iges Ficoll

4. 240 ul H,O

Um das Fortschreiten der Elektrophorese abschidtzen zu konnen, bendtigt man einen mit
migrationsfahigen Farbstoff versetzten 10 % Glycerol-haltigen Auftragspuffer, der die DNA-
Losung zusitzlich funktionell beschwert, so dass diese nach dem FEinfiillen in die
Auftragstaschen sinkt und nicht in den Laufpuffer diffundiert. Der Auftragspuffer enthilt als
niedermolekularen Farbstoff Bromphenolblau, der im elektrischen Feld mit der DNA in
Richtung Anode wandert und so einen Anhaltspunkt fiir die Migration der DNA gibt.

Dieser wird angesetzt mit:

1. 400 pl 25 %-iger Ficoll-Losung, die mit einer Spatelspitze Bromphenolblau versetzt wurde
2. 600 ul H,O

SchlieBlich wird die Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um eine
molekularbiologische Methode, die es ermdglicht, DNA-Stringe nach ihrer Grée zu trennen

und sie mit Stringen bekannter Grofe, wie die verwendeten DNA-Leiter, zu vergleichen.
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Dieses Verfahren funktioniert wie ein Sieb fiir Molekiile, indem ein elektrisches Feld genutzt
wird, um negativ geladene DNA-Molekiile durch die Gelmatrix aus Agarose wandern zu
lassen. Kleinere Molekiile sind dabei schneller als grofere und somit kommt es zu einer
Auftrennung der DNA-Striange nach ihrer entsprechenden Anzahl von Basenpaaren.

In die Geltaschen wurden jeweils auf beiden Seiten auflen die DNA-Leiter mit 10 ul
aufgetragen und in die mittleren Slots die zu analysierende DNA als ein Gemisch von 6 pl
Ficoll-Losung und 6 pl PCR-Produkt. Dann legte man die elektrische Spannung mit 100 V
bei einer Stromstirke im Milliamperebereich an. Die Elektrophorese benétigte etwa 90
Minuten, um die Stringe aufzutrennen. Folgend ein grafisches Schema der Elektrophorese.

Grafik 4: Schematische Darstellung einer Gelelektrophorese (Abbildung aus Wikipedia)
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3. Zugabe der Proben in die iibrigen Slots

4. Anlegen der Spannung (die negativ geladene DNA wandert zur positiv geladenen
Anode (griech. ava - hinauf, hoch))

5. Kleine DNA-Fragmente wandern schnell, groe langsam durch das Gel. Die DNA ist
wihrenddessen nicht sichtbar. Der Verlauf wird an der Farbfront abgelesen, die sich
mit einem DNA-Fragment bestimmter Linge auf gleicher Hohe durch das Gel
bewegt (je nach Farbstoff und Agarose-Konzentration unterschiedlich).

6. Nach 90 Minuten ist die Elektrophorese beendet und wird anhand der Farbfront
ausgewertet

Der zu iiberpriifende Abschnitt des Gels wird nun mit einem Skalpell herausgeschnitten und
anschliefend mit Hilfe von UV-Licht photodokumentiert. Dazu wird das Gel unter einer UV-
Lampe untersucht. Durch das Ethidiumbromid, welches sich in die DNA-Struktur eingelagert

hat, kommt es wie beschrieben zu Lumineszenzen im ultravioletten Licht.

3.2.6 Analyse der PCR-Produkte durch DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung stellt ein analytische Verfahrensweise zur Bestimmung der
Nukleotid-Abfolgen in  DNA-Molekiilen dar. Es existieren mehrere DNA-
Sequenzierungsmethoden, zu denen unter anderen die nicht mehr praktizierte Methode nach
Maxam und Gilbert (1977), die Didesoxymethode nach Sanger (1977), das Cycle-Sequencing
und die Pyro-Sequenzierung gehoren.

Das Prinzip der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger 1977), auch ,,Kettenabbruchmethode*
genannt, beruht auf dem basenspezifischen Abbruch der DNA-Synthese durch die DNA-
Polymerase. Ausgehend von einem kurzen Abschnitt bekannter Sequenz, dem Primer, wird
durch eine DNA-Polymerase einer der beiden komplementdren DNA-Stringe verlidngert.
Zunichst wird die DNA-Doppelhelix thermolytisch so denaturiert, dass Einzelstringe fiir die
folgende Prozedur zur Verfiigung stehen. In vier groBtenteils identischen Ansidtzen mit
jeweils enthaltenen radioaktiv S35 markierten Nukleotiden wird je eine der vier Basen zum
Teil als Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) zugegeben (also je ein Ansatz mit entweder
ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP). Diese ddNTPs mit fehlender 3'-Hydroxygruppe
induzieren bei Einbau in den neosynthetisierten komplementiren Strang einen Kettenabbruch,
da eine Elongierung dieses DNA-Stranges durch die DNA-Polymerase aufgrund fehlendem
kovalenten Bindungspartner in Form einer Hydroxylgruppe fiir die Phosphatgruppe des
nidchsten Nukleotids nicht mehr moglich ist. Konsekutiv entstethen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Linge, die in jedem Ansatz stets mit dem gleichen ddNTP als Terminator
enden (also nur mit A oder C oder G oder T). Nach der Sequenzier-Reaktion werden die so
markierten  Abbruchprodukte aus jedem Ansatz mittels einer Polyacrylamid-

Gelelektrophorese den Lingen nach aufgetrennt. Durch den Vergleich der vier Ansitze kann
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man die Nukleotidabfolge nach der Entwicklung des radioaktiven Gels auf einem
fotografischen Film als Autoradiogramm ablesen. Die dementsprechend komplementére

Sequenz ist die Sequenz der verwendeten einstrangigen DNA-Matrize.

Neuere Verfahren wie das Cycle-Sequencing als Weiterentwicklung der Didesoxymethode
nach Sanger arbeiten mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden als Terminatoren. Jeder
der vier verschiedenen Terminatoren ist mit zwei miteinander interagierenden Farbstoffen —
einem Fluoreszenz-Donorfarbstoff und einem Rhodamin-Akzeptorfarbstoff - gekoppelt. Die
resultierenden Fragmente werden im Fluoreszenz-Detektor bestimmt und anhand von
farbigen Peakdiagrammen visualisiert.

In der vorliegenden Arbeit kam das Cycle-Sequencing-Verfahren zur Anwendung. Hierfiir
wurde der Sequenzierservice des Institutes fiir medizinische Mikrobiologie und Virologie des
Universitétsklinikums Gieflen und Marburg, Standort Gieflen, genutzt.

Die hier erhaltenen Gensequenzen mussten mit Hilfe eines Datenbankabgleiches den

Malassezia-Spezies zugeordnet werden.

3.2.7 Zuordnung von unter Punkt 3.2.6 erhaltenen Nukleotidsequenzen durch
Gendatenbankabgleich

Die Zuordnung der Gensequenzen erfolgte mittels des Programmes ,,BLAST®* (Basic Local
Alignment Search Tool) der offentlichen Gen-Datenbank des National Center for
Biotechnical Information (NCBI), das unter der Website
,»http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi* im Internet aufrufbar ist. Auf dieser Website ist der
Link ,.,hucleotide blast* (,,blastn®) oder direkt die Website
,Hhttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGR AM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome* zu aktivieren, um in das Eingabefenster (,,Enter Query Sequence*) zu
gelangen. In dieses ist die bestimmte Nukleotidsequenz einzufiigen. Zusitzliche Angaben
sind erforderlich. Unter ,,Choose Search Set* ist in der Version BLASTN 2.2.29+ als
Datenbasis (,,database*) ,,Others* anzuklicken sowie im Scroll-Down-Menii ,,Nucleotide
collection (nr/nt)* zu wihlen. Optional kann ,, Malassezia*“ unter ,,Organism‘ angegeben
werden. Unter ,,Program Selection® “Optimize for* “Highly similar sequences (megablast)‘
(,HSP”) aktivieren. Schlieflich auf den “BLAST”-Button klicken und den Suchvorgang so
starten. Es erscheint zeitlich verzogert ein Ausgabefenster mit allgemeinen Suchanfrage-
Angaben (wie Zeitpunkt der Anfrage/RID, Anfrage-ID, Molekulartyp, Datenbankname,
Blastversion, etc.) zur eingegebenen Nukleotidsequenz, einer farblich-grafischen

Zusammenfassung von auf die Suchsequenz in der Datenbank herausgesuchten Blast Hits, die
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Beschreibung (,,Descriptions®) mit ,,Sequences producing significant alignments:* und
folgender tabellarischer Auflistung der Malassezia Spezies mit Stammauffithrung und
Datenbanktreffercharakterisierung anhand von ,,Max Score®, ,,Tot Score®, ,,Query Cover*, ,.E
value, ,Ident“ und , Accession”, und eine abschlieBende detaillierte Auffiihrung der
»Alignments“. Ausgewidhlt wurde die Malassezia-Spezies, die unter Beschreibung in der
Datenbanksuchabfrage am Wahrscheinlichsten die gesuchte Nukleotidsequenz unter
Beriicksichtigung der statistischen Parameter Maximaler Score, Totaler Score,
Anfrageiibereinstimmung, E-Wert wie der Identitit reflektierte. Die BLASTN-
Ergebnistabellen sind nach der von der Richtung Null ansteigenden Ausprigung des
Erwartungswertes der Datenbanktreffer von oben nach unten aufgelistet mit dem
Bedeutsamsten oben in der Tabelle. Wenn Erwartungswerte unterschiedlicher Treffer
identisch sind, wird als nachfolgender nachrangiger Listungs-Parameter der maximale Score

verwandt.

BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides [Altschul et al. 1990]) findet
mit seinem Algorithmus das am besten bewertete lokale optimale Alignment (engl. fiir
Abgleich, Ausrichtung, Anordnung, Zuordnung) einer Nukleotid-Eingabesequenz im
Abgleich mit allen Nukleotidsequenzen der Datenbank ,,nr* der NCBI. Ein Alignment dient
dem Vergleich zweier oder mehrer Zeichenfolgen (,,Strings*, z.B. ATGAC) zur Feststellung
funktioneller oder evolutiondrer Verwandtschaft von Nukleotidsequenzen. Beim Alignment
werden die Elemente einer untersuchten Zeichenfolge/Sequenz denen der anderen
Zeichenfolge/Sequenz so zugeordnet, dass die Reihenfolge erhalten bleibt und jedes Element
einem anderen Element oder einer Leerstelle (Gap, Liicke) in jeder Zeichenfolge/Sequenz
zugeordnet ist. Eine Fehlpaarung in dem Alignment entspricht einer Mutation. Die Gaps
hingegen weisen auf eine Deletion oder eine Insertion (Indel) hin. Die einander zugeordneten
(alignierten) Elemente sollten identisch oder moglichst dhnlich sein, weil viele gleiche oder
dhnliche Elemente in gleicher Reihenfolge auf eine evolutiondre oder funktionelle
Verwandtschaft hinweisen. Die Ahnlichkeit der Elemente wird meist vorgegeben und hingt
von den Eigenschaften der verwendeten Daten oder Scoring Matrizen ab. Damit ein
sinnvolles Alignment moglich ist und da die Sequenzen oft unterschiedlich lang sind, diirfen
Gaps in die Sequenzen eingefiigt werden (Wikipedia ,,Alignment*).

Als optimales Alignment wird im BLAST-Glossar eine Zuordnung zweier Sequenzen mit
dem hochst moglichen Score beschrieben; als lokales Alignment ein Abgleich einer hoch-
scorigen Region (,,HSP*), also einer Teilsequenz zweier Nukleotidsequenzen [Fassler et al.

2011]. Ein Alignment kann global, semiglobal oder auch lokal sein. Die Bestimmung von
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Alignments unterschiedlicher Linge erfolgt vorzugsweise mit der Methode der Untersuchung
auf lokale Alignments. Hier wird das beste Alignment zwischen zwei Substrings (String =
Zeichenfolge/Teilsequenzen) der beiden Sequenzen gesucht, Gaps am Ende des Alignments,
die durch Basendeletionen oder Baseninsertionen verursacht sein konnen, werden ignoriert.
Das Alignment von zwei Sequenzen wird als paarweises Alignment bezeichnet, das von
mehreren als multiples Alignment.

Der klassische Algorithmus zur Berechnung von optimalen lokalen Alignments ist der Smith-
Waterman-Algorithmus, der unter Punkt 3.2.8 niher beschrieben wird. Als Ergebnis liefert
das Programm BLASTN eine Reihe optimaler lokaler Alignments, d.h. Gegeniiberstellungen
von Segmenten der Datenbankabfragesuchsequenz mit #hnlichen Segmenten von
Nuklteotidsequenzen aus der Datenbank unter Angabe von statistischen Parametern zur

Einschitzung der Signifikanz. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick.

Tabelle 6: Uberblick der verschiedenen in der BLAST-Ausgabe angefiihrten statistischen
Parameter und deren Erkldrung

Maximum Score | Hochster Alignment-Score (bit-score) zwischen der Eingabesequenz und des

gefundenen Datenbanksequenzsegments.

Total Score Summe der Alignment Scores aller Segmente der gleichen Datenbank-
nukleotidsequenz, die mit der Eingabesequenz iibereinstimmt und iiber alle
Segmente berechnet ist. Dieser Score unterscheidet sich vom Maximum
Score, wenn zahlreiche Teile der Datenbanksequenz mit verschiedenen

Teilen der BLASTN-Eingabesequenz iibereinstimmen.

Query Coverage Prozentualer Anteil der Eingabesequenzldnge, der in den zugeordneten

Segmenten enthalten ist.

E value In 3.2.8 beschrieben.

Identity Prozentuales Ausmass, in dem zwei verglichene Nukleotidsequenzen die

gleichen Residuen an den gleichen Positionen in einem Alignment haben.

Der Maximum Score wird als hochster Alignment-Score bei Alignments zwischen der
BLASTN-Eingabesequenz und des Datenbanksuchtreffers angegeben. Eine Anderung des
Scores ist oft wichtig. Bei einem plotzlichen Abfall dieses Scores kann eine Verdnderung in
der Eingabesequenz-Suchtreffer Alignment-Lénge oder —Qualitit oder beiden vorliegen.

Der Total Score ist die Summe der Alignment Scores aller mit der Eingabesequenz
iibereinstimmenden Segmente der gleichen Datenbanknukleotidsequenz, die iiber alle

Segmente  berechnet ist. Dieser erlangt insbesondere bei  multiplen, nicht
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zusammenhéngenden Abschnittsdhnlichkeiten zwischen der Eingabesequenz und dem
Datenbanksuchetreffer Relevanz. Fiir jeden Genabschnitt mit Ahnlichkeit generiert BLAST
ein Alignment und einen Score. Dieser Score unterscheidet sich vom Maximum Score, wenn
zahlreiche Teile der Datenbanksequenz mit verschiedenen Teilen der BLASTN-
Eingabesequenz iibereinstimmen. Wenn der Maximum Score zum Total Score identisch ist,
dann ist nur ein einziges Alignment erfolgt. Wenn der Total Score groBer als der Maximum
Score ist, dann miissen multiple Alignments bestehen und deren einzelne Scores summarisch
den Gesamtscore bilden.

Das Query Coverage beschreibt, welchen prozentualen Anteil der Eingabesequenz gegeniiber
der Sequenz des Suchtreffers aligniert werden kann.

Der E-Wert wird unter Punkt 3.2.8 beschrieben.

Der Parameter ,,Identity* beschreibt in einem Alignment das prozentuale Ausmass, in dem
Positionen identischer Nukleotide zwischen dem alignierten Teil der Eingabesequenz und
dem alignierten Teil des Datenbanksuchetreffers iibereinstimmen.

3.2.8 Der E-Wert (E value, expectation value, Erwartungswert): E = Kmnxe™

Laut BLAST-Glossar reprasentiert der E-Wert, auch Erwartungswert genannt, die Anzahl
verschiedener Zuordnungen (,,Alignments*‘) mit Bewertungsziffern (,,Scores*), die gleich
oder besser als das in einer Datenbankabfrage durch Zufall erwartete Auftreten des Parameter
.S sind. Der Parameter Rohwert ,,S* errechnet sich aus der Differenz der Summen der
Substitutions- und Gap-Scores der abgeglichenen lokalen Alignments [Fassler et al. 2011].
Die folgende Grafik 5 aus dem BLAST-Glossar von Fassler et al. (2011) veranschaulicht die
Ermittlung des ,,S“-Scores.

Grafik S: der Rohwert ,,S* (Abbildung aus Fassler et al. 2011)
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Eine erweiterte Erwartungswertbeschreibung der NCBI erfolgt unter dem Item ,,FAQ* ,,What
ist he expect value* unter der NCBI-Website
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_
TYPE=FAQ#expect:

Der Erwartungswert E ist ein Parameter, der die Trefferanzahl beschreibt, die man erwarten
kann, durch Zufall zu sehen, wenn eine Datenbank einer bestimmten Grofle nach einer
Gensequenz durchsucht wird. Der Erwartungswert nimmt exponenziell ab, wenn der Score S
der Ubereinstimmung sich erhoht. Wesentlich ist, dass der Erwartungswert das zufillige
Hintergrundrauschen beschreibt. Beispielsweise kann ein Erwartungswert von 1, der einem
Treffer zugewiesen wird, in der Bedeutung derart interpretiert werden, dass man in einer
Datenbank der gegenwirtigen GroBe erwarten kann, dass eine Ubereinstimmung von 1 mit
einem dhnlichen Score einfach durch Zufall registriert werden kann. Je niedriger der
Erwartungswert oder je niher an Null er ist, je bedeutsamer die Ubereinstimmung. Es ist zu
bedenken, dass virtuell identische kurze Zuordnungen (,,Alignments*) relativ hohe E-Werte
haben. Das ist so, weil die Berechnung des E-Wertes die Linge der abgefragten Sequenz
einkalkuliert. Diese hoheren E-Werte machen Sinn, weil kiirzere Sequenzen eine hohere
Wahrscheinlichkeit haben, in der Datenbank rein durch Zufall vertreten zu sein.

Der Erwartungswert kann auch zur Generierung eines Signifikanz-Schwellenwerts fiir
Ergebnisberichte verwendet werden. Anhand der auf vielen BLAST-Suchabfrage-Seiten von
der Grundeinstellung von 10 dnderbaren Signifikanzschwelle kann durch eine Anhebung
dieses Schwellenwertes eine ausgedehntere Liste mit dann mehr niedrig-scorigen Treffern
erhalten werden [NCBI]..

Der Algorithmus zur Berechnung des lokalen Alignments bzw. des Erwartungswertes ist der
Smith-Waterman-Algorithmus. Das Ziel des Smith-Waterman-Algorithmus ist es, die
Teilsequenzen mit der groBten Ubereinstimmung zwischen zwei Sequenzen zu finden. Ein
solches Paar aus Teilsequenzen nennt man ,,lokales Alignment*.

Der Smith-Waterman-Algorithmus berechnet das optimale lokale Alignment bzw. den
optimalen lokalen Alignment-Score zwischen zwei Sequenzen a und b anhand der Formel E =

Kmnxe™S

, wobei ,,n* die Lange der Suchsequenz und ,,m* des Datenbanksuchsequenztreffers
symbolisieren. ,,K“ und ,A“ stellen statistisch Skalierungsparameter fiir die
Datenbanksuchraumgrofle bzw. das verwendete Scoring-System dar. Beide werden fiir die
Konversion vom ,, S “in ,, S* *“ verwandt. ,,S* ist eine Bewertungsziffer (,,Score) einer
Zuordnung (,,Alignment®), die sich wie oben beschrieben als Differenz der Summen aus

Substitutions- und Basenliicken-Bewertungsziffern (,,Gap-Scores‘‘) zusammensetzt.
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3.2.9 Methodologisches Prozedere in der Referenzarbeit von Gutsuz et al. (bisher von
Gutsuz et al. nicht publiziert)

1996 publizierten Guillot et al. ein Differenzierungsschema fiir Malassezia-Hefen, dass
Kaskaden-artig die Reaktion auf Subkultivierung auf Sabouraud-Agar, die Katalase-Reaktion,
den Tween®-Test und schlieBlich die lichtmikroskopische Begutachtung umfasst. M. globosa,
M. obtusa und M. restricta waren mittels Tween®-Test - der Assimilation der Tween®-
Zubereitungen 20, 40, 60 und 80 - allein nicht unterscheidbar. Daher sind Ergidnzungen durch
Uberpriifung der Katalase-Aktivitit und eine Beurteilung der Mikromorphologie nach
einwochigem Wachstum auf modifiziertem Dixon-Agar bei 32 °C notwendig, um vier weitere
Spezies differenzieren zu konnen [Guillot et al. 1996]. Grafik 6 zeigt das Verfahrensschema
im rechten Abschnitt.

Faergemann veroffentlichte 2002 ein anderes Differenzierungsschema, anhand dessen die
sieben bis dahin bekannten Malassezia-Spezies unterschieden werden konnten. Es beinhaltet
als Kaskaden-artiges Flussschema Wachstum auf lipidfreiem Sabouraud-Agar (positiv nur M.
pachydermatis), der Katalasereaktion (negativ nur M. restricta), Wachstum auf Cremoph0r®
EL (positiv nur M.furfur), Wachstum auf Eskulin-Agar und Wachstum auf Dixon-Agar bei 38
°C (auf beide negativ: M. globosa, auf beide positiv: M. sympodialis, Eskulin positiv, Dixon
negativ: M. obtusa, Eskulin negativ, Dixon positiv: M. sloffiae) [Faergemann 2002].

Grafik 6: Typisierung von Malassezia-Spezies nach Faergemann 2002 und Guillot 1998
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and Notman agar
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Gutsuz et al. vollzogen das Schema von Gueho und Guillot mit der Tween®-Auxanografie in
einem ersten Schritt nach und entwickelten in der Folge ein auf den beiden vorgenannten
Schemata nach Gueho und Guillot (1996) sowie nach Faergemann (2002) basierendes eigenes

phénotypisches Differenzierungssystem.

3.2.9.1 Testung der Tween®-Auxanografie als Tween®-Cremophor®-Auxotypie

Gutsuz et al. praktizierten initial die Tween®-Cremophor®-Auxotypie entsprechend der von
Schiitz 2003 in ihrer Inauguraldissertationsarbeit beschriebenen Methodik. Im ersten Schritt
wurden Hefekulturen bis zu vier Tage auf (m)-Dixon-Agar subkultiviert. Dann erfolgte unter
einer Sterilbank die Aufldsung von ca. 1-2 Osen Hefekulturen (1 Ose entsprechend 10° Zellen
pro ml) in 1-2 ml Aqua dest, um 2 ml Testhefe zu erhalten.

Fiir die Zubereitung der Tween®-Auxanografie wurden zu 8,25 g Selektivagar fiir pathogene
Pilze (Fa Merck, Darmstadt) 250 ml Aqua dest. hinzugegeben, verriihrt und bei 1 bar 30 min
lang bei 121°C autoklaviert. Im nichsten Schritt wurden 16 ml des Ndhrmediums in sterile 50
ml Plastikrohrchen gefiillt, diese auf etwa 40 °C erwidrmt und dann die in Aqua dest. geldsten
Hefekulturen eingemischt. AnschlieBend wurde das mit Pilzkulturen vermengte Nahrmedium
in sterile Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, Dk) gegossen.
Nach Verfestigung des Mediums wurden in den Agar 5 Locher mit einer 3 mm Stanze (Stie-
fel) gestanzt. Diese wurden mit jeweils einem der im Brutschrank auf 30 °C zur
Viskosititsreduktion temperierten Tween® 20, 40, 60, 80 und Cremophor® EL bestiickt. Mit
einer 10 pl Pipette wurden die Losungen dazu unverdiinnt in die Stanzlocher appliziert.

Nach etwa 3 bis 5 Tagen bei 30 bis 32 °C im Brutschrank finden sich typische Wachstums-
muster als Triibbungszonen um die Stanzlocher. Die Assimilationsmuster sind dann anhand des
charakteristischen Wachstumsmusters zu evaluieren. Als positives Ergebnis wird ein
Wachstumshof um das Stanzloch als Indiz der Assimilation des entsprechenden Additivums

gewertet (Schiitz 2003).

Im vom Gueho und Guillot 1996 beschriebenen Differenzierungsschema konnen mittels

Tween®—Auxan0grafie eindeutig M.sympodialis, M.furfur und M.slooffiae identifiziert werden

und M.globosa, M.restricta, M.obtusa wie M.pachydermatis nur unter Zuhilfenahme weiterer

Untersuchungen wie  Subkultivierung auf  Sabouraud-Agar, Katalasereaktion und

Lichtmikroskopie.

Die Cremophor EL®—Zugabe in ein zentrales Stanzloch erméglicht die Identifikation von M.

furfur.
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3.2.9.2 Entwicklung phénotypischer Differenzierungsmethodik durch Gutsuz et al.

Initial wurden von Gutsuz et al. die Referenz- wie Wildstimme in Bezug auf das
Metabolisierungsmuster in zwolf auxanografischen Ansétzen analysiert. Darunter erfolgte die
neu entwickelte modifizierte Fettsdure-Auxanografie ohne die vier Tween®-Gemische,
sondern ausschlieBlich mit Zugabe jeweils nur einer der in den Tween® Gemischen
enthaltenen sieben Fettsduren in Eigelb als Emulgator pro Ansatz in insgesamt sieben
Ansitzen, sowie Auxanografien auf Eskulin-Agar, 1b-Agar, Cremophor® EL-Agar, einem
Selektivagar fiir pathogene Pilze als Negativkontrolle und einem (m)-Dixon-Agar als
Positivkontrolle. Bei fehlender eindeutiger Zuordnung fiihrten Gutsuz et al. eine Uberpriifung
auf Katalaseaktivitdt sowie eine lichtmikroskopische mikromorphologische Untersuchung

durch. Grafik 7 fasst die Methodik in einer Darstellung zusammen.

Grafik 7: Verfahrensschema von Gutsuz et al. zur Malassezia-Differenzierung

Auxanografien auf:
- sieben Fettsdure-Auxanografien mit Eigelb als Emulgator,
- Eskulin-Agar
- Cremophor EL-Agar
- 1b-Agar
- Positivkontrolle auf (m)-Dixon-Agar,

- Negativkontrolle auf Selektivagar fiir pathogene Pilze

i

/

- Ggf.: - Uberpriifung auf Katalaseaktivitit im Objekttrigertest

- lichtmikroskopische mikromorphologische Analyse

Die Herstellung der auxanografischen Fettsdure-Ansétze erfolgte nach folgendem Prozedere:

Jeweils 5 ml der einzelnen Medien wurden direkt nach der Herstellung unter einer Laminar-
air-flow Arbeitsbank in je ein Loch einer Mehrfachkulturschale (12 well, Corning, New York,
USA) ausgegossen. Nach Erkalten wurde jeweils eine Kulturplatte mit einer der zu testenden,
vier Tage alten, frisch vom (m)-Dixon-Agar gewonnenen Hefen beimpft. Dazu wurde in
jeweils 1 ml Glycerin eine reiskorngrole Menge der Hefe suspendiert und je ein Tropfen
dieser Suspension mit Hilfe einer Pasteurpipette auf den einzelnen Agar aufgebracht.

Lediglich in den Eskulinagar wurde zusitzlich ein Tropfen mit Hilfe der Pipette tief
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inokuliert. Die Platten wurden anschlieBend fiir 7 Tage bei 32 °C in einem Brutschrank
(Heraeus Holding GmbH, Hanau) inkubiert.

Je 3,3 g Selektivagar fiir pathogene Pilze (Merck, Darmstadt, FRG) wurden mit Aqua dest.
auf 100 ml aufgefiillt und in einem Melag-Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin, FRG)
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde jeweils 1 g der Fettsduren Caprinsiure,
Laurinsdure, Myristinsdure, Palmitinsdure, Stearinsiure, Olsdure und Linolsiure
hinzugegeben, mit einer Eigelblosung (siehe 3.1.3.2.6, Tabelle 5) emulgiert und mit 1N HCl
auf einen pH-Wert von 5,5 bis 5,8 titriert. Als Negativkontrolle wurde ein entsprechender
Ansatz auf Selektivagar ohne Zugabe einer Fettsdure mitgefiihrt.

Fiir den Eskulinagar wurden 5,37 g Eskulin (Galle-Eskulin-Azid-Agar, Fa Sifin, Berlin, FRG)
mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt und bei 1 bar 30 Minuten in einem Melag Autoklaven
Typ 23 (Melag, Berlin, FRG) autoklaviert. Die Spaltung von Eskulin in Eskuletin, Glukose
und ein Eisensalz wurde durch eine Verfarbung des Agars von hellbraun nach dunkelbraun/
schwarz angezeigt. Das Testergebnis wurde nach fiinf Tagen in Bezug auf eine
Negativkontrolle ohne Inokulat beurteilt. Zur Verbesserung der Differenzierung von M.
Sfurfur, M. slooffiae und M.sympodialis hatte Mayser 1997 die B-Glukosidase-Aktivitit mittels
Eskulin-Agar (Sanofi Diagnostic Pasteur, Freiburg, BRD) getestet. Der in 100 ml Flaschen
gelieferte Agar wurde im Autoklaven (Melag) verfliissigt und dann in sterile Reagenzgliser
mit Verschluss gegossen. Die Malassezia-Spezies wurden mittels einer ausgegliihten
Platinose tief in den Agar inokuliert und anschlieend bei 32°C inkubiert (Landgraf 2006). M.
obtusa und M.restricta mangelt es an B-Glukosidase-Aktivitét.

Zur Herstellung von 1b-Agar wurden 2 g Agar (Agar Agar reinst, Merck, Darmstadt, FRG)
mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt. Nach 30miniitigem Autoklavieren bei 1 bar in einem
Melag-Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin, FRG) und Abkiihlen auf ca. 50° C wurden 3 ml
Tween® 80 (Tween® 80 Atlas, Sigma, St. Louis, USA) und 0,3 g L-Tryptophan (L-
Tryptophan, Fluka, Buchs, Schweiz) hinzugefiigt. Wie Mayser und Inkampe 1998
publizierten, ist die Spezies M. furfur zur braunen Pigmentbildung in der Lage, wenn ihr als
solitdare Stickstoffquelle L-Tryptophan dargeboten wird. Deshalb wurde u.a. zur Priifung auf
M. furfur der transparente 1b-Agar verwandt.

Wie Mayser et al. 1997 publizierten, 1468t sich Malassezia furfur auch mit Hilfe von
Cremophor EL® (Polyethylen-Glycol-35-Rizinus6l) von den anderen Malassezia-Spezies
unterscheiden. Wihrend es sich in der Studie von Mayser et al. um einen Agardiffusionstest
handelte, wurde in der vorliegenden Arbeit das Cremophor® EL in Selektivagar fiir pathogene
Pilze (Fa. Merck, Darmstadt) emulgiert. Nach Vorversuchen erwies sich die 4%ige gegeniiber

8 und 12%igen Konzentrationen von Cremophor® EL als am geeignetesten. Zur Herstellung
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wurden je 3,3 g Selektivagar fiir pathogene Pilze (Merck, Darmstadt, FRG) mit Aqua dest. auf
100 ml aufgefiillt und in einem Melag-Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin, FRG) bei 1 bar fiir
30 Minuten autoklaviert. Der Selektivagar fiir pathogene Pilze enthilt neben 17 g Agar als
Nihrstoffe jeweils 10 g Glucose wie Sojamehlpepton. Zusétzlich sind 400 mg Cycloheximid
und 50 mg Chloramphenicol als Inhibitoren moglicher weiterer bakterieller wie
mykologischer Begleitflora zugesetzt. Nach dem Autoklavieren wurden 4 ml Cremophor® EL
(Fa Fluka, Buchs, Schweiz) hinzugefiigt und der fertige Agar unter einer Laminar-air-flow
Arbeitsbank in jeweils ein Drittel einer Mehrfachkulturschale (24 well, Corning, New York,
USA) ausgegossen (Gutsuz et al., bisher nicht publiziert). M.pachydermatis ist die einzig
beschriebene Malaessezia-Spezies, die nicht obligat lipid-dependent ist und auf Selektivagar
fiir pathogene Pilze daher als Einzige Wachstum zeigt.

Malassezia-Kulturen, die durch die unterschiedlichen vorhergehenden auxanografischen
Untersuchungen nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden in einem weiteren
Analyseschritt hinsichtlich ihrer Katalase-Aktivitit iiberpriift. Der Katalase-Nachweis erfolgte
als Objekttrigertest (Guillot 1996). Die Katalase katalysiert die Zerlegung der bei
Oxidationsreaktionen entstehenden Peroxide (2 H,O, — Katalase --> 2 H,O + O;). Ein
Tropfen des ID color Catalase-Reagenz (H>O, 10 Vol.3 %, Dickungsmittel 2%, Evans-Blau
0,00125%; Bio-Mérieux, Marcy-1 Etoile, Frankreich) wurde auf einen Objekttriger gegeben
und darin eine Kolonie der Malassezia-Kultur mit einer Impfose eingeriihrt. Ein
Aufschdumen zeigte die Katalase-Aktivitit des Stammes an. Bei einer positiven
Katalasereaktion kommt es zur Gasbildung bei Kontakt mit dem ID color Catalase-Reagenz
(Biomerieux, Marcy-I’Etoile, Frankreich). Bei M. restricta wird, wie in der Literatur
beschrieben, keine Gasbildung im Sinne einer negativen Katalasereaktion registriert.
AbschlieBend erfolgte, soweit durch die vorhergehende mykologische Diagnostik nicht
eindeutig differenzierbar, die lichtmikroskopische mikromorphologische Beurteilung der
tibrigen Malassezia-Spezies nach einwochigem Wachstum auf modifiziertem Dixon-Agar bei
32 °C. Hier konnen z.B. anhand der Formanalyse bei M. globosa globose Zellformen sowie

bei M. obtusa zylindrische Zytomorphologien zur Identifikation herangezogen werden.
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Tabelle 7: lichtmikroskopische Mikromorphologieeinordnung von sieben Malassezia-Spezies

nach Gueho et al. 1996 bzw. eigener Beschreibung anhand von Internet-Bildmaterial

Spezies Mikromorphologie

M. pachydermatis schmale, zylindrisch bis ovoide Zellen (2-2,5 * 4-5 pum lang), breite
Basis zur Sprossung, Sprossungsnarben besonders betont

M. restricta* sphéroid bis leicht ovoid,

M. furfur variable Zytomorphologie, iiberwiegend elongierte Zellen bis 6 pum

Liange, die sphérisch oder oval sein kénnen

M. slooffiae kurze, kleine zylindrische Zellen (1,5-3,5 um) mit Zellsprossung
an einer breiten Basis
M. sympodialis ovoid, 2-5 um lang, sympodiale Sprossung, monopolare Erscheinung,
M. obtusa* zylindrisch, z.T. mit leichter Einschniirung (Sprossung)
M. globosa sphérische, globose Zellform 6-8 um DM mit enger Sprossung

*eigene morphologische Beschreibung aufgrund von Abbildungen:

Bei Malassezia-Hefen findet sich auf normaler Haut ausschlieBlich die Sprosszellphase (bei
Hautlédsionen sowohl die Hyphen- als auch Sprosszellform, wobei die Hyphen relativ kurze,
wenig septierte, z.T. halbmondformig gekriimmte Hyphenstiicke sind, die neben in Haufen

angeordneten runden Pilzelementen liegen) (Nenoff 2001, aus Landgraf 2007).

3.2.10 Vergleich der phinotypischen Differenzierungsmethode mit dem
molekularbiologischen Referenzverfahren

Der Verfahrensvergleich zwischen der phénotypischen Differenzierungsmethode mit
modifizierter Fettsdureauxanografie und der molekularbiologischen Referenzmethode der
ITS1-rDNA-Sequenzierung in Verbindung mit der Zuordnung durch BLASTN soll bei 17
Referenz- und 26 Wildstimmen von Malassezia-Spezies durch Bestimmung der
Ubereinstimmungsrate beider Verfahren untereinander sowie bei den Referenzstimmen auch
in Bezug auf die vorbekannten Malassezia-Spezies erfolgen. Zudem ist die tabellarische

Gegeniiberstellung der jeweiligen Ergebnisse beabsichtigt.
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4. Ergebnisse

4.1 Anzucht der Malassezia-Hefen

4.1.1 Anzucht der Hefen fiir die Versuche von Gutsuz et al.

Nach siebentidgiger Inkubation bei 32° C in einem Brutschrank (Heraeus Holding GmbH,
Hanau) wurden die Auxanogramme ausgewertet. Bei der Testung der Wildisolate dienten
dabei die Ergebnisse mit den Malassezia-Referenzstimmen als Malstab.

Bei den Fettsduremedien, den Kontrollen und dem Cremophor EL®—Agar wurde als positives
Wachstum ein zusammenhingender Pilzrasen gewertet. Bei Eskulin- und 1b-Agar wurde die
Verfarbung des Agars beurteilt. Bei Eskulin galt die Schwarzfarbung und der Verlust der
Transparenz als positiv, beim 1b-Agar die bei den M. furfur-Referenzstimmen zu

beobachtende typische orange-briaunliche Farbung (Gutsuz et al., bisher nicht veroffentlicht).

4.1.2 Anzucht der Hefen fiir die Referenzmethode ITS1-rDNA-Sequenzierung

Die Stimme wurden sowohl auf (m)-Dixon-Agar als auch auf Leeming-Notman-Agar
inokuliert. Die Temperatur fiir optimales Wachstum der Malassezia-Hefen lag bei 32 °C. Die
Kultivierungsdauer bei 32 °C in einem Brutschrank betrug drei bis vier Tage mit folgender
Entnahme von Kulturanteilen mittels einer hitzesterilisierten Platindse fiir den nachfolgenden
Schritt der DNA-Extraktion. Makroskopisch imponierten die Kulturen als weillliche Kolonien

mit teils glattem, teils rauvhem Wachstumsmuster mit unregelmissiger Begrenzung.

4.2 Malassezia-Speziesidentifikation bei Referenz- und Wildstimmen mittels Methodik
von Gutsuz et al.

Gutsuz et al. testeten in Vorversuchen zur Speziesidentifikation von Malassezia ein
phénotypisches Differenzierungssystem nach Gueho und Guillot mit Tween®—Auxanografien
und entwickelten aufgrund unbefriedigender Ergebnisse ein neues phénotypisches
Differenzierungssystem mit modifizierter Fettsdure-Auxanografie sowie der Verwendung
erginzender konventioneller Methoden wie Cremophor EL®-, 1b-Agar-, Selektivgar-

Auxanografie, Uberpriifung der Katalaseaktivitiit und der lichtmikroskopischen Analyse.

4.2.1 Testung mit Tween®-Cremophor®-Auxotypie im Vorversuch durch Gutsuz et al.

Bei der Anwendung der Tween®—Cremph0r®—Auxotypie durch Gutsuz et al. am hiesigen
Universitétsklinikum fiel bei diesen Untersuchungen auf, dass weder bei einem der
untersuchten M. sympodialis-Referenzstimme noch bei irgendeinem der als M. sympodialis
eingeordneten Wildstimme ein eindeutig differenzierbares Wachstumsmuster nachzuweisen

war. Anstelle dessen war das Wachstumsmuster identisch mit dem von M. furfur. Dass es sich
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bei den getesteten Stimmen aber nicht um M. furfur handeln kann, zeigte die fehlende
Assimilation von Cremophor EL®. Die Cremophor EL®-Assimilation besteht bei den
Malassezia-Spezies nur bei M. furfur. Somit war allein durch den konventionellen Tween®-
Test bei diesen Untersuchungen nur M. slooffiae von den anderen obligat lipophilen Spezies
abgrenzbar. Dies bewog Gutsuz et al. am hiesigen Universitidtsklinikum zur Entwicklung

eines neuen Differenzierungssystems.

4.2.2 Differenzierungssystem mittels u.a. modifizierter Fettsiure-Auxanografien

In den folgenden beiden Tabellen 8 und 9 sind die durch das Malassezia-
Differenzierungssystem von Gutsuz et al. identifizierten Malassezia-Spezies mit
auxanografischen Metabolisierungsmuster und, wenn zur weiteren Differenzierung notig,
auch die Katalasereaktion und die mikromorphologische Begutachtung durch
Lichtmikroskopie aufgefiihrt.

Die auxanografischen Metabolisierungsmuster waren innerhalb einer Spezies unter den
verschiedenen Stammen nicht durchgehend identisch, d.h. die untersuchten verschiedenen
Stamme einer Spezies unterschieden sich mitunter in der Verstoffwechselung dargebotener
Nihrstoffquellen.

Unter Caprinsdure (C10) zeigte sich einheitlich kein Wachstumsverhalten. Unter Laurinsdure
(C12) entwickelte sich nur bei M. furfur-Stimmen Wachstum. Bei Myristin- (C14) wie
Palmitinsdure (C16) erfolgte durchgingig kein Wachstum bei M. restricta und M. obtusa.
Stearinsdure (C18), Olsiure (C18:1) wie Linolsiure (C18:2) fiihrten nur bei M. furfur und M.
pachydermatis zu Kolonienwachstum.

M. pachydermatis ist einziger auf der Negativkontrolle Selektivagar als wachsend eingestufte
Malassezia-Spezies. Auf der Positivkontrolle (m)-Dixon-Agar zeigte nur ein M. restricta-
Stamm kein Wachstum.

Als 1 b-Agar- wie Cremophor EL®-positiv erschienen nur M. furfur-Stimme und M.
pachydermatis. Esculin-Agar-positiv imponierte durchgehend M. sympodialis. Des Weiteren
positiv zeigten sich hier bis auf einen sdmtliche M. furfur-Stamme, der untersuchte M. obtusa-
Stamm sowie fraglich der untersuchte M. pachydermatis-Stamm. Konsistent Esculin-Agar-
negativ imponierten M. dermatis und M.restricta. M. globosa wurde Stamm-abhingig z.T.
auch Esculin-positiv eingestuft.

Tabelle 10 fasst die typischen Metabolisierungsmuster der untersuchten verschiedenen

Malassezia-Spezies zusammen.
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Insgesamt zeigt sich, dass allein anhand der modifizierten Fettsdure-Auxanogramme und der
Auxanogramme auf Esculin-Agar, Cremophor EL®-, (m)-Dixon Agar, Selektivagar und 1 b-
Agar nur die Spezies M. furfur, M. pachydermatis, M sympodialis und M. obtusa (letzterer
nur Esculin und Dixon positiv) differenziert werden konnen. Um die {iibrigen Spezies
abzugrenzen, miissen sich weitere Untersuchungen wie die Katalasereaktion und die
Lichtmikroskopie anschlieBen. In der erweiterten Testungsanordnung wurde deshalb fiir M.
slooffiae, M. globosa, M. dermatis und M. restricta die Katalasereaktion gepriift, die nur bei
den M. restricta—Stimmen einheitlich negativ ausfiel. Uniform positiv zeigten sich nur in der
Reaktion alle tiberpriiften M. sloooffiae-Staimme.

Mikromorphologisch imponierten M. globosa wie M. dermatis sphirisch und M. slooffiae
langlich bis ovoid und M. restricta ovoid.

Die Referenzstimme von M. restricta zeigten als einzige Malassezia-Spezies keine
Katalaseaktivitit, M. dermatis bei zwei der drei untersuchten Kulturen. Demzufolge wurde fiir
die Wildstamme 114, 115, 871/04 und Weber geschlussfolgert, dass sie zu einer dieser beiden
Spezies gehoren. Die iibrigen Wildstimme gehdren dementsprechend M. globosa oder M.
slooffiae an.

Bei den Katalase-positiven, runden Zellen muss es sich um M. globosa handeln. Die Katalase-
positiven, ovalen oder lidnglichen Zellen stellen M. slooffiae dar.

Die Katalase-negativen, runden Zellen gehoren der Spezies M. dermatis an, die Katalase-

negativen, ovalen Zellen der Spezies M. restricta (Gutsuz et al., bisher nicht veroffentlicht).
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Tabelle 10: Zusammenfassung der typischen Metabolisierungsmuster durch verschiedene
Malassezia-Spezies sowie der Katalase-Reaktion untersuchter Referenz- und Wildstamme:
»+ = positiv, ,,-,, = negativ, ,,v* = variabel

) c|c|jc|c|c,| c C | Esculin | 1b | C- | SA | Katalase

Spezies 10 | 12|14 | 16 | 18 | 18:1 | 18:2 EL

M. furfur -+ |+ |+ ]+ ]+ + + + | + - +

M. pachydermatis | - -+ + |+ + + +/- + - + +
M.sympodialis - -+ |+ | - - - + + | + - +

M. dermatis -l -+ |+ - - - - - - - -4
M. slooffiae - vV |+ |+ | - - - - - - - +

M. globosa -l -+ V] - - - - - - - +
M.restricta - - \% - - - - - - - - _

M. obtusa - - -] - - - - + - - - +

C 10: Caprinsdure; C12: Laurinsdure; C14: Myristinsdure; C16: Palmitinsdure; C18: Stearinséure; C18:1: Olsiure; C18:2: Linol-
Sédure; Esculin: Esculin-Agar; 1b: 1b Agar; C-EL: Cremophor EL-Agar; SA: Selektivagar; Katalase: Katalase-Reaktion
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4.3 PCR, Auftrennung der PCR-Produkte durch Gelelektrophorese und Nachweis im
UV-Licht

Mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) erfolgte die Amplifizierung von zuvor aus den
geziichteten Wild- und Referenzkulturen extrahierter DNA. Zum DNA-Nachweis konnte
durch das mit Ethidiumbromid versetzte Agarosegel in der Gelelelektrophorese das PCR-
Produkt mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht werden. Es sind dann einzelne, klare
Banden zu erkennen. Zieht man die im eletrischen Feld mitgewanderten DNA-Leiter als
Bezugsgrofle heran, wird deutlich, dass die genauen Lingen der verschiedenen Banden
innerhalb der einzelnen Spezies variieren, sich aber alle in der Gré8enordnung um die 200 bis
300 Basenpaare befinden. In Abbildung 2 ist ein Beispiel dargestellt. Im Anhang sind unter

9.2 weitere Photodokumentationen abgebildet.

Abbildung 2: DNA-Leiter und DNA-Produkte im UV-Licht nach Gelelektrophorese

, L zeigt den Lauf der DNA-Leitern, 1 M. globosa ,2 M. sympodialis, 3 M. sympodialis, 4
M. restricta, 5 M. restricta, 6 M. restricta, 7 M. pachydermatis, 8 M. globosa, 9 M.
sympodialis, 10 M. dermatis
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4.4 Analyse der PCR-Produkte nach ITS1-rDNA-Sequenzierung durch BLASTN
Die in den Analysen erhaltenen PCR-Produkte von 17 Referenzstimmen und 26
Wildstimmen der Gattung Malassezia wurden mit Hilfe des Suchprogrammes ,,BLASTN*

mit Datensidtzen der Gendatenbank ,nr* der NCBI verglichen, in dem die in den
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Laboranalysen  erhaltenen = DNA-Fragmente  #hnlichen, bestenfalls  identischen
Nukleotidsequenzen der Gendatenbank zugeordnet und mit dem E-Wert und ggf. mit weiteren
statistischen Parametern verifiziert wurden (2014 aktualisiert). Acht Spezies, M. dermatis (3
Stamme), M. furfur (12 Stamme), M. globosa (9 Stimme), M. obtusa (1 Stamm), M.
pachydermatis (1 Stamm), M. restricta (4 Stimme), M. slooffiae (4 Stamme) und M.
sympodialis (9 Stimme) sind differenziert worden. In den folgenden Tabellen sind die mittels
der molekularbiologischen Methode differenzierten acht Spezies mit den aus der Datenbank
erhaltenen statistischen Parametern aufgefiihrt. Der Wildstamm ,,PM 3* musste als einziger
abweichend von der unter Punkt 3.2.7 beschriebenen Datenbanksuchprozedere unter dem
Unterpunkt ,,Program Selection* ,,Optimize for* ,,More dissimilar sequences (discontiguous
megablast)* abgegelichen werden, da unter ,,highly similar sequences (megablast)* sich kein
Datenbanksuchtreffer ergab.

Tabelle 11 zeigt die Spezieszuordnung der Referenzstamme nach Gendatenbankabgleich.

Tabelle 11 Malassezia-Spezieszuordnung der Referenzstimme nach Gendatenbankabgleich.
Dargestellt sind Nukleotidsequenzlingen (,,NL*“) in der Einheit ,bp* und zu dem
wahrscheinlichsten Datenbanksuchabfragetreffer (,,Spezies in der Datenbank®) die
statistischen Parameter Maximaler Score (,,Max Score®), totaler Score (,,Tot Score®),
Suchanfrageabdeckung (,,Query Coverage*), Identitdt (,Identity”) sowie der E-Wert (,.E-

value®). Referenzstimme sind mit der Probenkennung (PK) ,,CBS* gekennzeichnet.

Nr. PK Spezies in NL [bp] Max Tot QueryCov | Identity E-
Datenbank Score Score [%] [%] value

1|CBS1 M.sympodialis 185 316 316 100 097 5e®’
2| CBS2 M.sympodialis 238 440 440 100 100 4et
3| CBS22 | M.globosa 254 416 416 091 099 6e Y
4 | CBS24 | M.dermatis 144 254 254 100 099 3¢
5| CBS26 | M.obtusa 303 501 501 091 099 2%
6 | CBS28 | M.slooffiae 283 490 490 100 098 4e"
7 | CBS30 | M. furfur 202 348 348 099 098 2e™°
8 | CBS32 | M. furfur 245 436 436 100 099 7e1%
9| CBS34 | M. furfur 294 521 521 100 099 1e'®
10 | CBS36 | M. furfur 204 355 355 100 098 1e™®
11 | CBS38 | M.furfur 283 492 492 099 098 9e®
12 | CBS40 | M. furfur 251 459 459 100 099 1e™®
13 | CBS 44 | M. furfur 285 521 521 100 099 1e'®
14 | CBS58 | M. restricta 284 512 512 100 099 9e™*
15 | CBS60 | M.pachydermatis 253 455 455 100 099 1e'®
16 | CBS 64 | M.sympodialis 144 220 220 100 094 2e>
17 | CBS 82 | M.furfur 294 521 521 100 099 2e%
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Tabelle 12 zeigt die Spezieszuordnung der Wildstimme nach Gendatenbankabgleich.

Tabelle 12 Malassezia-Spezieszuordnung der Wildstdimme nach Gendatenbankabgleich.
Dargestellt sind Nukleotidsequenzlingen (,,NL*“) in der Einheit ,bp* und zu dem
wahrscheinlichsten Datenbanksuchabfragetreffer (,,Spezies in der Datenbank®) die
statistischen Parameter Maximaler Score (,,Max Score®), totaler Score (,,Tot Score®),
Suchanfrageabdeckung (,,Query Coverage®), Identitit (,Identity”) sowie der E-Wert (,.E-

value®). Wildstimme sind mit der Probenkennung (PK) ,,PM* gekennzeichnet.

Nr. | PK Spezies in NL Max Tot Score | Query | Identity % E-
Datenbank [bp] Score Cov% value
1 |PM3 M. globosa 141 66,2 66,2 037 091 7e%
2 | PM4 M. globosa 189 333 333 100 98 5%
3 | PM6 M. globosa 197 292 292 100 94 8e®
4 |PMS8 M. slooffiae 281 492 492 100 98 1e™*
5 |PM10 | M. slooffiae 284 520 520 100 99 5e 1%
6 |PM12 | M. slooffiae 293 326 326 100 88 1e®
7 | PM14 | M. dermatis 249 392 392 085 99 1%
8 |PM16 | M. furfur 280 501 501 100 99 2e%
9 | PM18 | M. restricta 276 246 332 064 100 9e™®
10 | PM 20 | M. sympodialis 248 446 446 100 099 6e %
11 | PM42 | M. furfur 278 488 488 100 098 1e™®
12 | PM46 | M. furfur 200 326 326 100 096 8e™
13 | P48glo | M. sympodialis 187 346 346 100 100 6e™°
14 | PM 50 | M. sympodialis 179 302 302 100 097 1e®
15 | PM 52 | M. sympodialis 204 366 366 100 099 5e1%
16 | PM 54 | M. restricta 332 540 540 099 096 5e™*
17 | PM 56 | M. restricta 225 390 390 100 098 3e™%
18 | PM 62 | M.globosa 280 448 448 098 096 201
19 | PM66 | M.globosa 270 436 436 100 095 5e1%
20 | PM 68 | M. sympodialis 153 231 231 100 094 1e®
21 | PM70 | M. furfur 277 479 479 100 098 9%
22 | PM 72 | M. sympodialis 140 259 259 100 100 6e”°
23 | PM 74 | M. globosa 321 538 538 094 099 2e™3
24 | PM76 | M. globosa 211 309 309 095 095 9e®
25 | PM 78 | M. dermatis 154 211 211 098 091 2e™
26 | PM 80 | M. globosa 312 564 564 099 099 3e™!

AbschlieBend ein konkretes Beispiel eines Datenbankabgleiches fiir den Referenzstamm
,CBS 28“ mit einer Nukleotidsequenzsuchlinge von 283 Basenpaaren. Der Suchtreffer mit
dem besten E-Wert wird oben in der Auflistung nebst den weiteren statistischen Parametern
angefiihrt. Nach Aktivierung des Kontrollkdstchens vor diesem Hit und nachfolgenden

Anklicken von ,,Descriptions* werden folgende Informationen angezeigt:
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“Malassezia slooffiae isolate POL.69.09.11I 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gblKC141978.11 Length: 786 Number of Matches: 1

Related Information Range 1: 21 to 304 *“ und

Alignment statistics for match #1
Score  Expect Identities Gaps Strand

490 bits(265) 4e-139 279/285(98%) 3/285(1%) Plus/Minus

Query 1 TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGTGTTTTG
60

Crererrrrrrerrrrererrrerererrerrrrrr ettt ettt e
Sbjct 304 TTCGCTGCGTTICTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGIGTITTIG
245

Query 61 TTCGTTGGTTGTGAACCAACATCAATCACGTTCATACAAACATGCGTGTTITTT-AGAGAA
119

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e reeend
Sbjct 244 TTCGTTGGTTGTGAACCAACATCCATCACGTTCATACAAACATGCGTGTTITTTTAGAGAA
185

Query 120 GGAAGGCGCCCGGACGCCATTAAGCAATCCAAACGCGCTTCCACACGGTGCACAGGGTTT
179

Sbjct 184 GGAAGGCGCCCGGACGCCATTA-GCAATCCAAACGCGCTTCCACACGGTGCACAGGGTTT
126

Query 180 GIGGATAAATAGTGGATTGGGGGAGAGGCACGTTGTGT-AGCGTIGCGTATCTCAAACCCC
238

Sbjct 125 GTGGATAAATAGTGGATTGGGGGAGAGGCACGTTGTGTTAGCGTGCGTATCTCAAACCCC
66

Query 239 AGCCAATTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAACC 283

FEorrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrer rrrnd
Sbjct 65 AGGCAATTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACAGAAACC 21

Zu Beginn werden Malassezia-Spezies mit Isolatbenennung und der zugeordnete
Gensegmentsequenzlokus (u.a. 18 S-ribosomales RNA-Gen, ITS1-Region) benannt. Folgend
u.a. neben der Sequenz-ID die Linge wie die Anzahl der Treffer. Dann die Alignment-
Statistik. Zu erkennen sind die Basenabfolgen der Suchsequenz ,,Query” mit der
Nummerierung von 1 bis 283 und der Basensequenz des Datenbanktreffers. Es sind zwei
Liicken (,,Gaps®) in der Suchsequenz integriert, die die Basenzahl der Suchsequenzlinge auf
285 erhohen und einen relativen Anteil von 1 % aufweisen. In dieser Anordnung — dem
lokalen Alignment — sind nun 279 von 285 Basen identisch, was prozentual 98 % entspricht
(,,Identity*). Die als identisch gewerteten Basenpaare sind mit einem vertikalen Strich

dazwischen gekennzeichnet. Zwei Basen sind durch das Einfiigen der ,,Gaps* different.
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4.5 Ergebnisvergleich der Methodik von Gutsuz et al. mit der molekularbiologischen
Bestimmungsmethode der ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et al. (2000)

Die durch die phinotypische Differenzierungsmethodik von Gutsuz et al. mit u.a.
modifizierter Fettsdure—Auxanografie erhaltenen Resultate werden mit denen durch die als
Referenzmethode verwendete ITS1-rDNA-Sequenzierung und Datenbankabgleich der
Nukleotidsequenzdatenbank ,,nr* der NCBI verglichen, tabellarisch gegeniibergestellt und die
prozentuale Ubereinstimmungsrate bei den Referenz- wie Wildstimmen bestimmt. In Tabelle
13 erfolgt der Vergleich der Speziesbestimmungen bei den Referenzstimmen, in Tabelle 14

bei den Wildstammen.

Tabelle 13: Ubereinstimmung der Speziesidentifikation untersuchter Referenzstimme durch
das von Gutsuz et al. entwickelte Differenzierungssystem inklusive der modifizierten

Fettsdaureauxanografie gegeniiber der ITS1-rDNA-Sequenzierung als Referenzmethode

Labor- |Referenz |Referenzstamm-  |Ergebnis des Ergebnis der ITS1- |Identisch/
name |-stamm |Spezies Auxanogrammes |Sequenzierung nicht
identisch
CBS 01 | 7222 M. sympodialis M. sympodialis M. sympodialis identisch
CBS 02 | 7979 M. sympodialis M. sympodialis M. sympodialis identisch
CBS 22 | 7966 M. globosa M. globosa M. globosa identisch
CBS 24 | 9145 M. dermatis M. dermatis M. dermatis identisch
CBS 26 | 7876 M. obtusa M. obtusa M. obtusa identisch
CBS 28 | 7861 M. slooffiae M. slooffiae M. slooffiae identisch
CBS 30| 7019 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 32 | 4162 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 34 | 4170 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 36 | 4171 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 38 | 6000 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 40 | 6046 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 44 | EG658 | M. furfur M. furfur M. furfur identisch
CBS 58 | 78717 M. restricta M. restricta M. restricta identisch
CBS 60 | 1892 M. pachydermatis |M. pachydermatis |M. pachydermatis |identisch
CBS 64 42132 M. sympodialis M. slooffiae M. sympodialis anders
CBS 82 | 1878 M. furfur M. furfur M. furfur identisch
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16 der 17 Referenzstimme wurden mittels der Differenzierungsmethodik nach Gutsuz et al.
richtig identifiziert. Dies entspricht einer Ubereinstimmungsrate in Bezug auf die
vorbekannten Referenzstammspezies wie auch auf die Ergebnisse der ITSI-rDNA-
Sequenzierung in Verbindung mit der Datenbanksuchabfrage der Datenbank ,,nr* der NCBI
von 94,1 %. Nur der Referenzstamm ,,CBS 64 bzw. ,,42132° wurde fehlbestimmt. Die ITS1-
der NCBI und dem

(13

rDNA-Sequenzierung in Verbindung mit der Datenbank ,,nr
Suchprogramm BLASTN ermittelte sidmtliche Referenzstimme korrekt, d.h. eine
Ubereinstimmungsrate von 100 % mit den vorbekannten Referenzstimmen.

Unter den 17 iiberpriiften Referenzstimmen befanden sich acht M .furfur-Stimme, drei M.
sympodialis-Stimme und jeweils ein Stamm der Spezies M. dermatis, M. globosa, M. obtusa,
M. pachydermatis, M. restricta und M. slooffiae. Einzig nicht-identisch unter den Referenz-
stimmen differenziert worden ist die als mit M. sympodialis ATCC 42132 bestiickte Probe
CBS 64, die mit der Referenzmethode als M. sympodialis, aber mit dem
Differenzierungssystem nach Gutsuz et al. als M. slooffiae identifiziert wurde.

Die auf der folgenden Seite abgebildete Tabelle 14 fasst die Bestimmungen der Malassezia-
Spezies bei den 26 iiberpriiften Wildkulturen zusammen. Hier erfolgte in 24 von 26 Fillen
eine einheitliche Speziesidentifikation mit beiden Methodiken, was einer Ubereinstimmungs-
rate von 92,3 % entspricht. Zu unterschiedlichen Ergebnissen kam es bei den Wildkulturen
,Brauns®“ und ,,Weber/glob®“. Wihrend es bei der Probe ,,.Brauns“ zur Bestimmung der
Spezies M. slooffiae bei der phdanotypischen Methode kam, wurde molekularbiologisch M.
dermatis  identifiziert. Bei der Wildkultur ,,Weber/glob®“ wurde mittels des
Differenzierungssystems nach Gutsuz et al. M. dermatis und durch die ITS1-r-DNA-
Sequenzierung in Verbindung mit der Datenbanksuche M. globosa als Spezies zugeordnet.
Unter den 26 Wildstammen wurden durch die ITS1-rDNA-Sequenzierung in Verbindung mit
der Datenbanksuch in der NCBI-Datenbank ,,nr** insgesamt acht mal M. globosa, sechs mal
M. sympodialis, vier mal M. furfur, jeweils drei mal M. slooffiae und M. restricta sowie zwei

mal M. dermatis als enthaltene Spezies identifiziert.
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Tabelle 14: Vergleich der Speziesidentifikationen untersuchter Wildstimme durch die von
Differenzierungsmethodik mit
Fettsdureauxanografie gegeniiber der ITS1-rDNA-Sequenzierung als Referenzmethode: als

Gutsuz

et al.

entwickelte

u.a.

der

Kolumnen Laborkennzeichnung, Wildstammkennezichnung, Wildstammbezeichnung,
Ergebnisgegeniiberstellung

Labor- |Wildstamm- Ergebnis des Ergebnis der ITS1-rDNA-  |identisch/
name |bezeichnung Auxanogrammes |Sequenzierung/ BLASTN | anders
PM 3 M. globosa M globosa M. globosa identisch
PM 4 107 M globosa M. globosa identisch
PM 6 117 M globosa M. globosa identisch
PM 8 13 M. slooffiae M. slooffiae identisch
PM 10 |Roscott M. slooffiae M. slooffiae identisch
PM 12 |Seibt M. slooffiae M. slooffiae identisch
PM 14 |Brauns M. slooffiae M. dermatis anders
PM 16 | 6094 M. furfur M. furfur identisch
PM 18 1639 M. restricta M. restricta identisch
PM 20 1647 M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 42 | 312 M. furfur M. furfur identisch
PM46 | Z2 M. furfur M. furfur identisch
PM 48 |V.a. M. globosa |M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 50 |1414/04 M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 52 [1399/04 M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 54 114 M. restricta M. restricta identisch
PM 56 115 M. restricta M. restricta identisch
PM 62 | Beil M. globosa M. globosa identisch
PM 66 |Weber/glob M. dermatis M. globosa anders
PM 68 119/04 M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 70 | Kreuz M. furfur M. furfur identisch
PM 72 |NN5 M. sympodialis |M. sympodialis identisch
PM 74 12 M. globosa M. globosa identisch
PM 76 17 M. globosa M. globosa identisch
PM 78 [700/03 M. dermatis M. dermatis identisch
PM 80 |871/04 M. globosa M. globosa identisch
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S. Diskussion

Malassezia-Hefen konnen fiir eine Reihe von klinisch relevanten Krankheitsbildern wie z.B.
die Pityriasis versicolor (Mayser 2012, Park 2012), das seborrhoische Ekzem (Sosa 2013,
Goldenberg 2013, Zhang 2013), der Malassezia-Follikulitis (Ko 2011, Mota 2011), das
atopische Ekzem (Gioti 2013, Koike 2013) so wie auch der Sepsis (Gaitanis 2012, Kaneko
2012, Curvale-Fauchet 2004) verantwortlich sein. Die Gattung Malassezia umfasst
verschiedene Spezies mit unterschiedlicher Empfindlichkeit auf bestimmte antimykotisch
wirksame Substanzen. Allein durch diesen Aspekt wird die Notwendigkeit einer
differenzierenden Diagnostik ersichtlich. Daneben finden diagnostische Methoden zur
Differenzierung von Malessezia-Spezies auch z.T. im Rahmen phylogenetischer Studien
Anwendung (Crespo 2000, Oh 2010). Das Spektrum bisher angewendeter Verfahrensweisen
ist vielfaltig.

In dieser Arbeit wird die Anwendbarkeit einer nicht-molekularbiologischen Methodik zur
Differenzierung der Malassezia-Spezies, bestehend aus der Kombination einer von Gutsuz et
al. entwickelten modifizierten Fettsdureauxanografie, weiteren Auxanografien (Cremophor
EL®—, Esculin-, 1b-, m-Dixon-Agar-Auxanografie, Selektivagar), der Katalasereaktion und
der Lichtmikroskopie, durch die bereits etablierte molekularbiologische Methode nach
Makimura et al. (2000) iiberpriift. Zur Untersuchung der Ubereinstimmungsrate dieses von
Gutsuz et al. modifizierten Fettsdureauxanogramms wurden 17 Referenzstimme und 26
Wildstimme der Gattung Malassezia nach beiden Verfahren spezifiziert und die Ergebnisse
verglichen. Bei den untersuchten Stammen, welche sowohl auf (m)-Dixon-Agar als auch auf
Leeming-Notman-Agar verimpft wurden, handelt es sich um die acht Spezies M. furfur (12
Stdmme), M. pachydermatis (1 Stamm), M. globosa (9 Stamme), M. restricta (4 Stimme), M.
sympodialis (9 Stimme), M. slooffiae (4 Stimme), M. dermatis (3 Stimme) und M. obtusa (1
Stamm). Nach Durchfiihrung der Spezifizierung dieser Malassezia-Stimme sowohl durch das
Differenzierungssystem nach Gutsuz et al. als auch durch die molekularbiologische Methode
nach Makimura et al. zeigte sich eine Rate der Ubereinstimmung von 94,1 % (16 von 17) bei
den Referenzstimmen und von 92,3 % (24 von 26) bei den Wildstimmen.

Es wird damit gezeigt, dass die von Gutsuz et al. entwickelte phidnotypische
Differenzierungsmethodik mit modifizierter Fettsiureauxanografie, Cremophor EL®-,
Esculin-, 1b-, (m)-Dixon-Agar-Auxanografie, Selektivagar-Auxanografie in Verbindung mit
der Uberpriifung auf Katalaseaktivitit und der Mikroskopie in der Lage ist, die Spezies M.
globosa, M. furfur, M. obtusa, M. pachydermatis, M. restricta, M. slooffiae, M. sympodialis

sowie M. dermatis zu identifizieren.
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In der alltdglichen Praxis finden weltweit unterschiedliche Verfahren zum Nachweis des
Malassezia-Besatzes von Menschen und Tieren Anwendung. Im Folgenden werden die Vor-
und Nachteile der verschiedenen Differenzierungsmoglichkeiten der Spezies Malassezia
diskutiert und mit denen in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfahren verglichen.
Anfangs basierte eine Identifikation der Malassezia-Spezies auf  morphologischen,
physiologischen und biochemischen Kriterien, was sich zum Teil als zeitaufwindig und
kompliziert erwies (Affes 2009). Auch die Differenzierung von physiologisch #@hnlichen
Stammen wie M. furfur und M. sympodialis stellte sich oft als problematisch heraus (Guillot
2000). Daher wird bis heute an der Entwicklung phénotypischer Methoden gearbeitet, die
kostengiinstig, zuverldssig und in der Routinearbeit von Laboratorien einfach anzuwenden
sind. Zum Beispiel erwies sich die phédnotypische Methode des Kultivierens von
verschiedenen Spezies auf Chrom-Agar zur Identifikation von klinisch wichtigen Spezies wie
M. globosa, M. restricta und M. furfur als niitzlich. Sie stellte sich als einfach anwendbar,
schnell und kostengiinstig heraus. Dennoch miissen zur Identifikation weiterer Spezies andere
Verfahren wie zum Beispiel molekulare Methoden herangezogen werden. (Kaneko 2007).
Auch in einer Studie von Trabelsi et al. zur Identifikation der Malassezia-Spezies an Pityriasis
versicolor Erkrankten wurden phinotypische Methoden, wie der Tween-Assimilationstest, die
Katalasereaktion und die Ureasereaktion angewandt. Aber selbst hier muflte ergéinzend zur
Identifikation  des  schwer anziichtbaren  Malassezia  restricta  wieder  eine
molekularbiologische Methode in Form der Nested PCR hinzugezogen werden (Trabelsi
2010). Auch in einer aktuellen Studie zur Identifikation von Malassezia-Spezies bei Patienten
mit extremer Form der Pityriasis versicolor wurden morphologische Merkmale und
physiologische Tests angewandt. Doch auch hier wurden zur Ergebniskontrolle
molekularbiologische Methoden hinzugezogen (Romano 2013). Die auf Tween® basierenden
Identifikationsmethoden erreichen ihre Grenzen durch die kontinuierliche Beschreibung neuer
Spezies (Gaitanis 2009). Daher wird gegenwirtig die konventionelle Labordiagnostik zur
Unterscheidung der Malassezia-Spezies durch molekularbiologische Techniken unterstiitzt
(Hirai 2004).

Diese PCR-Technologie ist einfach, schnell und sicher anwendbar fiir die Differenzierung der
Genus Malassezia. Besonders fiir die Abgrenzung von physiologisch dhnlichen Stimmen hat
sich die molekularbiologische Methode als effizient erwiesen (Affes 2009).

AuBerdem gelten die molekularbiologischen Verfahren als sensitive und schnelle Methoden
fiir die genaue Speziesidentifikation von klinisch relevanten Pilzen und konnen leicht als

Routinediagnostik eingefiihrt werden (Landlinger 2008).
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Aktuell stehen verschiedene molekularbiologische Methoden zur Verfiigung. Sie besitzen
unter anderem den Vorteil, dass auf eine langwierige kulturelle Anreicherung verzichtet
werden kann und bereits nach zwei Tagen die Probe zu einem Ergebnis fithrt (Gemmer 2002).
AuBerdem konnen so schwer in Kultur zu haltende Spezies wie M. restricta in ihrer
tatsdchlichen Haufigkeit widergespiegelt werden, ohne dass es zu falsch negativen Angaben
kommt (Gemmer 2000).

Die Vor- und Nachteile der unterschiedlichen molekularbiologischen Methoden stellen sich
wie folgt dar:

Bereits 1996 konnten mit Hilfe der gro3en Untereinheit der ribosomalen DNA-D1/D2-Region
(Guého 1995) die sieben Spezies M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. obtusa, M.
globosa, M. restricta und M. slooffiae (Guillot 1995, Guého 1996) differenziert werden.
Darauthin wurden weitere molekulare Verfahren entwickelt, anhand derer fiinf weitere
Spezies, M. equi (Nell 2002), M. dermatis (Sugita 2002), M. japonica (Sugita 2003 b), M.
nana (Hirai 2004), M. yamatoensis (Sugita 2004) und M. caprae (Cabanes 2007) klassifiziert
werden konnten. Die nachfolgende Tabelle fiihrt die verschiedenen molekularbiologischen

Methoden zur Differenzierung von Malassezia spp. mit ihren Erstbeschreibern auf.

Tabelle 15: Molekularbiologische Methoden (Mayser 2006)

Genetischer Fingerabdruck (PCR-finger-printing) Versalovic et al. 1991
Belkum et al. 1994
direkte rRNA-Sequenzierungs-Methode Guillot et al. 1995
Pulsfeld-Gelelektrophorese (PGFE) Boekhout et al .1998
RAPD (zufillig vervielfiltigte polymorphe DNA) Boekhout et al. 1998
Karyotypisierung Gupta et al. 2000
AFLP (vervielfiltigender Fragment-Lingen-Polymorphis- Theelen et al. 2001
mus)
DGGE (Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese) Theelen et al. 2001
Sequenzierungsanalyse: a) Guého et al. 1995
a) Analyse der D1/D2-Region der groen Untereinheit|b) Makimura et al. 2002
der ribosomalen DNA ¢) Sugita et al. 2003

b) Analyse der innen liegenden umschreibenden Ab-
standshalter-Regionen (ITS1/2) der ribosomalen DNA
c) Analyse der IGS (genetische Abstandshalter-Region)

der ribosomalen DNA

Restriktionsanalyse der PCR-Amplikone: Gaitanis et al. 2002

Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) Gemmer et al. 2002
Terminaler-Fragment-Léangen-Polymorphismus (tFLP) Mirhendi et al. 2005
Chitin-Synthase-Gensequenzanalyse Aizawa et al. 2001
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Mittels dieser Verfahren ist die Gattung Malassezia weiter differenziert worden und
beinhaltet inzwischen 14 Spezies, welche anhand physiologischer und morphologischer
Kriterien nicht hatten unterschieden werden konnen (Cafarchia 2011). Dies wird auch in
einer Studie von Akaza et al. (2010) dargelegt. Hier wird gezeigt, dass
Differenzierungsmethoden, welche von einem Wachstum der verschiedenen Spezies in Kultur
abhingig sind, nur eingeschrinkt anwendbar sind. Dafiir wurden Jahreszeit-abhiingig
Malassezia-Spezies enthaltene Proben von gesunder Haut entnommen, die Spezies isoliert,
durch die PCR-Methode identifiziert und mit auf Leeming-Notman-Agar angelegten Spezies
verglichen. Da das Wachstum der Kolonien auf der Haut im Sommer eingeschrinkt ist,

erwies sich die Identifikation durch die phénotypische Methode als schwierig, wihrend die
Identifikation durch PCR weiterhin zuverldssig moglich ist. Dies begriindet sich darin, dass
fiir das Wachstum in Kultur lebende Zellen benotigt werden, wihrend fiir die PCR-Methode
das Genmaterial auch nicht lebender oder inaktiver Zellen amplifiziert und so analysiert
werden kann.

Dies zeigt den Vorteil der molekularbiologischen Techniken zur Differenzierung der
Malassezia-Spezies gegeniiber den biochemischen und den phianotypischen Alternativen.
Denoch ist in vielen klinischen Laboren eine einfache, verlidssliche und kosteneffektive
Methode notwendig (Kaneko 2007).

Hier zeigt sich die Bedeutung des neu entwickelten Differenzierungssystems von Gutsuz et al.
mit modifizierter Fettsiureauxanografie. Diese ist im Gegensatz zur herkommlichen Tween®-
Auxanografie in der Lage, bisher nicht einzuordnende Wildstimme einer Spezies zuzuordnen
und zudem einfach in Herstellung, Durchfiihrung und Auswertung.

Im Allgemeinen erwiesen sich die molekularbiologischen Verfahren dennoch im Gegensatz
zu den konventionellen Methoden als weniger zeitaufwéndig, zuverldssiger und eindeutiger
zu interpretieren (Gupta 2004). Ungeachtet dessen unterscheiden sich die verschiedenen
molekularbiologischen Methoden in ihren Vor- und Nachteilen.

Das PCR-Fingerprinting kann erfolgreich zur Typisierung von Malassezia-Spezies eingesetzt
werden. Obwohl die Isolation einiger Stamme beschwerlich ist und nicht alle PCR-Primer
deutliche DNA-Banden-Muster erbracht haben, wie die des M. furfur und des M. sympodialis
(Versalovic 1991; Belkum 1994), konnten einige epidemiologisch niitzliche Untersuchungen
entwickelt werden, indem mehrere prokaryotisch wiederholt iibereinstimmende Primer wie
ERIC oder REP eingesetzt wurden. Pilot-Experimente schlossen eine geringe Anzahl von
Malassezia-Stimmen ein, welche deutlich machten, dass die Anwendung von einzelnen REP-
oder ERIC-Primern nicht ausreichend charakterisiert werden konnen. Die Kombination der

Primer ERIC, IR und ERIC-2 in einer einzigen Reaktion erbrachte hingegen eine geniigend
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hohe Ubereinstimmung der DNA-Vielfalt zwischen den verschiedenen Stimmen (Belkum
1994).

Die direkte rRNA-Sequenzierungs-Methode, angewandt von Guillot und Gueho (Guillot
1995), ist fiir die Routineanalyse und -diagnostik nicht geeignet, da sie sehr zeitaufwindig ist
und relativ groBe Mengen an RNA voraussetzt (Gupta 2000).

Durch die Pulsfeld-Gel-Elektrophorese hingegen kann zuverldssig zwischen sieben
Malassezia-Spezies unterschieden werden (Gupta 2000).

Mit Hilfe der RAPD (,,randomly amplified polymorphic DNA‘)-Analyse ist es moglich, in
verschiedene Malassezia-Spezies zu unterteilen. Dennoch erwies diese sich in Bezug auf die
Identifikation der einzelnen Spezies aufgrund der variierenden Ergebnisse in der
Heterogenitit als unzuverlédssig (Boekhout 1998b).

Die Karyotypisierung ist eine Methode, die sich als sehr widerstandsfihig erwiesen hat. Auf
der anderen Seite ist sie zeitaufwéndig und sehr laborintensiv (Gupta 2000).

Die Methode nach dem amplifizierten Fragmentldngen-Polymorphismus (AFLP) kann sieben
Spezies voneinander unterscheiden. AuBlerdem ist auch eine Differenzierung innerhalb der
Spezies M. furfur moglich (Theelen 2001).

Durch das DGGE (Denaturing Gradient Gel Elektrophoresis)-Verfahren ist ein leistungs-
fahiges Hilfsmittel fiir komplexe klinische Proben gegeben und kann so die verschiedenen
Malassezia-Spezies differenzieren. Sie besitzt aber einen hohen technischen Anspruch und ist
daher fiir die Routinediagnostik nicht geeignet (Theelen 2001).

Anhand der ribosomalen DNA-Analyse der D1/D2-Region konnen alle Malassezia-Arten
korrekt identifiziert werden. Sie erlaubt eine hohe intraspezifische Auflosung der eng
miteinander verwandten Sequenzen (Guého 1995).

Die Analyse der IGS-rDNA hingegen zeigt hohere Abweichungen als andere Regionen oder
Untereinheiten und weist erhebliche intraspezifische Ungleichheiten auf (Sugita 2003).
Anhand der PCR-RFLP Methode konnen elf verschiedene Malassezia-Spezies differenziert
werden. Es ist moglich, sowohl Gattung und Standardstimme als auch klinische Isolate zu
identifizieren (Mirhendi 2005).

Die tFLP-Methode ermdoglicht die Priifung der Okonomie von Malassezia-Hefen, unabhingig
von ihrer Subkultur. Diese Technik umfasst die fluoreszierende Nested-PCR der ITS I- und
ITS II-Region ribosomaler Gen-Cluster, d.h. einer Gruppe von benachbarten Genen dhnlicher
Funktion. So kénnen durch die eindeutige Fragmentlange der ITS1-Region alle Malassezia-
Hefen differenziert werden (Gemmer 2002).

Mittels Analyse der Nukleotidsequenz des Chitin-Synthase 2-Gens untersuchten Kano et al.

1999 die sieben damals bekannten Malassezia-Spezies M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M.
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pachydermatis, M. restricta, M. slooffiae and M. sympodialis auf phylogenetische
Verwandschaft und entdeckten, dass trotz mehr als 95%-iger Ahnlichkeit jede Spezies sich
genetisch von den anderen in Bezug auf diese Gensequenz unterschied (Kano 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Analyse der DNA-Sequenzen von nukleédr ribosomalen
internalen transkribierten Spacer-1-Regionen (ITS1) nach Makimura et al. (2000)
durchgefiihrt, um die Malassezia-Hefen zu differenzieren. Anhand der ITS1-Region ist eine
Unterscheidung der sieben anfinglich erwédhnten Spezies moglich. Auch neue Arten wurden
aufgrund einer genetischen Variation dieser Region entdeckt; wie z. B. M. dermatis (Sugita
2002). Fiir diese Methode wurden universelle Eukaryonten-Primer aus der ITS-Region und
spezifisch entwickelte Primer aus der veroffentlichten Teilsequenz der grolen Untereinheiten
(LSU) fiir ribosomale Gene der Malassezia-Spezies eingesetzt. ITS1 ist zwischen 18S und
5.8S rDNA lokalisiert und 162 bis 266 Basenpaare lang. Die ITS1-Region erwies sich als
niitzlich, um zwischen engen taxonomischen Verwandtschaften zu unterscheiden (Berbee
1995, Carbone 1993, LoBuglio 1993) und um mit ihrer Hilfe, besonders in der Mykologie,
verschiedene phylogenetische Studien durchzufiihren (Attili 1998, Makimura 1998, Ujjthof
1998, Wedde 1998). AuBlerdem zeigte sie sich in der Anwendung als schnell und zuverldssig
(Boekhout 1998b), da sich die ITS-Region durch eine hohe Variabilitit unter den
Chromosomensitzen der unterschiedlichen Pilzspezies auszeichnet (Landinger 2009). So
konnte mit Hilfe dieser zuverldssigen, etablierten Methode nach Makimura et al. in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass das von Gutsuz et al. entwickelte Differenzierungssystem
aufgrund der Kongruenz im Vergleich der Referenzstimme mit einer Ubereinstimmungsrate
von 94 % und der Wildstimmen von 92 % eine gute Alternativmethode zu den
molekularbiologischen Verfahren darstellt. Die Bedeutung der ITS-Region und ihre Funktion
werden im Folgenden diskutiert. Die ITS-Region ist im rDNA-Komplex aller
eukaryontischen Zellen enthalten. Der gesamte rDNA-Komplex beinhaltet vom 5° zum 3°-
Ende die intergenetische Platzhalter-Region IGS. Sie enthilt den externalen transkribierten
Spacer ETS1 am 5°-Ende und ETS2 am 3°- Ende, zusammen mit variablen Lokalisationen des
5S rDNA-Gens, des 18S rDNA-Gens, der ITS1-Region, des 5.8S-Gens, der ITS2-Region und
des 28S rDNA-Gens (Lott 1993). Die ITS2-Region befindet sich zwischen 5.8S und 28S
wihrend die in der vorliegenden Arbeit verwendete ITS1-Region zwischen 18S und 5.8S
liegt. Wihrend der frithen Transkription im Zellkern enthélt der anfidngliche Prédkursor der
RNA-Formation die Nukleotide fiir die 5-ETS1/18S/ITS1/5.8S/1TS2/28S/ETS2-
3" Untereinheit, bezeichnet als 35S nach 45S rDNA Transkriptionseinheit. Diese genomische
Einheit, welche die Gene enthiilt, die fiir die RNA-Formation ausschlaggebend sind, markiert

den rDNA-Komplex des Pilzgens (Yeh 1990).
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Dieser gesamte Gen-Komplex mit konservierten und variablen Nukleotidsequenzen fungiert
aufgrund seiner Prdsenz in allen eukaryontischen Zellen als Referenz fiir evolutionire
Abweichungsstudien. Au3en vor bleibt das 5S-Gen, da es wihrend der Transkription deutlich
anders im Vergleich zu den anderen rDNA-Produkten prozessiert wird. Viel mehr spielt es
eine Rolle bei der Formation von Ribosomen (Szymanski 2000).

Mit Hilfe der 18S-Region, welche variable und konservierte Sequenzen enthilt, konnen durch
Sequenzvariationen innerhalb dieser Regionen taxonomische Beziehungen der Hauptgruppen
abgeschitzt und den Gattungen und Arten zugeordnet werden (Einsele 1997). Nachteile fiir
den Gebrauch der 18S-Region zeigen sich in der Grofle von iiber 1800 Basenpaaren, da man
fiir die Vergleichsanalyse einen hohen Anteil von Basen benétigt. AuBerdem besteht eine
relative Sequenzhomologie innerhalb dieser Region zwischen den Pilzarten. Die 5.8S-Region
ist hingegen nur 160 Basenpaare lang und innerhalb der grolen Organismengruppen hoch
konserviert. Infolge dieser kleinen Gréfe und der konservierenden Eigenschaft ist sie fiir
phylogenetische Studien zur Klassifikation von Pilzarten nicht geeignet (White 1990).

Das 28S-rDNA-Gen mit einer Grofle von 3400 Basenpaaren innerhalb der Pilzspezies enthilt
sowohl variable als auch konservierte Sequenzregionen. Der variable Bereich der grof3en
ribosomalen Untereinheit kann zum Vergleich von hoher taxonomischer Ebene zur
Speziesebene herangezogen werden. Da viele Sequenzen des 28S-Gens unter den
Organismengruppen konserviert sind, stellt sich der Nutzen fiir die Speziesidentifikation als
fraglich dar (Hennequin 1999, Kurtzmann 1997).

Die in der vorliegenden Arbeit genutzte ITSI-Region zeigt hingegen umfassende
Sequenzunterschiede innerhalb der Hauptgruppen von Mikroorganismen und sogar innerhalb
der Spezies derselben Hauptgruppe. Die SequenzgroBe jeder Region variiert von 1000
Basenpaaren in humanen Zellen bis hin zu unter 300 Basenpaaren bei einigen Hefen
(Gonzalez 1990, Joseph 1999). Ebenso zeigte sich, dass diese Spacer-Region fiir die friihe
Transkription wihrend des rRNA-Prozesses von Bedeutung ist. Viele Studien demonstrierten,
dass geniigend Sequenzunterschiede unter den Pilzen bestehen, um anhand der ITS1-Region
verschiedene Spezies identifizieren zu konnen (Affes 2009, de Bellis 2010, Koike 2013,
Sugita 2005a, Sugita 2003c). Selten gibt es Fille, in denen eine Sequenziibereinstimmung
innerhalb der ITS-Region von mehr als 99 % zwischen einzelnen Spezies besteht. In diesen
Fillen ist es problematisch, alleine mittels Sequenzanalyse die Spezies zu differenzieren
(Gaskell 1997). Zusitzlich zeigen einige wenige Spezies keine ausreichende Variabilitdt, um
sie mit Hilfe alleiniger Sequenzanalyse zuordnen zu konnen (O Donnell 1992, Okeke 1998).
Die Sequenzunterschiede unter den Pilzstimmen und die Sequenzihnlichkeiten zwischen den

Arten konnen Fehlbestimmungen, welche auf alleiniger phénotypischer Charakterisierung
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basieren oder falsch deklarierte taxonomische Zuordnungen, aufdecken. Diese genotypischen
Unterschiede innerhalb der ITS-Regionen haben sich so als wertvoll fiir die Typisierung der
Arten erwiesen (Lin 1995). Mehrere Beispiele wurden diesbeziiglich diskutiert, um die
Zuverlassigkeit der ITS-Region als molekulares Ziel fiir die Zuordnung und Charakterisierung
von Pilzstimmen nach Art und Geschlecht zu demonstrieren (Iwen 2002). Makimura et al.
demonstrierte schlieBlich die Anwendbarkeit der ITS1-Region fiir die Identifikation von
Malassezia-Spezies (Makimura 2000). Der Einsatz dieser Methode erfolgte in dieser Arbeit
zur Uberpriifung der korrekten Speziesidentifizierung durch u.a. das modifizierte
Auxanogramm.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des durch Gutsuz et al. zur Malassezia-Spezies-
identifikation entwickelten Testsystems der modifizierten Fettsdure-Auxanografie als
konventionelles Bestimmungsverfahren mit denen der ITS1-rDNA-Sequenzierung als
molekularbiologischer Referenzmethode verglichen. Dazu wurde die Ubereinstimmungsrate
beider Verfahrensvarianten durch die Analyse von 17 Referenzstimmen und 26 Wildkulturen
ermittelt. Bei den Referenzstimmen resultierte eine Ubereinstimmung zwischen den beiden
Verfahren wie in Bezug auf den Vergleich mit den bei den Referenzstimmen vorbekannten
Malassezia-Spezies von 94,1 % (16 von 17), wihrend bei den Wildstammen 92,3 % (24 von
26) im Ergebnis identisch waren. Die Resultate zeigen, dass mit Hilfe der Methode von
Gutsuz et al. die wahrscheinliche Identifikation von klinisch wie phylogenetisch relevanten
Malassezia-Hefen moglich ist. Es kann somit als Alternative zur Bestimmung der Spezies
herangezogen werden, da in der Routinelabordiagnostik nicht immer molekularbiologische
Verfahren zur Verfiigung stehen.

Auch bei Fehlen von kostenintensiven High-Tech-Gerdten kann das von Gutsuz et al.
entwickelte modifizierte Fettsdureauxanogramm eine geeignete Alternativmethode zu
molekularbiologischen Verfahren sein. In tropischen Regionen kommt es zu einem gehéuften
Auftreten der Pityriasis versicolor (Mayser 2012) und in der Regel stehen dort nur sehr
eingeschrinkte finanzielle Resourcen zur Verfiigung. Auch besitzen viele Labore in Kliniken
aus Kostengriinden kein Equippment fiir die molekularbiologische Analyse (Kaneko 2011),
daher sind auch dort alternative Methoden zur Identifizierung von Nutzen.

Wesentlich fiir die Anwendung der Art diagnostischer Verfahren ist die Kenntnis mit den
verschiedenen Malessezia-Spezies assoziierter Erkrankungen.

Die Pytiriasis versicolor (PV) zum Beispiel steht im Zusammenhang mit der Gattung
Malassezia. Dies zeigt sich zum einen durch die einheitlichen Beschreibungen der Hefen aus
den verschiedenen PV-Lisionen. Aulerdem ist es wahrscheinlicher eine Malassezia positive

Kultur aus einer Probe einer PV-Hautlidsion zu gewinnen, als aus einer Probe makroskopisch
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gesunder Haut desselben Individuums (Prohic 2007). Urspriinglich war die PV mit der
Spezies M. globosa assoziiert (Crespo 2000, Crespo-Erchiga 2006), z.T. wurden auch andere
Malassezia-Spezies nachgeweisen (Miranda 2006), aber aktuelle epidemiologische Daten
erlauben aufgrund des Fehlens eindeutiger Virulenzfaktoren, die auf diese Spezies begrenzt
sind, keinen endgiiltigen Riickschluf8 (Hort 2011). Somit ist die Beziehung zwischen der PV
und der Spezies Malassezia, trotz des gehduften Auftretens dieser Erkrankung und der
bewiesenen Assoziation mit Malassezia, noch immer unklar (Gaitanis 2012). Das Ziel einer
Behandlung der PV, sei es sytemisch oder lokal, besteht nicht darin, die Hefen-Population
ginzlich zu beseitigen, sondern wieder eine symbiotische Dynamik herzustellen (Gaitanis
2012). Die Behandlung der PV sollte zeitnah mit Antimykotika und anschliefender
Ultraviolett-Therapie erfolgen, um eine Reifung der existierenden Melanosomen zu erreichen
und eine Repigmentierung zu erzeugen. Die Behandlung depigmentierter Lisionen erwies
sich als schwierig (Thoma 2005).

Eine weitere Erkrankung, die durch Malassezia ausgelost wird, ist das seborrhoische Ekzem.
Die Rolle, die die Spezies bei der Pathogenese spielt, bakam in den achtziger Jahren des
vergangenen Jahrhunderts eine neue Bedeutung. Hier wurde gezeigt, dass der gemeinsame
Nenner der vielen Behandlungsregime ihre antifungale Aktivitdt ist (Shuster 1984). Die
Privalenz dieser Erkrankung ist mit 11,6 % nach einer amerikanischen Studie sehr hoch. In
einer weiteren Studie diagnostizierten Dermatologen das Vorkommen bei Ménnern in 2,6 %
und bei Frauen in 3,0 % der untersuchten Fille (Naldi 2009). Bei der medikamentOsen
Behandlung werden oft Azole eingesetzt. Bisweilen wurden hier Resistenzen beobachtet.
Diese sind am ehesten auf Variationen der Kkiirzlich beschriebenen M. globosa Azol-
metabolisierenden CYPS51-Enzyme zuriickzufiihren (Kim 2011). Weitere kiirzlich erhobene
Daten brachten Malassezia in hohem Mal3e mit der Pathogenese des seborrhoischen Ekzems
und der von Kopfschuppen in Verbindung. Trotz der globalen Verbreitung und der hohen
okonomischen Belastung, die durch diesen Hautzustand verursacht wird, wurden bisher nur
begrenzt Untersuchungen durchgefiihrt, die das exakte Wissen zur Pathogenese der Spezies
Malassezia verbessern. Trotzdem ist das seborrhoische Ekzem ein exzellentes Modell fiir
weitere Untersuchungen, um das Wissen zum Spezies- und Stamm-spezifischen
Metabolismus, des immunogenetischen Potenzials der Hefen, sowie der genauen
Wirtsempfindlichkeit zu erweitern (Gaitanis 2012). Auch hierzu ist eine zuverlissige
Methode zur Spezies Bestimmung von Bedeutung, um die Pathogenese besser verstehen zu
konnen und damit die Therapie zu optimieren.

Auch bei der Pathogenese des atopischen Ekzems spielt die Gattung Malassezia eine Rolle.

Beim atopischen Ekzem besteht ein Defekt der epidermalen Barrierenfunktion (Cork 2009).
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Hierbei handelt es sich um das Strateum corneum, einer diinnen Hautschicht, die die ganze
Korperoberfliche bedeckt. Konstitutionelle genetische Defekte im Aufbau dieser Barriere
konnen durch die Aktivitit eines symbiotischen Organismus, wie der der Malassezia-Hefen,
verstirkt werden. Die Produktion von Proteinasen und Phospholipasen wurden fiir die,
hauptsidchlich bei Tieren vorkommenden, M. pachydermatis-Isolate bewiesen und eine
Korrelation mit der Schwere der Erkrankung bei Hunden aufgezeigt (Machado 2010).
Malassezia-Hefen besitzen Spezies- und Stamm-spezifische Eigenschaften, die eine
charakteristische Rolle in der Entstehung dieser Erkrankung spielen. So liegt die Anwesenheit
von Enzymmechanismen nahe, welche den Niedergang der bereits beeintrichtigten
Lipidbestandteile der atopischen epidermalen Barriere unterstiitzt (Dawson 2007). Malassezia
Hefen stimulieren die Keratinozyten verschiedene Zytokine zu produzieren. Die Art und
Weise hingt von der Spezies ab. Werden gesund aussehende atopische Hautstellen mit M.
sympodialis ATCC42132 Extrakt getestet, zeigt sich eine dhnliche Genexpression wie in der
erkrankten Haut (Saaf 2008). Dieses Profil zeigt in beiden Proben sowohl das
Wachstumsniveau in der Ausbreitung der inflammatorischen- und immunassoziierten Gene
als auch die Downregulation der Gene, die mit der Lipidproduktion assoziiert sind. Dieses
macht deutlich, dass zumindest M. sympodialis in der Lage ist, bei suszeptiblen Individuen
das Krankheitsprofil eines atopischen Ekzems hervorzurufen (Gaitanis 2012). Die
Verwicklung der Malassezia Hefen in das Krankheitsbild des atopischen Ekzems ist
gegenwirtig unter intensiver Beobachtung und mehrere Studien wurden benétigt, um die
Rolle der Gattung Malassezia in der Verursachung und der Verschlimmerung dieser
Krankheit zu verstehen. AuBlerdem zeigt die beobachtete Empfindlichkeit gegeniiber der
immunologischen Antwort auf Malassezia eine enge Assoziation von Haut und ihrer
vorherrschenden eukaryoten Symbiose (Gaitanis 2012).

Auch die Malassezia Follikulitis ist ein Krankheitsbild, bei dem die Hefen eine entscheidene
Rolle spielen. Der Beweis der Anwesenheit einer Malassezia-Spezies zeigt sich in der Form
von kleinen kugeligen bis ovalen Hefeorganismen ohne die regelhafte Beobachtung von
Hyphen (Potter 1973). Weiter scheint es einige Pridispositionen in der Entwicklung der
Malassezia Follikulitis mit anderen Malassezia-assoziierten Erkrankungen zu geben, wie der
PV und der seborrhoischen Dermatitis (Faergemann 1986). Es besteht ein gehiuftes
Vorkommen in heilen und feuchtwarmen Umgebungen, auBerdem wird von einer Koexistenz
bei 65% der Aknepatienten auf den Philippinen (Jacinto-Jamora 1991) und von einem
Vorkommen bei 1-1,5 % ambulanter dermatologischer Patienten in China berichtet (Bulmer
2008). Weiter wurde die Malassezia Follikulitis in Form einer Epidemie auf Intensivstationen

(Archer-Dubon 1999) und bei Herztransplantationsempfiangern (Rhie 2000) beobachtet. Die
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Pathogenese dieser Erkrankung ist noch nicht ganz geklart, aber es konnte gezeigt werden,
dass die normale Hautflora die Haarfollikel infiziert und somit zur Entwicklung der
Follikulitis fithrt (Akaza 2009). Dem zu Folge sind die am héufigsten identifizierten Spezies
bei dieser Erkrankung M. restricta, M. globosa und M. sympodialis, entweder in Kombination
oder einzeln (Akaza 2009).

Eine weitere wichtige, mitunter auch durch Malassezia-Spezies ausgeloste Erkrankung ist die
Sepsis. Zum Beispiel war M. pachydermatis Ausloser einer Fungédmie auf einer neonatalen
Intensivstation bei Frithgeborenen mit leichtem Geburtsgewicht und weiteren
Komorbidititen. Diese Kinder bekamen auBlerdem eine lipidreiche enterale Erndhrung
(Chryssanthou 2001). Dabei wurde M. pachydermatis entweder aus der Blutkultur, dem
Tracheal-, Augen- oder Nasensekret oder aus dem Urin nachgewiesen. AuBBerdem konnte mit
Hilfe der molekularbiologischen Methode RAPD M. pachydermatis-Stimme auf der
Oberfldche von Inkubatoren festgestellt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass diese
Spezies trotz standardisierten Hygieneprozeduren bis zu drei Monaten auf der Oberfldche
persistieren kann. Daraufhin wurde ein neues Prozedere fiir die Hygiene des Klinikpersonals,
die mit Neugeborenen arbeiten, umgesetzt (Chang 1998). Festgestellt wurde an dieser Stelle,
dass die hochste Rate infizierter Hinde von Hundebesitzern resultierte. Die durch die Spezies
Malassezia pachydermatis ausgelosten septischen Krankheitsbilder bei Erwachsenen zeigen
hingegen eine unterschiedliche klinische Prisentation und konnen Patienten mit
unterschiedlichem Ausmall an Immunsuppression befallen. Kiirzlich erhobene Daten zeigen
keine hohe Priavalenz, obwohl bewiesen ist, dass Infektionen durch dieses Agens verursacht
worden sind. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass viele durch Malassezia ausgeloste
Sepsen nicht diagnostiziert werden (Gaitanis 2012).

Dass die Differenzierung der Spezies allgemein fiir den therapeutischen Erfolg der durch
Malassezia ausgelosten Krankheiten von Bedeutung ist, wird im Folgenden anhand der
unterschiedlichen Empfindlichkeit der verschiedenen Spezies auf unterschiedliche
Therapeutika erldutert.

Die Ergebisse von in vitro-Suszeptibilititsstudien haben Unterschiede in der Empfindlichkeit
von sieben Malassezia-Spezies gegeniiber Ketoconazol, Voriconazol, Itraconazol und
Terbinafin gezeigt. Staimme von M. furfur, M. globosa, und M .obtusa waren unempfindlicher
gegeniiber Terbinafin als andere Spezies, wihrend M. sympodialis als hoch suszeptibel
imponierte (Gupta et al. 2000).

Weiter wird das Wachstum von M. pachydermatis durch Polidocanol bereits bei
Konzentrationen von 0,05 % gehemmt, wihrend fiir die Behandlung weiterer non-furfur-

Stamme bereits Konzentrationen von 0,5 bis 0,75 % benétigt werden. M. furfur hingegen ist
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selbst bei einer bis zu zehnfach hoheren Konzentrationen dieses Medikaments resistent
(Mayser et al. 1997b).

Des Weiteren kann durch die orale Gabe von Terbinafin nur die Spezies M. sympodialis
therapiert werden (Leeming et al. 1997).

In einer groBen dermatologischen Studie von Nenoff et al. 2007 wurden lokal und systemisch
applizierbare Antimykotika (Fluconazol, Ketoconazol, Voriconazol, Itraconazol, 5-Flucytosin
und Amphotericin B) hinsichtlich ihrer In-vitro-Aktivitit gegeniiber Malassezia getestet. Zum
Einsatz kamen insgesamt 81 Malassezia-Stimme (Patientenisolate sowie Referenzstimme),
die aufgrund konventioneller biochemischer Differenzierung sowie mittels Fourier-
Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IRS) verschiedenen Spezies zugeordnet werden
konnten.

Die Ermittlung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) basierte auf einem selbst
entwickelten Mikrodilutionstest. Dazu wurden rehydratisierte Antimykotika mit standar-
disierten Hefezellsuspensionen aufgeldst.

Die MHK-Werte der einzelnen Malassezia-Spezies variierten innerhalb eines
Antimykotikums. Der Vergleich zwischen den eingesetzten Wirkstoffen erbrachte
signifikante Unterschiede. Wie erwartet, hemmten die Azolantimykotika (Fluconazol,
Ketoconazol, Voriconazol und Itraconazol) das Wachstum in vitro schon bei niedrigen
Konzentrationen. Voriconazol, Itraconazol und Ketoconazol hemmten das Wachstum in vitro
am stirksten, was mit anderen Studien iibereinstimmt. Offensichtlich gibt es Unterschiede der
In-vitro-Empfindlichkeit der verschiedenen Malassezia-Spezies. Malassezia furfur ist am
wenigsten empfindlich gegeniiber mehreren Antimykotika, dagegen sind Malassezia
sympodialis, Malassezia globosa und Malassezia obtusa deutlich empfindlicher, d.h. sie
wiesen niedrigere MHK-Werte auf (Nenoff 2007).

Hitte man nun also eine einfache Differenzierungsmoglichkeit im Routinelabor oder gébe es
spezielle Therapieempfehlungen basierend auf epidemiologischen Untersuchungen und
klinischen Wirksamkeitsstudien, wire die Behandlung der Malassezia-assoziierten
Erkrankungen vermutlich effizienter gestaltbar.

Die eingangs gestellten Fragen sind daher wie folgt zu beantworten:

Die phénotypische Differenzierungsmethodik mit u.a. modifizierter Fettsdureauxanografie
nach Gutsuz et al. stellt im Routinelabor eine relativ zuverldssige Methode zur
Differenzierung der in der vorliegenden Arbeit {iberpriiften Malessezia-Spezies dar, die
allerdings nicht die Zuverldssigkeit einer PCR-basierten Methode wie der als
Referenzverfahren verwendeten ITS1-rDNA-Sequenzierung nach Makimura et al. (2000)

erreichen kann.
72



Eine klinische Relevanz der Malassezia-Hefen ist wie oben ausfiihrlich dargestellt human-
und veterindrmedizinisch vorhanden. Humanpathologisch betrachtet sind interindividuell wie
intraindividuell variable Dispositionen wie Krankheitsverldufe bis zu vital-bedrohlichen
septischen Krankheitsbildern méglich, womit bei zum Teil verschiedenartiger Therapie die
Notwendigkeit einer zuverldssigen Spezies-Identifizierung gegeben ist. Im Spektrum aller
Pilzinfektionen dominieren allerdings bei schweren Krankheitsbildern auf Intensivstationen

andere Pilze wie beispielsweise Candida ssp. und Aspergillus ssp. deutlich.
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6. Zusammenfassung

Malassezia-Hefen sind die Ursache fiir eine Reihe dermatologischer Erkrankungen wie z.B.
der Pityriasis versicolor. Thre Klassifikation ist in den letzten Jahren immer mehr in den
Vordergrund  geriickt.  Verschiedene  phédnotypische  und  molekularbiologische
Nachweismethoden wurden zur Differenzierung unterschiedlicher Stimme entwickelt.
Anhand dieser Studie wurde die Ubereinstimmungsrate der Zuordnungen von Malassezia-
Hefen zwischen der etablierten molekularbiologischen Methode nach Makimura et al. (2000)
und der phénotypischen Differenzierungsmethodik von Gutsuz et al. mit modifizierter
Fettsiure-Auxanografie, der Spaltung von Esculin, der Assimilation von Cremophor EL®, der
Assimilation von 1b-Agar, einer Negativkontrolle auf Selektivagar fiir pathogene Pilze, einer
Positivkontrolle auf modifiziertem Dixon-Agar, der Katalasereaktion und der Mikroskopie
bestimmt sowie die Anwendbarkeit der modifizierten Fettsdure-Auxanografie nach Gutsuz et
al. iberpriift. Verwendet wurden 17 Referenzstimme sowie 26 aus Biirstenabstrichen
erhaltene Wildkulturen der Spezies M. furfur, M. sympodialis, M. slooffiae, M. globosa, M.
restricta, M obtusa und M. dermatis, welche anhand beider Verfahren den verschiedenen
Spezies zugeordnet wurden. Die Ubereinstimmung der Wildkulturen betrug 92 %, die der
Referenzstimme 94 %. In dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dass die phinotypische
Differenzierungsmethodik von Gutsuz et al. fiir die Identifikation von wichtigen Malassezia-
Hefen anwendbar ist. So ist die die Differenzierung von M. furfur, M. sympodialis, M.
pachydermatis und M. obtusa auxanografisch méglich sowie die Zuordnung von M. slooffiae,
M. dermatis und M. globosa unter zusitzlicher Einbeziehung morphologischer Kriterien und
der Katalasereaktion. Diese phinotypische Methodik bietet eine bedeutsame Alternative zu
molekularbiologischen Methoden, besonders im Hinblick auf Entwicklungslidnder, welche
meist nicht iiber High-Tech-Gerite verfiigen. AuBerdem stellt die neu entwickelte
Fettsaureauxanografie von Gutsuz et al. ein kostengiinstiges Verfahren dar, welches auch im
Routinelabor angewendet werden kann.

Weiter wird in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Differenzierung der Malassezia-
Hefen fiir die Behandlung von Malassezia-assozierten Krankheitsbildern eine entscheidene
Rolle spielt. AuBerdem werden die Vor- und Nachteile molekularbiologischer
Nachweisverfahren und der Nutzen und die Zuverlédssigkeit der von uns zur Differenzierung

verwendeten ITS-1-Region aufgezeigt.
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7. Summary

Malassezia yeasts are causative for several dermatological diseases such as pityriasis
versicolor and seborrhoic dermatitis. In the last years the classification of Malassezia yeasts
has come to the fore. Different phenotypical and molecularbiological methods were
developed for the differentiation of several strains, some of them recently newly-discovered.
On the basis of this study the rate of conformity of Malassezia yeasts between the established
molecularbiological method by Makimura et al. (2000) and a phenotypical methodology for
differentiation of Malassezia developed by Gutsuz et al. with modified fatty acid
auxanography, esculin cleavage, assimilation of Cremophor EL® agar, assimilation of 1b-
agar, a negative control on selective agar for pathogenic fungi, a positive control on modified
dixon agar, catalase reaction, microscopy were assessed, as well as the applicability of the
modified fatty acid auxanography by Gutsuz et al. in general.

17 reference strains and 26 field strains of the species M. furfur, M. sympodialis, M. slooffiae,
M. globosa, M. restricta, M obtusa and M. dermatis were assigned to the different species by
both methods and the results were compared. The rate of conformity of the field strains was
92 %. 94 % of the reference strains were accordingly determined.

In this study it was shown by verification with a molecularbiological method that the
phenotypical methodology for differentiation of Malassezia by Gutsuz et al. is applicable for
the identification of all verified Malassezia yeasts. The determination among M. furfur, M.
sympodialis, M. pachydermatis and M. obtusa is auxanographically possible as well as the
classification of M. slooffiae, M. dermatis and M. globosa with additional implication of
morphological criteria and catalase reaction.

The phenotypical method poses an apropriate alternative to the molecularbiological methods,
especially in view of developing nations, which often do not have any high-tech-equipment.
Moreover the new developed fatty acid auxanography by Gutsuz et al. is a cost-effective
procedure and easy to apply in routine laboratory. Furthermore the present research study
discusses the relevance of Malassezia yeasts for various dermatomycoses, advantages and
disadvantages of molecularbiological methods and the reliability of the accordance ITS-1-

region as a feature for differentiation.
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9. Anhang

9.1. Sequenzen der einzelnen Spezies

NR-
CBS/
Wild-
stamm

Laborname/
Stamm

Sequenzen

CBS 1

CBS 7222

AACACGTCTCTGGCGCCCCTCACTATATTCATACCAACCCG
GNTGCACTGTGATGACGAATGTCATCGAACAAAAAAAACT
CGTATGGTTGAATGTACGTGAAATTGTAGGTATAGCCTACG
AACTATACACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTTCTCCC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA

CBS 2

CBS 7979

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGT
tGtCGAAAGTIGTGTATAGITCGTAGGCTATAcCTACAATTTC
ACGTACATTCAACCATACGAGTTTTTTTTGTTCGATGACAT
TCGTCATCACAGTGCACAGGGGTTGGTATGGATATAGTGA
TGGGCGCCAGAGACGTGTTTGCGTCCGTATGgCAGGCCCGA
aaCTTtICACTAAIGATCCTTCTGCAGGTTCAC

PM 3

M. glob

GCGCGCGCGCTCCGCAGTCGCGCGCGLCGLCGLCGLCCGCGCa
GGCGCGCGCCGGTAGGCGGCGCGTCCGCGCCGTCCGCCGC
GAGACCCGTGGCCCGATCACTAGGCCAACAAATATAACAC
AACTAACGACAACGGATCTCT

PM 4

107

TATACATCCATAAACCCGTGTGCACTGTTCTAAGGAGTAAG
AAAGAAGAAGaaGGGNGAGGGAGAGAGAGTGCATGTGCTT

TGCATATAACTCTCTCNNACTCTCCACTCTCTTTCTCTCTCT

CTCCGGTTAATTACAAACTCGTATGGATTTGTATGAACGTG

AGATATATCGTTGGACCGTCACTGG

PM 6

117

CAGTGACGGTCCCCCGAtAIATTcAGTCATaCAAATCCATAC
GAGTTTGTAATTAACCGGAGAGAGAGAGAAAGAGAGTGG
AGAGTGAGAGAGAGTATATGCAAAGCACATGCACTCTCTCt
CCCtCTCCCICTCTCCTCCTCTCTTACTCCtTAGAACAGTGCA
CACGGGETTTATGGATGIATAGTGGATGCGAG

PM 8

13

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGT
TGTCGAAAGTTGTGTTTTGTTCGTTGGTTGTGAACCAACAT
CAATCACGTTCATACAAACATGCGTGTTTTTAGAGAAGGA
AGGCGCCCGGACGCCATTAAGCAATCCAAACGCGCTTCCA
CACGGTGCACAGGGTTTGTGGATAAATAGTGGATTGGGGG
AGAGGCACGTTGTGTAGCGTGCgTATCTCAAaCCCCAGGCA
ATTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAA

PM 10

Roscott

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGT
TGTCGAAAGTTGTGTTTTGTTCGTTGGTTGTGAACCAACAT
CCATCACGTTCATACAAACATGCGTGTTTTTTAGAGAAGGA
AGGCGCCCGGACGCCATTAGCAATCCAAACGCGCTTCCAC
ACGGTGCACAGGGTTTGTGGATAAATAGTGGATTGGGGGA
GAGGCACGTTGTGTTAGCGTGCGTATCTCAAACCCCAGgCA
ATICACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAACC
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NR-
CBS/
Wild-
stamm

Labor-
Name/
Stamm

Sequenzen

PM 12

Seibt

GCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTtGtCGA
AAGTIGTGTTTTGTTTGTTGGTTGTGAACCAACATCAATCAC
GTTCATACAAACATGCGTGTTTTTTAGAGGAGAGAAGAGG
CAACAAACAAGCAGACCCATGAAAAGGTCGCCATTCGCAA
CCTCTTCTCCATACGATGCACAGGGTTTGTGGATAAATAGT
GgATTGGGGGAGAGGCACGTTGTGTTAGCGTGCGTATCTCA
aCCCCAGgCAATICACTAaTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC
GGAAA

PM 14

Brauns

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAaGAgATCcGTt
GTCgAAAgTtGTGtATaGTTCGTAGGCAAaGCcTACAGTTtCAC
GTACATaCAACCATACGAGTTTTTTTGGTTCGATGACTTTCG
CCATCACAGTGCACAGGGGTTGGTGTGGATATAGTGGTGG
GCGCCAGARACGCGGTAGCGTCCGTATGGCTGgCCCAAATC
TTCACTAATGATCCTTCTgCAGGTTCCACCTACGGAAACC

PM 16

6094

TTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTtGtCGAAaGT
tGTAtTATTGGTTGTTGGcCAGTTACGGTCCAACGATTtcCAC
GTTCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTGGAG
AGCCAGGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATCCAAACGGTGC
ACACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTTGGgCGCCAGAGA
CegTTGTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGCCCTTGC
TTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

PM 18

1639

ATCGATGGGAGAACCAAGAGATCcGTIGICGAAAGITGTGTA
TAGTGTGgATGIATAGTggGTGTAGGCGGCCAGGgACACTTTY
tGgCGTCcGtATGgCcTGCCcAAaTCTTCACTAATGATCCTTCT
GCAGGTTCACCTACGTTTGTTGGCCAGTGACGGTCCAACCA
AGTTCcACGITCATACTAACCATTCGAGTTtGTAGCGAAGAA
AGAcCCCAAGAGAGGCCACaAAAAACTTCTCTGAAGCCTTt
CTCCAAGACAGTGcACACGGETT

PM 20

1647

TTTCCGTAGGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTAGTGAAAG
TTTCGGGCCTGCCATACGGACGCAAACACGTCTCTGGCGCC
CATCACTATATCCATACCAACCCCTGTGCACTGTGATGACG
AATGTCATCGAACAAAAAAAACTCGTATGGTTGAATGTAC
GTGAAATTGTAGGTATAGCCTACGAACTATACACAACTTTC
GaCAaCGGaTCTCTTGGTTCTCCCATCGATGAAGAACGCAGC
GAA

CBS 22

CBS 7966

CGATATATCTCACGTTCATACAAATCCATACGgAGTTTGTG
TAATTAAACCAGAGAGAGAAAGGAAGAGAAAGAGAGAGA
GTTATATGCAAAGCACATGCACTCTCTCCCTCCCCTTCTTTC
TTACTCCTTAACAGTGCACACGGGItTTATGGATGTATAGTgg
ATACGAGCCGCCAGAGACACACTTATTGTACGTCTGTATG
GCTGGCCCTTGAATCTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTC
ACCTACGGA

CBS 24

CBS 9145

TGCACTGTGATGGCGAAAGTCATCGAACCAAAAAAACTCG
TATGGTTGTATGTACGTTGAAACTGGTAGGCTTTGCCTACG
AACTATACACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTTCTCCC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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NR,CBS
/ Wild-
stamm

Labor-
Name/
Stamm

Sequenzen

CBS 26

CBS 7876

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGT
tGtCGAAAGTTETATIGTTTGTTTGTTGGCCAGTTACGGTCCA
ACGAITTCCACGTTCATACAACCATACGAGTTTGTTTCAAG
AGTTTGAGGGGAAAGCTTCCAAAAGAAAACTTTTCCCCTC
AACAGTGTGCACACGGGTTTGTGGATATTGGTGTAAAGTT
GGGcGCCcAGAGAACGTTTCACGCGGAGTACGeGCCGTCCG
TATGGCAGGCCCTTGCTTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGT
TCACCCTACGGAAACC

CBS 28

CBS 7861

TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGT
TGTCGAAAGTTGTGTTTTGTTCGTTGGTTGTGAACCAACAT
CAATCACGTTCATACAAACATGCGTGTTTTTAGAGAAGGA
AGGCGCCCGGACGCCATTAAGCAATCCAAACGCGCTTCCA
CACGGTGCACAGGGTTTGTGGATAAATAGTGGATTGGGGG
AGAGGCACGTTGTGTAGCGTGCGTATCTCAAACCCCAGCC
AATTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAACC

CBS 30

CBS 7019

TCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTGGAGAG
CCAGGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATCCAAACGGTGCAC
ACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTTGGGCGCCAGAGAC
GTTGTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGCCCTTGCT
TTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAACCCA

CBS 32

CBS 4162

ATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGTA
TTATTGGTTGTTGGCCAGTTACGGTCCAACGATTTCcACETT
CATaCAAAcCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTGGAGAGC
CGAGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATCCAAACGGTGCACA
CGGGTTTGTGGATATTGTGTAAaGTTGGgCGCCAGAGACGT
GTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGGCCTTGGCTTT

CBS 34

4170

CGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTT
GTCGAAAGTTGTATTATTGGTTGTTGGCcAGTTACGGTCCAa
CGATTTCCAcgTTCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAAT
GGATTGGAGAGCCAGGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATCC
AAACGETGCACACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTTGGG
CGCCAGaGACGTTGTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCT
GGCCCTTGCTTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTA
CGGAAACC

CBS 36

4171

CCACGTTCAtACaaCCATaCGaGTTTGGTAGAAaTGGaTTGGA
GaGCCaGgCCTCTTGCGaGGTCCAaCTCATCCaaaCGGTGCAC
ACGGGITTGTGGATATTGTGTAAAGTtgggCGCCAGAGACGT
TGtACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGCCCTTGCTTT
CACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAA

CBS 38

CBS 6000

TTCTTCATCGATGGGAGAACcAAGAgAtCCGTtGTCGAAAGT
TgtATIATTGETTGTTGGCcAGTTACGGtCcAaCGAtTTCCACGT
TCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTGGAGAG
CCAGGCcTCTTGCGAGGTcCAACTCATCCAAACGGTGCACA
CGGGTTTGTGGATATTGTGIAAAAGTTGGGCGCCaGAAGAC
GTTGTACGCGAETAGCGCCGTCCGTATGGCTGGCCCTTGCT
TTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG

102




NR-
CBS/
Wild-
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CBS 40

CBS 6046

CCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGTATTATTGGTTGTTGG
CCAGTTACGGTCCAACGATTTCcAcgTTCATACAACCATACG
AGTTTGGTAGAAATGGATTGGAGAGCCAGGCCTCTTGCGA
GGTCCAACTCATCCAAACGETGCACACGGETTTGTgGATATT
GTGTAAAGTTGggCGCCAGAGACGTIGTACGCGAETAGCGC
CGTCCGTATGGCTGGCCCTTGCTTTCACTAATGATCCTTCT
GCAG

PM 42

312

ATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGTA
TTATTGGTTGTTGGCCAGTTACGGTCCAACGATTTccAcgTTC
ATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTGGAGAGCC
AGGCcTCTGCGAGGTCCAACTCATCCAAACGGTGCACACG
GGTTTGTGGATATTGTGTAAaGTtGGgCGCCAGAGACGTGT
ACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGCCCTTGCTTTCAC
TAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAA

CBS 44

EG 658

CGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTT
GTCGAAAGTTGTATTATTGGTTGTTGGCCAGTTACGGTCCA
ACGATTTCCACGTTCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAA
TGGATTGGAGAGCCGAGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATC
CAAACGGTGCACACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTTG
GGCGCCAGAGACGTTGTACGCGAGTAGCGCcGTCCGTATG
GCTGgCCCTIGCTTtCacTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCT

PM 46

72

CGCGTCACGTCCTGGCGCTTAACTTTACACAATATCCACAA
ACCCGTGTGCACCGGTTTGGATGAGTTGGACCTCGCAAGA
GGCCTGGGCTCTCCAATCCATTTCTACCAAAACTCGTATGG
TTGTATGAACGTGGAAATCGTTGGACCGTAACTGGCCAAC
AACCAATAATACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTT

PM 48

M. glob

GCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCG
AAAGTTGTGTATAGTTCGTAGGCtATaCCTACAATttCACGTa
CATtCAaCCATACGAGITTTTTTTTGTTCGATGACAtTCGTCAT
CACAGTGCACAGGGGTTGGTATGGATATAGIGATGGGCGCC
AGAgACGTGTTTGCGTCCG

PM 50

1414/04

CACGTCTCTGGCGCCATCACTATATCCATATTAACCCCTGT
GCACTGTGATGACGAATGTCATCGAACAAAAAAAAACTCG
TATGGTTGAATGTACGTGAAAATTGGTAGGTATAGCCTAC
GAACTATACACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTTCTCC
CATCGATGAAGAACGCA

PM 52

1399/04

GAAAGTTGTGTATAGTTCGTAGGCcTATACTACAATTTCACG
TACATTCAACCATACGAGTTTTTTTTTGTTCGATGACATTCG
TCATCACAGTGCACAGGGGTTGETATGGATATAGtGATGGG
CGCCAGAgACGTGTTTGCGTCCGTATGGCAGGCCCGAAACT
TTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAAACC
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PM 54

114

ATCGATGGGAGACCAAGAgAICGTIGTgAAGTGTGTATAGTT
tGTIGGCCAGTGACGGTCCAACCAAGTTCCACGaTTCATACT
AACCATTCGAGTTTGTAGTcGAGGAAAGGGCCTCAGAGAG
ACCAAGCCAGAGATCAACGCTCCAACGCGACGGATCGCAC
TGTTACTCGCTTCTCTCTTCCTTTTTCTCTCCAAaTGCCCTTT
CCAAGGATCAGTGCACACGGGTTTGTGgATGTATAGTGGGt
GTAGGCGGCCAGGGACACTTTGTGGCGTTCGTATGGCCCT
GCCCAAATCTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC
GGA

PM 56

115

GGCCAGTGACGGCAACCAAGCCCACGTTCATACTAACCAT
TCGAGTTTGTAGCGAAGAAAGACCCCAAGAGAGGCCACAA
AAAACTTCTCTGAAGCCTTTCTCCAAGACAGTGCACACGG
GTTTGTGGATGTATAGTGGGTGTAGGCGGCCAGGGACACT
TTTTGGCGTCCGTATGGCCTGCCCAAATCTTCACTAATGAT
CCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAA

CBS 58

CBS 7877

GTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGAtCCGTtGTCgAAaG
TTgTGTATAGTTtGTTGGCcAGTGACGGICCAACCAAGTTCCA
CGTTCATACTAACCATTCGAGTTTGTAGCGAAGAaaGAcCCC
AAGAGAGGCCACAAAAAACTTCTCTGAAGCCTTTCTCCAA
GACAgGTGCACACGGGGTTTGTGGATGTATAGTGGGTGTA
GGCGGCCAGGGACACTTTTTGGCGTCCGTATGGCCTGCCCA
AATCTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

CBS 60

CBS 1892

CATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGT
ATAAAGTTTTGTTGGCcAGTGACGGtCcAACGITTACAACGT
ACATACAACCATACGAGTTTGTTTGAATGCGTGCGCTCGCC
CATACAGGCCAAAGCAACACAAGTGCACACGGGTTTGTGG
ATGTATAGTGGGTTGGGCGCCAGAGACGCTTGCGCATCCG
TATGGCAGGCCCTACAAATTCACTAATGATCCTTCTGCAGG
TTCACCTAC

PM 62

Beil

GGCCAGTGACGGtCCAACGATATATCTCACZTTCATACAAA
TCCATACGAGTTTGTAATTAACCGGAGAGAGaAAGAGAGT
GGAGAGCGAGAGAGAGTTATATGCAAAGCACATGCACTCT
CTCTCTCCCCTCCCCTTCTTCTTTCTTACTCCTTAGAACAGT
GCACACGGETTTATGGATGTATAGTGGATGCGAGCCGCCA
GAGACACACTTATTGTACGTCTGTATGGCTGGCCCTTGAAT
CTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGA

CBS 64

ATCC No
42132

TGCACTGTGATGGCGAAAGTCATCGAACCAAAAAAACTCG
TATGGTTGTATGTACGTTGAAACTGGTAGGCTTTGCCTACG
AACTATACACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTTCTCCC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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NR-
CBS-/
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Labor-
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CBS-
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PM 66

Weber/glo

TTCTTCATCGATGGGAGAAccAAGAGAACCGTIGICGAAGCIG
TGTTATaTTTGTTGGCAGTGACGGtCCACGATATATCTCACG
TTCATACAAATCCATACGAGTTTGTAATTAACCGGAGAGA
GAAAGAGAGTGAGAGTGAGAGAGTTATATGCAAAGCACA
TGCACTCTCTCTCCCTCCCTTCTTCTTTCTTACTCCTTAGAAC
AGTGCACACGGGTTTATGGATGTATAGtGGATGCGAGCCGC
CAGAGACACACTTATTGTACGT

PM 68

119/04

CATACGAGTATTTGGAGGTCGATGACATTCGTCATCACAGC
TGCACAGGGGTTGGTATGGATATAGTGATGGGCGCCAGAG
ACGTGTATGCGTCCGTATGGCAGGCCCGAAACTTTCACTAA
TGATCCTTCTGCAGGTTCAACTACGGAAACC

PM 70

Kreuz

TCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAG
TTGTATTATTGGTTGTTGGCCAGTTACGGTCCAACGATTTC
CACGTTCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAATGGATTG
GAGAGTCTGCcTCGCGAGGAGGcCTACTCATCCAAACGGTG
CACACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTAAAGCGCCAGA
GACGTGTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGCTGGACCTT
GCTTTCTCTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

PM 72

NNS5

GCACTGTGATGACGAATGTCATCGAACAAAAAAAACTCGT
ATGGTTGAATGTACGTGAAATTGTAGGTATAGCCTACGAA
CTATACACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGTTCTCCCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAA

PM 74

12

CATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGT
GTTATATTTGTTGGCCAGTGACGGTCCAACGATATATCcTcAC
GTTCATACAAATCCATACGAGTTTGTGTAATTAACCcAGAG
AGAGAgAAGGAAGAGAAAGAGAGAGAGTTATATGCAAAG
CACATGCACTCTCTCCCTCCCCTTCTTTCTTACTCCTTAACc
AGTGCACACGGGTTTATGGATGTATAGTGgaTACGAGCCGC
CAGAGACACACTTATTGTACGTCTGTATGGCTGGCCCTTGA
ATCTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

PM 76

17

GGTCCAGAACTACAGACGTACACTAAGTGTGTCTCTGCCG
GCTCGVaTccACTATACaTCcATIAACCCGTGTgCACTGTtCcTA
aGGAGTAAGAAGAaGAACgAAGGGGgAgGGAGAGAGAGTG
CATGTGC({TTGCATATAACTCTCTCACTCTCCACTCTCTTTCT
CtCgTCTCTCcGGTTATTACAAACCTCGTACTGGATTtGTATG

PM 78

700/03

CGCCACCATATATTACACAACCTGTGCACGTGATGGCGAA
AGTATCGAACAAAAAACTCGTATGGTGTATGTACGTGAAA
TGTAGGCTTGCCTACGAACTATACACAACTTCGACAACGG
ATCTCTGGTTCTCCCATCGATGAAGAACGCAGCG

PM 80

871/04

CATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTTGTCGAAAGTTGT
GTTATATTTGTTGGCCAGTGACGGTCCAACGATATATCTCA
CGTTCATACAAATCCATACgGAGTTTGTAATTAACCGGAGA
GAGAAAGAGAGTGAGAGAGTTATATGCAAAGCACATGCA
CTCTCTCTTCTTCTTTCTTACTCCTTAGAACAGTGCACACGG
GTTTATGGATGTATAGTggATGCGAgCCGCCAGAGACACAC
TTATTGTACGTCTGTATGGCTGGCCCTTGAATCTTCACTAA
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGA
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NR- Labor- Sequenzen

CBS-/ Name/

Wild- CBS-

stamm Stamm

CBS 82 | CBS 1878 | CGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATCCGTT

GTCGAAAGTTGTATTATTGGTTGTTGGCCAGTTACGGTCCA
AcGaTTTCcACEgTTCATACAACCATACGAGTTTGGTAGAAAT
GGATTGGAGAGCCAGGCCTCTTGCGAGGTCCAACTCATCC
AAACGGTGCACACGGGTTTGTGGATATTGTGTAAAGTTGG
GCgCcAGaGACGTTGTACGCGAGTAGCGCCGTCCGTATGGC
TGGCCCTTGCTTTCACTAATGATCCTTCTGCAGGTTCACCT
ACGGAAACC
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9.2. Photodokumentation

Hier wird die Uberpriifung der PCR-Produkte der untersuchten Malassezia-Stimme per Gel-
Elektrophorese dargestellt. Links und rechts auf den Agarose-Gelen befinden sich die DNA-
Leitern, welche als Marker bei der Gelelektrophorese verwendet werden, um sowohl die
GroBen der Produkte zu bestimmen als auch die zu untersuchenden DNA-Stringe grob zu
quantifizieren. Zwischen den Leitern sind die PCR-Produkte der unterschiedlichen

Malassezia-Stamme mit ihren individuellen Banden zu erkennen.

Photodokumentation vom 06.10.04 mit den Banden von:

1,1,2,2 (von links nach rechts)

1 7222 Referenzstamm M. sympodialis
2 7979 Referenzstamm M. sympodialis
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Photodokumentation vom 08.10.04 mit den Banden von:

3,4,5,6,3a,4a,5a,6a ( von links nach rechts )

3/3a M. globosa Wildstamm M. globosa

4/4a 107 Wildstamm M. globosa
5/5a 107 Wildstamm M. globosa
6/6a 117 Wildstamm M. globosa

108



Photodokumentation vom 26.10.04 mit den Banden von:

PM 8 bis PM 30

PM 8 13 Wildstamm M. slooffiae
PM 10 Roscott Wildstamm M. slooffiae
PM 12 Seibt Wildstamm M. slooffiae
PM 14 Brauns Wildstamm M. slooffiae
PM 16 6094 Wildstamm M. furfur
PM 18 1639 Wildstamm M. restricta
PM 20 1647 Wildstamm M. sympodialis
CBS 22 7966 Referenzstamm M. globosa
CBS 24 9145 Referenzstamm M. dermatis
CBS 26 7876 Referenzstamm M. obtusa
CBS 28 7861 Referenzstamm M. slooffiae
CBS 30 7019 Referenzstamm M. furfur
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Photodokumentation vom 05.11.04 mit Banden von:

PM 32 bis PM 46 ( von links nach rechts )

CBS 32
CBS 34
CBS 36
CBS 38
CBS 40
PM 42
CBS 44
PM 46

4162  Referenzstamm M. furfur
4170  Referenzstamm M. furfur
4171  Referenzstamm M. furfur
6000  Referenzstamm M. furfur
6046  Referenzstamm M. furfur

312 Wildstamm M. furfur
EG 658 Referenzstamm M. furfur
72 Wildstamm M. furfur
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Photodokumentation vom 10.12.04 mit den Banden von:

PM 66 bis PM 48 ( von links nach rechts )

PM
PM
PM
PM
PM

48
50
52
54
56

CBS 58
CBS 60

PM

62

CBS 64

PM

66

M. globosa von Forste Wildstamm

1414/04
1399/04
114

115
7877
1892
Beil

42 132
Weber

Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm

M. globosa
M. sympodialis
M. sympodialis
M. restricta
M. restricta

Referenzstamm M. restricta
Referenzstamm M. pachydermatis

Wildstamm

M. globosa

Referenzstamm M. furfur

Wildstamm
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Photodokumentation vom 16.12.04 mit den Banden von:

PM 68
PM 70
PM 72
PM 74
PM 76
PM 78
PM 80
CBS 82

119/04
Kreuz
NN5
12

17
700/03
871/04

Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm
Wildstamm

PM 68 bis PM 82 ( von links nach rechts )

SXXXKKE

sympodialis
Sfurfur
sympodialis
globosa
globosa
dermatis

. globosa

CBS 1878 Referenzstamm M. furfur
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