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1  Einleitung

1.1  Die klinische Bedeutung von Candida-Arten

Candida sind Hefen und sehr hiufig vorkommende Mikroorganismen des Menschen, die zur
normalen Flora des Magen-Darm-Traktes und des Urogenitaltraktes gehoren. Fir 30 — 70 %
aller gesunden Menschen geh6rt mindestens eine Candida-Art zum stindigen Begleiter, ohne
dass Symptome sichtbar wiren (Kam und Xu 2002; Kumamoto 2011). Unter den mehr als
150 Candida-Arten ist nur ein kleiner Teil in der Lage, beim Menschen Schaden anzurichten.
Zu diesen zahlen hauptsichlich Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
dubliensis und Candida parapsilosis (Kam und Xu 2002; Kumamoto 2011). Erkrankungen, die
durch Candida ausgelost werden, reichen von oberflichlichen, lokalen Infektionen bis zu
schwerwiegenden Fillen von invasiver Candida-Sepsis (Tabelle 1). Bei 75 % aller Frauen
kommt es in ihrem Leben mindestens einmal zu einer vulvovaginalen Candida-Infektion, bei
der in der iberwiegenden Anzahl der Fille der Ausléser C. albicans ist (Sobel 1997).

Tabelle 1: Verschiedene Manifestationsformen der Candida-Erkrankung

Mukokutane Form - Orale Infektionen

- Osophagitis

- Vaginitis

- Balanitis

- Nagelinfektionen

Systemische Form - Candiddmie

- Candida-Sepsis

- Disseminierte Candidiasis mit Organmanifestation wie zum
Beispiel Candida-Endokarditis oder Candida-Meningitis

Risikofaktoren fiir die vermehrte Besiedlung beziehungsweise Infektionen mit C. a/bicans sind
Schwangerschaft, Diabetes mellitus, erhohtes Alter und ein verminderter Immunstatus wie
zum Beispiel durch eine HIV-Infektion. Zudem scheint das Tragen von Zahnprothesen
sowie die Behandlung mit Antibiotika und/oder Kortikoiden eine Rolle zu spielen (Odds
1988; Lockhart et al. 2003).

C. albicans ist zudem verantwortlich fur den GroB3teil oraler sowie systemischer Candidiasis
(Moran et al. 2004; Thompson et al. 2010; Zomorodian et al. 2011). Auch Fungimien, ob
nosokomial oder ambulant erworben, sind Gberwiegend durch C. albicans ausgelost (Pfaller
et al. 2010b). Bei Krankenhaus-Patienten ist C. a/bicans der Hauptausléser von durch Pilzen
ausgelosten wiederkehrenden Infektionen, Ausbriichen oder nosokomialen Infektionen
(Lortholary et al. 2011).
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Aus einer Besiedlung oder oberflichlichen Infektion kann sich eine invasive Mykose bis hin
zur Candidimie beziehungsweise Candida-Sepsis entwickeln. Ein wichtiger Faktor ist das
Durchbrechen der schiitzenden Mukosa. Dies kann zum einen traumatisch oder auch durch
chirurgische Eingriffe geschehen. Zum anderen ist bei immunsuprimierten Personen wie
zum Beispiel HIV-Erkrankten die Mukosa geschwicht und durchlissiger. Dadurch kann es
zu einem Erregertibertritt und somit zu einer invasiven Mykose beziehungsweise einer
Candididmie bis zur Candida-Sepsis kommen (Kullberg und Arendrup 2015). Meistens
erfolgen invasive Candidosen endogen, also bei einer schon bestehenden Kolonisation der
Haut oder Schleimhaut (Reagan et al. 1990). Die Sterblichkeitsraten einer solchen Infektion
sind hoch und werden je nach Studie mit 40 — 60 % beziffert (Jorda-Marcos et al. 2007,
Holley et al. 2009; Bassetti et al. 2013; Yang et al. 2013; Colombo et al. 2014; Lortholary et
al. 2014; Chakrabarti et al. 2015; Leroy et al. 20106).

Zu den Risikofaktoren an einer invasiven Candida-Infektion zu erkranken gehéren neben
hohem Alter, einer Diabeteserkrankung, einer eingeschrinkten Nierenfunktion und
chirurgischen FEingriffen auch das Vorliegen einer Pankreatitis, eine Behandlung mit
Breitspektrum-Antibiotika, parenterale Erndhrung, Dialyse, kiinstliche Beatmung, ein
liegender Zentralvenenkatheter und immunsuppressive Therapie (Blumberg et al. 2001;
Jorda-Marcos et al. 2007; Holley et al. 2009; Yang et al. 2013; Chakrabarti et al. 2015).

Es gibt unterschiedliche Angaben zur Hiufigkeit von Candiddmien, je nach Land und Studie
schwanken sie im Bereich von 5 — 15 %. Eine europiische Studie aus dem Zeitraum von
2006 — 2008 zeigte eine mittlere Wahrscheinlichkeit von neun Candiddmien pro 1000
Intensivpatienten. Die Rate schwankte stark von Land zu Land, die hochste Rate innerhalb
Europas wurde in Spanien und Italien festgestellt und die niedrigste in Finnland (Klingspor
etal. 2015). Eine israelische Studie zwischen 2007 und 2014 tber die Inzidenz einer invasiven
Candidiasis bei sowohl Intensiv- als auch nicht Intensivpatienten zeigte eine Inzidenz von
0,61 pro 1000 Aufnahmen (Eliakim-Raz et al. 2016). In den USA sind Candida der isolierte
Erreger in 8 — 10 % aller positiver Blutkulturen. Damit stehen Candida-Arten an vierter Stelle
der haufigsten Septikimie-Erreger. In Europa sind Blutkulturen im Durchschnitt nur in 2 —
3 % der Fille positiv fur Candida (Méan et al. 2008). Jedoch wiesen in der internationalen
EPIC-II-Studie 17 % aller positive Blutkulturen einen positiven Candida-Betund auf (Kett et
al. 2011).

Eine Studie der Charité mit Daten von 682 deutschen Intensivstationen zwischen 2006 und
2011 zeigte, dass 523 von 6666 nosokomialen Septikimien durch Candida-Arten verursacht
waren. Damit waren Candida-Arten der vierthdufigste Erreger fiir eine nosokomiale
Septikimie mit einem prozentualen Anteil von 6,5 % aller auf Intensivstationen erworbenen
Septikimien. Von den 523 durch Candida verursachten Infektionen waren 381, also rund
73 % durch C. albicans verursacht (Meyer et al. 2013).
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1.2 Morphologie und Genetik

C. albicans zeichnet sich durch einen hohen Grad an Polymorphismus aus. Der Organismus
wichst nicht nur in der ,,normalen® weilen Hefeform, sondern kann auch Hyphen oder
Pseudohyphen  ausbilden. Diese filamentésen Formen sind ein  wichtiger
Pathogenititsfaktor, da sie eine Rolle fir die Invasion ins Gewebe spielen und dem
Organismus helfen, sich an verschiedene Nischen im Wirt anzupassen. Diese alternativen
Wachstumsformen werden durch verschiedene Umweltfaktoren wie zum Beispiel pH-Wert,
Temperatur und CO,-Gehalt beeinflusst (Sudbery et al. 2004; Noble et al. 2017).

Im Jahr 2004 konnte erstmals das gesamte Genom des C. albicans-Referenzstammes SC5314
sequenziert werden. Das Genom von C. albicans besteht aus 16 Mb mit 8 diploiden
Chromosomen und, bezogen auf den haploiden Chromosomensatz, 6735 open reading frames.
Zudem zeigte sich ein hoher Anteil an Heterozygotie, der etwa 4 % des Genoms betraf
(Jones et al. 2004; van het Hoog et al. 2007). Des Weiteren zeigt C. albicans ein hohes Mal3
an genetischer Plastizitit: Verlust von Heterozygotie (LOH), ganzer oder teilweiser Verlust
von Chromosomen, chromosomale Umverteilung und Aneuploidie werden gut toleriert und
zeugen von guter Adaptionsfihigkeit des Organismus an seine Umgebung. Oft zeigen sich
diese Phinomene als Reaktion auf Umwelteinfliisse wie zum Beispiel Hitze, CO,-Gehalt
oder als Reaktion auf die Behandlung mit Antimykotika (Chibana et al. 2000; Selmecki et al.
2006; Bouchonville et al. 2009; Forche et al. 2009).

1.2.1 Phinotyptransition und Parasex

Im Jahr 1987 wurde eine weitere Phanotyptransition beschrieben, der sogenannte white opagque
switch. Im Gegensatz zu der ,,normalen® weillen, halbrunden Hefeform bilden sich graue
(opague), flache Kolonien, welche man durch Phyloxin B anfirben kann (Slutsky et al. 1987).
Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass dem sogenannten Mating-type-like-Locus (MTL) auf
Chromosom 5 eine entscheidende Rolle bei der Transition zukommt. Vom MTI-Locus
liegen zwei verschieden Genotypen vor, MTla und MTLa genannt. Entsprechend der
Diploiditit von C. albicans ist ein Stamm also entweder homozygot (MTLa/MTIa oder
MTLa/MTLa) oder heterozygot (MTLa/MTLa). Die Mehrzahl aller Stimme sind MTL-
heterozygot (MT1L.a/MTLa). Es konnte gezeigt werden, dass nur Stimme, die homozygot
im MTI -Locus sind, in der Lage sind zur gpague-Form zu wechseln, beziehungsweise dass
heterozygote Stimme zunidchst homogen im MTI -Locus werden miissen (Lockhart et al.
2002; Tavanti et al. 2005; Hickman et al. 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass nur bei
MTI -homozygoten Stimmen, die zuvor zur gpague-Form gewechselt sind, eine Art von
sexueller Fortpflanzung stattfindet: Zunichst kommt es durch LOH, ¢rossing over oder dem
Verlust einer Chromosom-5-Kopie mit anschlieBender Verdoppelung der verbliebenen
Kopie zu einer MTI-Homozygotie und zum Wechsel von der white- zur opagune-Form.

AnschlieBend verschmelzen homozygote ogpague-Stimme von MTIa und MTLo
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miteinander, wodurch ein tetraploider Stamm (MTLa/MTLa/MTLo/MTLo) entsteht.
Dieses Tetraploid wechselt zurtick in die white-Form und kehrt entweder durch nicht-
meiotischen Chromosomenverlust zur urspriinglichen diploiden Form zuriick oder verbleibt
als Tetraploid (Bennett und Johnson 2003; Wu et al. 2005; Wu et al. 2007). Aufgrund der

fehlenden Meiose nennt man diese Form der Fortpflanzung Parasex.

Der MTI -Locus konnte zum ersten Mal 1999 beschrieben werden (Hull und Johnson 1999).
Die Entdeckung, dass C. a/bicans sich nicht nur klonal vermehrt, sondern auch eine Art von
Fortpflanzung stattfindet, gelang kurz darauf im Jahr 2000 (Hull et al. 2000; Magee und
Magee 2000). Im Weiteren konnte beschrieben werden, dass der white opague switch durch den
Transkriptionsfaktor Worl gesteuert wird. Dieser wird bei MTI-heterozygoten Stimmen
wechselseitig unterdriickt, was erklart, warum die homozygote Variante Voraussetzung fir

den white opaque switch ist (Huang et al. 2006; Srikantha et al. 2006; Zordan et al. 20006).

Es kommt beim parasexuellen Zyklus nicht zur Meiose, dennoch zeigt sich durch dieses
Geschehen eine grof3e genetische Variabilitit. Der white opague switch und das Ablaufen von
Parasex tritt vor allem unter Umweltstress wie zum Beispiel Temperaturverinderung,
Anderungen des CO»-Gehaltes oder oxidativem Stress auf. Vermutlich ist also die durch den
Parasex vorkommende erhohte genetische Variabilitit (im Gegensatz zur ,klassischen®,
klonalen Vermehrung) ein weiterer Faktor, um die Uberlebenswahrscheinlichkeit des
Organismus zu erhéhen und um sich an unterschiedliche Lebensbedingungen anzupassen
(Forche et al. 2008; Berman und Hadany 2012). Jedoch =zeigten verschiedene
epidemiologische Studien, dass der primire Vermehrungsmodus dennoch klonal erfolgt und

Parasex ein eher seltenes Ereignis ist (Pujol et al. 1993; Griser et al. 1996).

Die opague-Zellen kénnen die Produktion von Biofilm von weilen Candida-Zellen térdern,
wenn diese den gegenteiligen homozygoten MTI.-Genotyp zeigen. Die Produktion von
Biofilm ist ein groBler Virulenzfaktor von C. albicans, da er sich zum Beispiel auf Kathetern
oder kunstlichen Herzklappen bilden kann und so die Behandlung erschwert (Daniels et al.
20006; Nobile und Johnson 2015).

1.3  Typisierung von C. albicans

Um Aussagen tber die Epidemiologie und Untergruppen von C.-albicans-Stimmen zu
machen, gibt es schon lange Bemiithungen, unterschiedliche Stimme zu typisieren und in
Gruppen einzuteilen. Hierzu wurden zunichst Methoden der phinotypischen Einteilung
genutzt.  Seit der weiten  Verbreitung von  Desoxyribonukleinsiure(DNA)-
Sequenzierungsmethoden geht der Trend des molekularen Typisierens zum direkten
Vergleichen von bestimmten DNA-Sequenzen. Zu den neueren Methoden, welche
verschiedene  Genom-Polymorphismen identifizieren, gehdren  microsatellite  length
polymorphisms (MLP) und multi locus sequence typing (MLST) (Sampaio et al. 2005; Odds und
Jacobsen 2008). Durch die Anwendung dieser Methoden kann C. a/bicans in verschiedene
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Untergruppen, Kladen genannt, eingeteilt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Kladen, die durch Ca3-fingerprintingund MLST eingeteilt werden, nahezu deckungsgleich sind.
Somit kénnen Aussagen iiber die Epidemiologie von C. albicans, die durch Ca3-fingerprinting
gewonnen wurden, auf MLST-Kladen tibertragen werden (Robles et al. 2004; Chowdhary et
al. 20006). Der Vorteil dieser Methoden ist, dass sie im Vergleich zu phinotypischen
Methoden objektiv und maschinenablesbar sind. Auch die durch MLP eingeteilten Kladen

weisen eine gute Ubereinstimmung mit den MLST-Kladen auf (Garcia-Hermoso et al. 2007).

1.3.1 MLST

MLST ist eine weitverbreitete und etablierte Methode zur Typisierung von Candida. Zunichst
wurde sie zur Typisierung von Bakterien eingesetzt und seit den frithen 2000er Jahren auch
fir pathogene Pilze verwendet (Maiden et al. 1998; Bougnoux et al. 2002; Tavanti et al. 2003).
Die Methode funktioniert wie folgt: Bei der MLST von C. albicans werden sieben
verschiedene Genloci analysiert: AAT7a, ACCT, ADP1, MPI1b, SY AT, 1VPS13 und ZWF1b.
Diese Gene sind housekeeping genes, werden also immer exprimiert. Die Genloci werden per
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und anschlieBend werden pro Locus 400 — 500
Basenpaare sequenziert. Jeder Sequenzunterschied wird als unterschiedliches Allel gewertet
und einer Zahl zugeordnet. Die Kombination dieser Zahlen ergibt einen Sequenztyp (ST).
Da C. albicans diploid ist, ergibt sich daher eine h6here Variabilitit an Sequenztypen, weshalb
man auch vom diploid sequence type (IDST) spricht. Anhand der DST kann man Stimme Kladen
zuordnen (Bougnoux et al. 2002; Bougnoux et al. 2003; Tavanti et al. 2003). Im Jahr 2003
wurde ein Konsens formuliert, damit verschiedene Labore die gleichen Genloci benutzen
und so die Daten vergleichbar sind (Bougnoux et al. 2003). Ein weiterer Vorteil von MLST
ist die offentlich zugingliche, internationale Datenbank, in der aktuell (Stand 23.03.2023)
Daten von 5428 Isolaten hinterlegt sind (Candida albicans MLST Home Page)
(https://pubmlst.org/calbicans). Mit der auf dem Konsens aufgebauten Datenbank kénnen
epidemiologische Analysen zur Diversitit und Verbreitung von C. albicans durchgefithrt

werden.
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Lage der MLST-Sequenz-Gene. Die Gene werden durch die roten
Rechtecke auf den acht Chromosomen von C. albicans dargestellt. Die orangenen Kreise stellen das

Zentromer dar.

14 Medikamentose Therapie und Resistenzen

Zur systemischen Therapie der Candidiasis werden aktuell vier Substanzklassen eingesetzt:
Echinocandine (zum Beispiel Caspofungin), Azole (zum Beispiel Fluconazol), Polyene (zum
Beispiel Amphotericin B) und Nucleosidanaloga (5-Flucytosin, 5FC). Bei einer Candida-
Sepsis kann jede Stunde ohne adidquate Therapie im negativen Sinne entscheidend fiir den
Krankheitsverlauf sein und fithrt zu einer erh6hten Letalitit. Aus diesem Grund verfolgen
Kliniker einen ,hit-hard-and-early*“-Therapieansatz (Garey et al. 2006; Cornely et al. 2012).
Fir die addquate Therapie ist zum einen die Bestimmung der genauen Spezies wichtig, da
dies teilweise schon einen Rickschluss auf die Resistenzlage zulédsst (zum Beispiel ist C. &rusei
immer resistent gegen Azole). Zum anderen sollte auch eine Resistenzbestimmung erfolgen,
um den empirischen Therapieansatz kritisch zu tberpriifen. Im Jahr 2012 kam es in Europa
zu einem Paradigmenwechsel in der Initialtherapie der Candidiasis, da nicht mehr
Fluconazol, sondern eine Substanz aus der Wirkstoffgruppe der Echinocandine zur Erstwahl
wurde (Cornely et al. 2012). Die amerikanischen Fachgesellschaften schlossen sich 2016 an
(Pappas et al. 2016). Dennoch bleiben die anderen Substanzklassen wichtige
Zweitlinientherapien und sind in vielen Lindern aufgrund der geringeren Kosten
beziehungsweise der Verfiigbarkeit noch immer von grofler Bedeutung (Kneale et al. 2016).
Aus Priorititsgrinden wird im Weiteren nur genauer auf 5-Flucytosin (5FC) und die Azole

eingegangen.
1.4.1 Bestimmung von Sensibilitit und Resistenz

Resistenz ist definiert als Nicht-Sensibilitit eines Mikroorganismus gegentber einer
Substanz. Dies wird durch zn-vitro-Tests festgestellt. Man unterscheidet zwischen primirer

(intrinsischer) und sekundirer (erworbener) Resistenz. Die Sensibilitit gegentiber einer
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Substanz kann tber die minimale Hemmkonzentration (MIC) ausgedriickt werden. Das
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) definieren fur jede
Candida-Art und jedes Medikament unterschiedliche Grenzwerte der MIC fir die Kategorien
Sensibel, | Sensibel bei erhohter Dosis“ und ,Resistent”. Hierfiir werden
Verdunnungsreihen  benutzt. Der  Organismus  wird also mit  festgelegten
Konzentrationsstufen eines Medikamentes inokuliert und anhand des Wachstums die MIC
abgelesen (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint
tables for interpretation of MICs for antifungal agents Version 10.0, valid from 2020-02-04).
Vor 2020 waren die Kategorien als ,,Sensibel, ,Intermedidr Sensibel und ,,Resistent®
festgelegt (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint
tables for interpretation of MICs for antifungal agents Version 9.0, valid from 2018-02-12).

1.4.2  5-Flucytosin

5FC ist ein Nukleosid-Analogon der Pyrimidinbase Cytosin. Es wird aufgrund der
Resistenzneigung unter Therapie empfohlen, 5FC in Kombination mit Amphotericin B zu
geben (Stiller et al. 1983; Barchiesi et al. 2000).

1.4.2.1 Wirkmechanismus

Durch eine Cytosin-Permease gelangt 5FC in die Pilzzelle. In der Zelle wird 5FC durch das
Enzym Cytosin-Deaminase (Fcyl) zu 5-Fluorouracil (SFU) desaminiert. Das Enzym Furl,
eine Uracilphosphoribosyltransferase (UPRTase), wandelt das entstandene 5FU zunichst in
5-Fluorouridin-Monophosphat um, welches anschlieBend zu 5-Fluorouridin-Triphosphat
umgewandelt wird. Wenn das 5-Fluorouridin-Triphosphat anstelle von UTP als falscher
Baustein in die RNA eingebaut wird, wird hierdurch die pilzliche Proteinbiosynthese gestort.
In einem Nebenpfad wird 5FU zu 5-Fluorodeoxyuridin-Monophosphat umgewandelt.
Dieses hemmt wiederum die pilzliche Thymidylat-Synthese, und durch den daraus
resultierenden Mangel an Desoxy-Thymidin-Monophosphat wird die DNA-Synthese
unterbrochen (Polak und Scholer 1975; Polak und Wain 1977; Waldorf und Polak 1983)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Transport von 5FC in die Zelle sowie die Umwandlung und Wirkmechanismus
innerhalb der Zelle.

1.4.2.2 Resistenzmechanismus

Bei klinischen Isolaten vor Therapie sind etwa 3 % aller C.-albicans-Isolate resistent gegen
5FC (Pfaller et al. 2002). Interessanterweise ist die SFC-Resistenz in epidemiologischen
Studien jedoch nicht gleich auf alle Kladen verteilt, sondern ist in der iberwiegenden
Mehrzahl auf Klade 1 beschrinkt. Auch intermediire Sensibilitit in Bezug auf 5FC findet
sich vor allem in Klade 1 (Pujol et al. 2004). Der Resistenzmechanismus liegt in einer
Punktmutation an Stelle 301 des FUR7-Gens. Durch einen Basenaustausch von Cytosin mit
Thymin an der Stelle 301 in FUR7 kommt es an Stelle 101 des Furl-Proteins zu einem
Aminosdurenaustausch von Cystein zu Arginin. Bei dem diploiden Organismus zeigten
FURT301-heterozygote Stimme (also FUR7301-Genotyp C/T) eine verminderte Sensibilitat
gegenuber 5FC. Stimme, die den FUR7301-Genotyp T/T zeigten, waten resistent gegen 5FC.
Stimme mit dem nicht mutierten FUR730-Genotyp C/C waren sensibel fiir SFC (Dodgson
etal. 2004). Es ist davon auszugehen, dass die Punktmutation zu einer verminderten Aktivitdt
der UPRTase fiihrt. Dies hitte eine verminderte Verstoffwechslung von 5FC zur Folge und
damit die Resistenz gegen das Antimykotikum (Whelan und Kerridge 1984; Dodgson et al.
2004).

1.4.3 Azole mit Leitsubstanz Fluconazol

Azole sind weitverbreitete Antimykotika und wirken fungistatisch. Von den Azolen ist das

Triazol Fluconazol die Leitsubstanz. Triazole besitzen einen Triazolring anstelle des
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Imidazolringes, welcher zum einen zu einer erhéhten Affinitit zum fungalen Cytochrom P-

450 fihrt, aber auch allgemein die metabolische Stabilitit verbessert (Sheehan et al. 1999).

1.4.3.1 Wirkungsweise

Azole wirken durch einen Eingriff in die Ergosterol-Biosynthese, die fiir den Aufbau der

Plasmamembran wichtig ist. Sie blockieren das Enzym Lanosterol-14a-Demethylase,
welches durch das Gen ERG77 codiert wird. Dies fuhrt einerseits zu einer verminderten

Produktion von Ergosterol, welches ein integraler Bestandteil der Plasmamembran ist.

Anderseits sammeln sich in der Zelle vermehrt toxische 14-a-Methyl-Sterole an, welche

durch Einbau in die fungale Membran diese weiter schwichen (Georgopapadakou und
Walsh 1990).

1.4.3.2 Resistenzen

Eine primire Resistenz von C. albicans gegeniiber Fluconazol ist selten. In der grof3angelegten
ARTEMIS-Studie, bei der an 142 Standorten aus 41 Lindern Proben gesammelt und
untersucht wurden, betrug sie 1,4 % (Pfaller et al. 2010a). Jedoch kénnen die Pilze unter
Therapie resistent werden (Sanglard und Odds 2002; Morschhiuser 2016). Eine vorherige
Exposition mit Fluconazol scheint ein zusitzlicher Risikofaktor hierfiir zu sein (Garnacho-
Montero et al. 2010; Slavin et al. 2010).

Es gibt mehrere Wege, wie sich eine Resistenz entwickeln kann: Beim ersten Weg wird die
Produktion des Zielenzyms erhoht oder das Enzym dahingehend verandert, dass es eine
verminderte Bindungskapazitit zum Antimykotikum aufweist. Beim zweiten Weg wird das
Medikament aus der Zelle transportiert, so dass dieses nicht akkumuliert und die Wirkung
vermindert wird. Der dritte Weg besteht darin, dass der toxische Effekt der 14-o.-Methyl-
Sterole vermindert wird (Kanafani und Perfect 2008). Es ist nicht selten, dass mehrere
Resistenzmechanismen in ein und demselben Stamm vorliegen, welches zu hochgradig
resistenten Stimmen fihrt (Pfaller 2012). Auf die einzelnen Resistenzmechanismen wird im
Folgenden kurz eingegangen, da in der hier vorliegenden Arbeit zwar nicht direkt mit Azolen

gearbeitet wurde, aber ein Genotyp, welcher mit Azolresistenz korreliert, untersucht wurde.

1.4.3.3 ERGT77-vermittelte Resistenz

Das Zielenzym der Azole ist die Lanosterol-14a-Demethylase, welche im ERG77-Gen
kodiert wird. Die Expression von ERG77 wird wiederum durch den Transkriptionsfaktor
Upc2 gesteuert, der durch das UPC2-Gen kodiert wird. Fur die Resistenz gibt es zwel
verschiedene Wege: Zum einen kénnen Mutationen im ERGT77 zu einer verminderten
Bindungskapazitit von Azolen an ihr Zielenzym fihren. Andererseits kann eine gain-of-
function(GOF)-Mutation im UPC2-Gen zu einer erhShten Expression des

Transkriptionsfaktors Upc2 fithren. Dies hat eine Hochregulation der Expression von
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ERGT11 zur Folge und somit eine héhere Produktion Lanosterol-14a-Demethylase (Dunkel
et al. 2008a; Pfaller 2012).

1.4.3.4 Transportsysteme

Bei C. albicans sind drei Effluxpumpen bekannt, die verschiedene Wirkstoffe aus der Zelle
eliminieren und somit deren Konzentration minimieren. Als relevant fiir die klinische
Resistenz sind die Effluxpumpen der ABC(ATP binding cassettes)-Transporter Cdrl und Cdr2
und der MES(Mayor facilitator supergroup)-Transporter Mdrl zu nennen. Cdrl und Cdr2 werden
durch die Gene CDR7 und CDR2 kodiert, welche durch den Transkriptionsfaktor Tacl
gesteuert werden. Bei einer GOF-Mutation von Tacl kommt es zu einer Hyperexpression
von CDR7 und CDR2 und hierdurch zu einem vermehrten Einbau von Cdrl- und Cdr2-
Transportern in die Zellwand. Mdrl-Transporter werden durch MDRT7 kodiert, welches
durch den Transkriptionsfaktor Mrrl gesteuert wird. Bei einer GOF-Mutation von MDRT
kommt es analog zu einem vermehrten Einbau von Mdrl-Transportern in die Zellwand
(Albertson et al. 1996; Sanglard et al. 1997; Coste et al. 2006; Coste et al. 2007; Dunkel et al.
2008b). Mdrl1-Transporter scheinen spezifisch fir Fluconazol zu sein, wihrend Cdrl- und
Cdr2-Transporter auch in der Resistenz-Vermittlung fiir andere Azole eine Rolle spielen
(Kanafani und Perfect 2008).

1.4.3.5 ERG3-Bypass

Durch die durch Azole vermittelte Hemmung der Lanosterol-14ca-Demethylase wird

Lanosterol zu giftigen 14-a-Methyl-Sterolen umgebaut. Dieser Prozess wird durch das
Enzym Delta-Desaturase, welches von ERG3 kodiert wird, gesteuert. Es konnte gezeigt
werden, dass Mutationen in ERG3 diesen Umbau zu toxischen Produkten verhindern und
somit den Effekt der Azole vermindern (Kelly et al. 1997).

1.4.3.6 Zusammenhang MTI -Loocus mit Azolresistenz

Auf dem linken Arm von Chromosom 5 von C. albicans befinden sich zwei der am haufigsten
betroffenen Gene fur Resistenzentwicklung gegen Azole, nimlich ERG77 und TACT. In
unmittelbarer Nachbarschaft von T.ACT, namlich nur 14 kb entfernt, befindet sich der MT1 -
Locus. LOH in einem mutierten (und damit resistenzinduzierenden) Allel verstirkt die
Medikamentenresistenz, da dies zu einem homozygoten Vorliegen des mutierten Allels fihrt
(Sasse et al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit Fluconazol LOH
induziert (Forche et al. 2011). Die GOF-Mutation des T-AC7-Gens und das Wildtyp-1:AC7-
Gen sind kodominant. Um ein hohes Mal3 an Azolresistenz zu exprimieren, muss die 1. AC7-
Mutation also homozygot vorliegen. In Einklang hiermit konnte gezeigt werden, dass das
Vorliegen von einem mutiertem 1°4C7-Gen LOH des Chromosom 5 induziert. LOH geht
hiufig mit mitotischer Rekombination und Chromosomenverlust einher, und betrifft daher
mehrere Genloci. LOH im T/ AC7-Gen korreliert also mit LOH im MTL und gegebenenfalls
auch mit LOH im ERGT77 (Coste et al. 2006; Coste et al. 2007). Passend dazu haben frithere
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Studien auch eine starke Korrelation von Azolresistenz mit MTT -Homozygotie beschrieben
(Rustad et al. 2002). Aus dem Genotyp des MTI-Locus kann also zu einem gewissen Grad

auf den Azolresistenzstatus geschlossen werden.

1.5  Matrix-assistierte-Laser-Desorption-Ionisierung-Flugzeitanalyse-
Massenspektronomie (MALDI-TOF MS)

Mit der MALDI-TOF MS steht seit dem Aufkommen kommerzieller erhiltlicher Systeme
zu Beginn der 2010er Jahre eine wertvolle Methode der Speziesbestimmung in der klinischen
Mikrobiologie zur Verfiigung. Sie ist schnell, kostengtinstig, einfach bedienbar und zeigt sich
mit diesen Eigenschaften konventionellen biochemischen Methoden auch in der Genauigkeit
tberlegen (Seng et al. 2009; Seng et al. 2010). Diese Methode ist nicht nur fir die Analyse
von Bakterien, sondern auch bei humanpathogen Pilze wie zum Beispiel Hefen vorteilhaft
(van Veen et al. 2010; Bader et al. 2011).

1.5.1 Funktionsweise

Die Funktionsweise gliedert sich in drei Teile: Die Probenpriparation, die
Massenspektrometrie mit Flugzeit(TOF)-Messung und anschlieBend die visuelle
Aufbereitung der Daten in Spektren und der Speziesbestimmung mittels Abgleich mit einer
Spektren-Datenbank. Wichtig fir das Verstindnis ist, dass bei dieser Methode keine
genetischen Sequenzen, sondern Molektlmassen analysiert werden, die in der Regel Proteine

reprisentieren.

1.5.1.1 Probenpriparation

Das zu analysierende Material wird zumeist zunidchst auf Agarplatten geziichtet, es kénnen
aber auch Flissigkulturen verwendet werden. In einigen Fillen ist es moglich,
Korperflussigkeiten wie Liquor, Blut oder Urin direkt zu benutzen. Im Falle der intakten-
Zell-Massenspektrometrie (ICMS), auch Schmierpriparation genannt, werden intakte Zellen
auf den Analysetridger aufgetragen und die Probe mit einer Matrixlosung tiberdeckt. Diese
Matrix lysiert zundchst die Zellen und setzt die Zellproteine frei. Als Matrix werden
Substanzen wie a-Cyano-4-Hydroxyzimtsiure (HCCA), 2,5-Dihydroxybenzoesiure (2,5-
DBH) oder Sinapinsiure (SA) gewihlt. Durch das Uberlagern der Probe mit der Matrix wird
diese beim Trocknen kokristallisiert und in die Matrix eingebettet. Matrixsubstanzen

absorbieren Energie in einem hohen Maf3 und dienen zum Ionisieren der Probe.

Diese Priaparationsmethode ist fiir viele Bakterien und einige Hefen ausreichend. Fir
Bakterien und Pilze, fur die zum Beispiel aufgrund einer robusteren Zellwand diese Methode
keine  ausreichend  qualitativen  Ergebnisse  erzielt, kommen  verschiedene

Alternativprotokolle zur Probenvorbereitung zum Einsatz.
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Auch bei Hefen zeigt eine Extraktionsmethode hiufig noch bessere Spektren. Hierbei wird
die Probe zunichst mit Ethanol gewaschen und anschlieBend die Zellwand mittels

Ameisensdure und Acetonitril penetriert (Cassagne et al. 2013; Normand et al. 2020).

Mykobakterien erfordern aufgrund ihrer robusten Zellwand-Beschaffenheit und ihrer hohen
Pathogenitit ein komplexeres Vorgehen. Fur diese Pathogene konnte eine Methode
entwickelt werden, in der die Erreger im ersten Schritt inaktiviert werden. Im néchsten Schritt
wird die Zellwand durch mechanische Mittel, nimlich das Hinzufiigen von Glasperlen und
dem anschlieBenden Mischen in einem Vortexgerit mechanisch penetriert. AnschlieBend
wird analog zur Extraktionsmethode mit Acetonitril und Ameisensdure die Probe weiter
prozessiert (El Khéchine et al. 2011).

Auch bei Schimmelpilzen zeigt sich die Schmierpriparation aufgrund der robusten
Beschaffenheit als nicht ausreichend. Durch die Anwendung eines Protokolls, bei dem die
Zellwand durch Zirkonia-Silicium-Perlen und mechanisches Mixen im Vortex-Gerit
angegriffen wird, konnte hier eine Verbesserung der Spektrenqualitit erreicht werden (Lau
et al. 2013). Auch bei Penicillium-Stimmen, bei denen die ICMS keine Spektren in
ausreichender Qualitit produziert, konnte ein Protokoll mit Trifluoressigsiure, Acetonitril
und wiederum der mechanischen Zellwandzerstérung mit Zirkoniumperlen zu einer

signifikanten Verbesserung der Spektrenqualitit fithren (Hettick et al. 2008b).

1.5.1.2 Massenspektrometrie mit TOF-Messung

Die vorbereitete Probe wird mit einem gepulsten Laser beschossen und verdampft. Die
Matrix absorbiert dabei Laserenergie und macht sie dadurch den Molekilen der Probe
zugingig, welche sich durch diese Energietibertragung aus der Matrix als Ionen 16sen
(Desorption). AnschlieBend werden die Ionen im Massenspektrometer Gber ein elektrisches
Feld beschleunigt und treffen auf dem Analysator auf. Thre Flugzeit wird detektiert. Die
Tonen haben eine spezifische Masse, welche in Dalton angegeben wird. Diese Masse hat

einen Einfluss auf die Flugzeit, da schwere Ionen langsamer beschleunigen als leichte Ionen.

1.5.1.3 Visuelle Aufbereitung und Speziesbestimmung durch Datenbankabgleich

Die visuelle Darstellung der Analyten erfolgt in Spektren, wobei die x-Achse den Masse-
Ladungs-Quotient (m/z) darstellt und die y-Achse die Anzahl der Ereignisse darstellt. Man
erhilt also ein Spektrum mit unterschiedlichen Signalspitzen (,,Peaks®). Dieses stellt einen
Teil des Proteoms dar, das fir gewohnlich im Bereich von 2 — 20 kDa liegt. Das Spektrum
mit den verschiedenen Peaks ist, dhnlich einem Fingerabdruck, hochspezifisch fiir eine
Spezies. Durch Vergleich mit den verschiedenen Spektren der Datenbank kann zumeist eine
Identifikation auf Spezieslevel gelingen. Es gibt verschiedene kommerzielle MALDI-TOF-
MS-Systeme auf dem Markt. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete System ist der
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland). Bei dem genannten System wird

das Ergebnis einer Analyse mit einem sogenannten /og score versehen, der als Marker fur die
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Ergebnisqualitit steht. In der klinischen Routine zeigen /g scores zwischen 1.700 und 1.999
eine Identifikation auf dem Genuslevel (also zum Beispiel Candida) an. Bei log scores ab 2.000
liegt definitionsgemil3 eine Identifikation auf dem Spezieslevel vor (also zum Beispiel C.

albicans).
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Abbildung 3: MALDI-TOF-MS-Spektrum von C. albicans

1.5.2 Klinische Bakteriologie

MALDI-TOF MS ist ein weitreichend eingesetztes Mittel zur Diagnostik in der klinischen
Bakteriologie. Da zumeist eine Schmierpraparation ausreichend ist, ist die Prozedur einfach,
schnell und kosteneffektiv. Abgesehen davon gibt es viele Studien die zeigen dass MALDI-
TOF MS bspw. in Bezug auf die Diagnose von positiven Blutkulturen in Hinblick auf
Schnelligkeit und Genauigkeit den konventionellen Methoden ebenbiirtig oder sogar
tberlegen ist (La Scola und Raoult 2009; Stevenson et al. 2010; Haigh et al. 2013).

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel im Fall einer bakteriellen
Meningitis auch ein Direktnachweis der Bakterien aus dem Liquor gelingen kann, ohne die

Bakterien vorher noch auf einem Medium kultivieren zu miissen (Segawa et al. 2014).

Analog dazu konnte gezeigt werden, dass mittels MALDI-TOF MS der Direktnachweis von
Bakterien aus Urin gelingt (Ferreira et al. 2010; Kohling et al. 2012).

1.5.2.1 Detektion von Antibiotika-Resistenzen in Bakterien

Fir die Detektion von Antibiotika-Resistenzen in Bakterien mittels MALDI-TOF MS liegen
weitreichende Studien vor, zum Beispiel zur Detektion von Vancomycin-resistenten
Enterokokken (Griffin et al. 2012; Nakano et al. 2014; Wang et al. 2014), zur Unterscheidung
von Methicillin-resistenten-Staphylococcus-aureus(MRSA)-Stimmen (Wolters et al. 2011;

Josten et al. 2014) und zur Detektion von Carbapenemase-Produktion von Bacteroides fragilis
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(Johansson et al. 2014), Enterobacteriaceae und Psexdomonas aeroginosa (Hoyos-Mallecot et al.
2014).

Bei Marker-Peak-Assays wird anhand von bestimmten Markerpeaks auf Resistenz
beziehungsweise Suszeptibilitit geschlossen. Es konnen einzelne Peaks, ein Cluster an Peaks

oder ein ganzes Spektrum zum Vergleich herangezogen werden.

Bei Staphylococcus-aurens-Stimmen konnte gezeigt werden, dass ein bestimmter Peak bei
2415 m/z mit der Resistenz gegen Methicillin einhergeht. Das heif3t, dass Stimme mit diesem
Peak MRSA waren. Die Peakidentitit konnte mittels RN A-Antisense ermittelt werden und
zeigte, dass der Peak mit der Expression von PSM-mec korrelierte, welches ein kleines, mit

Methicillinresistenz assoziiertes Peptid ist (Josten et al. 2014).

Bei Enterokokken ist die Vancomycinresistenz ein wichtiger Pathogenititsfaktor (vanA- oder
vanB-positiv). Es konnte gezeigt werden, dass es in MALDI-Spektren einen Cluster von funf
Peaks gibt, welcher vanB-positive von vanB-negativen Stimmen unterscheidet (Griffin et al.
2012). Analog dazu konnte gezeigt werden, dass es in den MALDI-Spektren fiinf andere
Peaks gibt, anhand derer sich wiederum wvanA-positive und vanA-negative Stimme

unterscheiden lassen (Nakano et al. 2014).

Bei Klebsiella-pneumoniae-Staimmen konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein eines
Peaks bei 11109 m/z mit dem Vorhandensein des blaxpc-Gens korreliert, welches die
Kilebsiella-pnenmoniae-Carbapenemase kodiert. Diese Carbapenemase vermittelt ein hohes Mal3

an Carbapenem-Resistenz (Lau et al. 2014).

Eine andere Methode stellen Assays dar, die Antibiotika-Alterationen wie Hydrolyse oder
Decarboxilierung als Unterscheidungsmerkmal nutzen. Beta-Laktam-Antibiotika werden
durch Hydrolyse unwirksam gemacht. Bei diesem Prozess wird der Beta-Laktam-Ring
gedffnet und ein H,O-Molekil angehingt. Das Produkt ist instabil und wird spontan
decarboxiliert. Durch diese Prozesse verindert sich die molekulare Masse: Das Anhingen
von Wasser addiert 18 Da, die Decarboxilierung verringert sie um 44 Da. Es resultiert also
ein Nettomassenverlust von 26 Da. Diese Verinderung in der Masse kann man sich zunutze
machen, in dem man ein MALDI-Spektrum eines Antibiotitkums mit dem Spektrum nach

Inokulation mit einer Bakteriensuspension vergleicht (Sparbier et al. 2012).

Burckhardt et al. zeigten, dass Ertapenem, ein Carbapenem-Antibiotikum, normalerweise
vier Peaks in dem untersuchten Abschnitt von 440 —530 m/z im MALDI-Spektrum
aufweist. Nach Inokulation mit carbapenemasetragenden Bakterien verschwanden drei von
vier Peaks. Nach Inokulation mit nicht-carbapenemasetragenden Bakterien blieben alle vier

Peaks erhalten (Burckhardt und Zimmermann 2011).

Ein weiteres Assay nutzt eine Peakverschiebung durch Inkorporation von Cis. Bei dieser
Methode werden unterschiedliche Nihrboden genutzt, diese unterscheiden sich in den
enthaltenen Kohlenstoffmolekiilen (Ci» respektive Ci3). Es wird untersucht, ob die Bakterien

in Anwesenheit eines Antibiotikums noch wachsen, dieses wiirde zur Aufnahme von Cis
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fihren und dass Spektrum veridndern, da Ci3 schwerer ist als Ciz (also eine hohere m/z
aufweisen) (Demirev et al. 2013).

Das MAILDI Biotyper antibiotic susceptibility test rapid assay (MBT-ASTRA) ist eine weitere
verwendete Methode. Lange et al. analysierten das relative Wachstum von Klebsiella-
prenmoniae-Stimmen nach einstiindiger Inokulation mit Meropenem. Davon ausgehend, dass
resistente Stimme wachsen, wirden sie eine hohere Peakintensitit als sensible Stimme
exprimieren. Die Spektren wurden gegen einen inneren Standard als Breakpoint quantifiziert
(Lange et al. 2014).

1.5.2.2 Typisierung von Bakterien

Fir die weitere Subspezifizierung von Bakterien ist die Analyse von 16S-rDNA derzeit der
Goldstandard. Jedoch konnte gezeigt werden, dass MALDI-TOF MS auch in diesem Bereich
ein wertvolles Mittel ist. Gerade in einer Ausbruchssituation ist die Unterscheidung zwischen
verschiedenen Stimmen einer Spezies wichtig. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
mit MALDI-TOF MS nicht nur unterschiedliche Listeria-Arten sicher identifiziert werden
konnen, sondern auch fur Listeria monocytogenesis verschiedene Stammescluster anhand
charakteristischer Peaks differenziert werden kénnen (Barbuddhe et al. 2008). In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass bei der Differenzierung von Iegionella-
prenmophilae-Stimmen MALDI-TOF MS gleichwertige Ergebnisse wie die pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) erzielt (Fujinami et al. 2011). Im Falle eines groflen Shigatoxin-
produzierenden Escherichia-coli-Ausbruchs 2011 in Norddeutschland konnte gezeigt werden,
dass die Ausbruchsstimme mittels zweier spezifischer Peaks sicher durch MALDI-TOF MS
von anderen Escherichia-coli-Staimmen unterschieden werden kénnen (Christner et al. 2014).
Auch im Falle von Adinetobacter baumanii konnte gezeigt werden, dass MALDI-TOF MS im
Vergleich zur etablierten PCR-Methode die Keime in drei unterschiedliche Gruppen clustert,
welche nahezu deckungsgleich mit der Analyse durch die PCR-Methode sind (Mencacci et
al. 2013). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass anhand bestimmter Markerpeaks das
typhusverursachende Serovar von Salmonella-typhus-Bakterien gegentber anderen nicht-
typhusverursachenden Sa/monella hphi unterschieden werden kann (Kuhns et al. 2012). Einen
neuen Ansatz konnte 2015 von Zautner et al beschrieben werden, die MSPP-Methode.
Hierbei macht man sich die Tatsache zu Nutzen, das Allelunterschiede bei der Untersuchung
im Massenspektrometer in verschiedenen Massen und somit in unterscheidbaren
Biomarkerpeaks resultieren. Anhand dieser Methode konnten Campylobacter jejunt,
Campylobacter coli, und Campylobacter fetus, sowie Clostridioles difficile weiter subtypisiert und
gruppiert werden (Zautner et al. 2015).

1.5.3 Klinische Mykologie

Konventionelle Methoden zur Bestimmung von pathogenen Pilzen sind zeitraubend und

benotigen erfahrenes Personal. Seit der ersten Anwendung an Pilzen zur Analyse von
Saccharomyces cerevisiae im Jahre 2001 (Amiri-Eliasi und Fenselau 2001) spielt die MALDI-TOF
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MS inzwischen in der klinischen Mykologie eine zunehmend gré3ere Rolle und hat sich hier
als schnelle und zuverlissige Methode etabliert (Marklein et al. 2009; Bader et al. 2011). Mit
MALDI-TOF MS ist es im Gegensatz zu konventionellen biochemischen Methoden auch
moglich, eng verwandte Spezies wie C. parapsilosis, C. metapsilosis und C. orthopsilosis zu
unterscheiden (Quiles-Melero et al. 2012). Dariiber hinaus ist es gelungen, aus positiven
Blutkulturen mittels MALDI-TOF MS einen direkten Erregernachweis zu erzielen (Spanu et
al. 2012; Yaman et al. 2012).

1.5.3.1 Detektion von Resistenzen in Pilzen

Die Detektion von Resistenzen mittels MALDI-TOF MS in humanpathogenen Pilzen ist
aufgrund der gro3en Varianz an Mechanismen und dem allgemein komplexeren Aufbau von
Pilzen im Gegensatz zu Bakterien erschwert. Einige Pilze haben eine intrinsisch verminderte
Suszeptibilitit oder vollstindige Resistenz gegen Azole (C. glabrata und C. krusel) oder
Echinocandine (C. parapsilosis), so dass bereits eine schnelle und korrekte Identifizierung der

Candida-Art einen Hinweis auf die Resistenzlage ermoglicht (Bader 2013).

Die Inokulation einer Spezies mit einem Antimykotikum wiirde deren Wachstum hemmen
und somit zu einer verminderten Proteinkonzentration fithren. Die Spektren von sensiblen
Stimmen wiirden daher eine verminderte Signalintensitit (Peakhche) aufweisen. Unter
dieser Annahme wurde 2009 eine Methode fur C. albicans und Fluconazol entwickelt
(Marinach et al. 2009). Die C.-albicans-Stimme wurden hierbei in verschiedenen Fluconazol-
Konzentrationen 15 Stunden lang inkubiert. Der Breakpoint wurde als wznimal profile change
concentration (MPCC) benannt. Er liegt bei der minimalen Konzentration des Antibiotikums,
bei der eine Verinderung im MALDI-TOF-MS-Spektrum auftritt. Er wird mittels
statistischer Methoden erhoben, indem Peakintensititen von verschiedenen Antibiotika-
Konzentrationen mit den beiden Extremspektren (also Maximalkonzentration, welche fir C.
albicans bei 128 pg/ml Fluconazol liegt und Nullkonzentration) verglichen und analysiert
werden. Die MPCC liegt bei derjenigen Konzentration, bei der die Korrelation mit dem
Maximalspektrum héher ist als mit dem Nullspektrum. In der Studie lag die so abgelesene

MPCC nicht mehr als eine Verdinnungsstufe entfernt von der zuvor bestimmten MIC.

De Carolis et al. konnten 2012 diese Methode durch eine composite-correlation-index(CCI)-
Matrix, die mittels der MALDI-Biotyper-Software ermittelt wird, weiter quantifizieren und
objektivieren. In der hier beschriebenen Studie geschah dies fiir verschiedene Candida- und
Aspergillus-Arten und Caspofungin bei Inokulationszeiten von 15 Stunden. Die Resultate
zeigten, dass die MPCC-Werte mit der MIC tbereinstimmten (De Carolis et al. 2012).

Die Methode wurde 2013 weiterentwickelt. Die CCI-Matrix konnte weiter vereinfacht
werden, es wurden nur noch drei Konzentrationen getestet (statt einer Verdiinnungsreihe):
Nullkonzentration, — Breakpointkonzentration = und  Maximalkonzentration. Die

Inokulationszeit mit Caspofungin konnte von 15 auf drei Stunden gesenkt werden. In dieser



1 Einleitung 17

Studie wurde nur C. a/bicans getestet. Die Ubereinstimmung mit der MIC lag bei 98,4 % (Vella
et al. 2013).

In einer anderen Studie wurde versucht, dass fur Bakterien entwickelte MBT-ASTRA auf
C. albicans und C. glabrata anzuwenden. Bei der Methode wird die Peakintensitit eines
Stammes nach Inokulation mit einem Antimykotikum als Mal3 des Wachstums interpretiert.
Die Intensitit wiirde bei Sensibilitit niedriger und bei Resistenz hoher liegen. In der Studie
wurde die Caspofungin-Sensibilitit untersucht. Fiir C. albicans lag die Ubereinstimmung des

mit etablierten Methoden gewonnenen Resistenzstatus bei 100 %, bei C. glabrata bei 80 %o.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es bisher bei Pilzen im Gegensatz zu Bakterien nicht
gelungen ist, einen oder mehrere Peaks zu identifizieren, die mit Medikamentenresistenz in
Zusammenhang stehen. Ein Grund hierfiir konnte zumindest bei C. albicans an die
Proteinmassen sein. Diese liegen beispielsweise beim Hauptmechanismen der Azolresistenz
bei 62 kDa (Ergll), 170 kDa (Cdrl) und 62 kDa (Mdrl). Damit liegen diese deutlich
auflerhalb der normalen MALDI-TOF-MS-Detektionsrange von 2-20 kDa (Bader 2013).

1.5.3.2 Subtypisierung von Pilzspezies

Im Jahr 2008 konnten Qian et al. zeigen, dass sich die MALDI-Spektren von vier C.-albicans-
Stimmen unterschieden: Drei von ihnen zeigten das gleiche Peakmuster, der vierte Stamm
zeigte jedoch noch zusitzliche Peaks und konnte anhand dieser visuell von den anderen
Stimmen unterschieden werden (Qian et al. 2008). Hiermit konnte zumindest im Kleinen
gezelgt werden, dass Typisierung mittels MALDI-TOF MS fir C. albicans méglich zu sein

scheint.

Wie bereits in Abschnitt 1.5 erwihnt, existiert fiir unterschiedliche Bakterien wie z.B.
Campylobacter jejunii die Moglichkeit, anhand von Peakverschiebungen weiterhin innerhalb
einer Spezies zu subtypisieren (Zautner et al. 2015). Diese Methode koénnte sich auch bei
eventuell darstellbaren Peakverschiebungen bei pilzlichen Massenspektren als nttzlich

erweisen.
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1.6  Fragestellung

Systemische Candidosen sind wichtige Krankheiten, die insbesondere Intensivpatienten oder
anderweitig immunsupprimierte Patientengruppen betreffen und hier Mortalititsraten bis zu
00 % aufweisen. C. albicans ist weiterhin Spitzenreiter der auslésenden fungalen Pathogene.
Die Typisierung von Candida erfolgt mittels genetischer Methoden wie MLST, auch findet
sich bei den MLST-Kladen ein Zusammenhang zur 5FC-Resistenz. Dartiber hinaus gibt es
eine Assoziation zwischen MTT -Locus und Fluconazol-Resistenz. MALDI-TOF MS ist eine
etablierte, schnelle, kostengunstige und effektive Methode der Speziesbestimmung fiir
Candida-Arten.

Bakterien kénnen mittels MALDI-TOF MS anhand von Peakunterschieden auch tGber das
Spezieslevel hinaus typisiert werden, was insbesondere in Ausbruchssituationen niitzlich ist.
AuBlerdem kann anhand bestimmter Peaks auf den Resistenzstatus geschlossen werden. Bei
C. albicans ist zwar eine Speziesbestimmung sehr zuverldssig moglich, jedoch ist unklar ob die
Spektren Peakunterschiede aufweisen, anhand derer auf Stammlevel typisiert oder auf

Eigenschaften, wie zum Beispiel den Resistenzstatus geschlossen werden kann.

Das Ziel der Arbeit war es daher, zu iiberpriifen, ob es moglich sei, vom MALDI-Spektrum
ausgehend C.-albicans-Stimme zu typisieren und ob es moglich sei auf den Resistenzstatus
gegentiber SFC beziehungsweise indirekt auf den Resistenzstatus gegeniiber Fluconazol zu
schlie3en.

1. Ist es moglich durch Variationen der Extraktionsmethode eine Verbesserung der

Spektrenqualitit zu erreichen, so dass Peakunterschiede sichtbar werden?

2. Ist es moglich, mit einer zusitzlichen mechanischen Zerstérung der Zellhtlle in
Anlehnung an Protokolle fir Aspergillus oder Mykobakterien Spektren von hoher

Qualitit zu erzeugen, die Peakunterschiede sichtbar machen?

3. Wenn es gelingt, Peakunterschiede sichtbar zu machen: gibt es einen Zusammenhang zur
MLST-Klade, zum FURT7;501-Genotyp oder zum MTI-Genotyp?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1

C.-albicans-Stammsammlung

Die verwendeten C.-albicans-Stimme kommen aus der hauseigenen Stammsammlung und

wurden bei -70 °C gelagert. Die Stimme wurden auf kommerziellen Sabouraud-Agar-Platten

ausgestrichen und fur 24 Stunden bei 30 °C kultiviert. Es wurden insgesamt 90 Stimme

inklusive des Referenzstammes SC5314 benutzt. Alle Stimme waren bereits zuvor dutrch

MLST typisiert worden (Bader, persénliche Kommunikation).

2.1.2 Puffer und Medien

Tabelle 2: Ubersicht iiber verwendete Puffer und Medien

Bezeichnung

Beschreibung

Hersteller

Sabouraud-Agar-Platten mit
Glucose, Chloramphenicol und
Gentamycin

Sabouraud-Agar-Platten mit
Glucose, Chloramphenicol
und Gentamycin

Ox0id™ Germany GmbH, Wesel,
Deutschland

Chromasolv®

Cryobank Stocks Gefrierlsung Mast Diagnostica, Reinfeld,
Deutschland
Acetonitrile LC-MS Acetonitril Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

ReagentPlus® 99 %

Trifluoressigsdure (TFA)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid | HCCA Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

ROTIPURAN® 99,8 % Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Aqua bidest (Bidest) Doppelt destilliertes Wasser | Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

(Bidest) Deutschland
2,5-dihydroxybenzoic acid 2,5-DHB Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland
Bezeichnung Beschreibung Hersteller
Roti®garose Agarose Ultra-Qualitit Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
Trichloressigsdure Trichloressigsiure (TCA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Rekombinantes Humaninsulin

Rekombinantes
Humaninsulin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Midori Green Advance

DNA-Farbstoff

NIPPON Genetics Europe
GmbH, Diiren, Deutschland

Gene Ruler 100bp Plus DNA
Ladder 0,5ul/ul

Gelelektrophorese-
Lingenstandard

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland

50x TAE-Puffer

50 mM EDTA-Dinatrium-
Salz, 2 M Tris, 1 M
Essigsaure, HO

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland

tag-Polymerase (5U/pl)

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland
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DNA Gel Loading Dye 6x Firbepuffer Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Formic acid Rotipuran® 98 % Ameisensiure Cartl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Glaspetlen, Durchmesser
0,5 mm

Glaspetlen, Durchmesser
0,5 mm

BioSpec Products, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland

MSP 96 polished steel target

Stahltridger fir MALDI-TOF
MS

Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland

Nucleospin®Gel and Clean-up | Aufbereitungsset PCR- Macherey-Nagel, Diiren,

Kit Produkte Deutschland

PCR grade nucleotide Mix Desoxyribonucleosid- Roche Pharma AG, Grenzach-
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) triphosphate Wyhlen, Deutschland

10mM

PCR reaction buffer + Mg (10x)

PCR-Puffer mit Magnesium

Roche Pharma AG, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland

1 % (w/v) bacto yeast extract, YPD-Medium

2% (w/v) bacto peptone, 2 %

(w/v) Glucose in Bidest

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

Bacto™ Yeast Extract Hefeextrakt Becton Dickinson and Company,

Le Pont-de-Claix, Frankreich

Bacto™ Peptone Extract

Bacto™ Peptone Extract

Becton Dickinson and Company,
Le Pont-de-Claix, Frankreich

Glucose

Glucose

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

ROTI®Phenol/Chloroform/

Phenol, Chloroform und

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Isoamylalkohol Isoamylalkohol 25:24:1 Deutschland

TE-Puffer 10x Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland

RNAse Ribonukleinase QIAGEN, Venlo, Niederlande

2.1.3 Losungen

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Loésungen

Losung

Inhaltsstoffe

Lysis-Puffer (DNA-Extraktion)

100 mM Tris-HCI (pH=8), 50 mM EDTA,
1% (w/v) SDS

HCCA-Matrix (10 mg/ml HCCA)

TFA

HCCA in 50 % (v/v) Acetonitril und 0,125 %

DHB-Matrix (40 mg/ml DHB)

DHB in 70 % Acetonitril und 0,1 % TFA

2.1.4 Primet

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Primer

Gen Primer Sequenz (5" — 3) Erwartete
FragmentgréQe
FURTY Vorwirts GGAGCATCTCGCAACCTGAT 1003 bp
Rickwirts | TGGCAGGGTTGTCGACTTTT
MTILa | Vorwirts CATACCCAAACTCTTATTTGGG 674 bp
Rickwirts | CACCTTCAACCTCCTCGTTTTTTCC




2 Material und Methoden

21

Gen Primer Sequenz (5" — 3)
MTILa | Vorwirts AATCTTCATGGCTATTCAGCACCT 1012 bp
Rickwirts | AATATACTAGGTATAAGGATACTTCAA
2.1.5 Laborausstattung

Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Laborausstattung

Material

Hersteller

Eppendorf-Tubes 1,5 ml und 0,5 ml

Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Schraubverschluss-Tubes 2 ml

Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht,

Einmal-Handschuhe

Kimberly-Clark Corporation, Irving, USA

Pipetten 0,5-10 pl; 10-200 pl; 100-1000 pl

Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 0,01 ml; 0,2 ml; 1 ml

StarLLab GmbH,

Hamburg, Deutschland

Falcon-Rohrchen 15 ml

Osterreich

Greiner Bio-One AG, Kremsmunster,

Glaspipetten 2 ml; 5 ml; 10 ml

HBG Henneberg-Sander GmbH, Giessen-
Litzellinden, Deutschland

Parafilm

USA

Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago,

Sterile Einmal-Impfésen, 10 pl

Osterreich

Greiner Bio-One AG, Kremsmunster,

2.1.6  Gerite

Tabelle 6: Ubersicht iiber verwendete Gerite

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

Centrifuge 5417R Zentrifuge Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

FastPrep® FP120 Fastprep-Maschine Qbiogene Inc, Illkirch,
Frankreich

MALDI-TOF MS Massenspektrometer Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

T100™ Thermal Cycler PCR-Thermocycler BIO-RAD, Hercules, USA

Nanodrop 2000c

Nanodrop-Spectrophotometer

Thermo Scientific, Waltham,
USA

EPS-301

Gelelektrophorese-Apparat

Amersham pharmacia
biotech, Little Chalfont, UK

McFarland-DEN1

McFarland-Densitometer

Biosan, Riga, Lettland

Genius3

Vortexer

IKA®-Werke, Staufen,
Deutschland

Universal Hood 11

Transilluminator

BIO-RAD, Hercules, USA

ThermoMixer C

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Heratherm® Inkubator

Brutschrank 30 °C

Thermo Scientific, Waltham,
USA
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion und Normierung

Fir die PCR-Analysen wurde DNA von frischen, tiiber Nacht gewachsenen Pilzplatten
extrahiert und isoliert. Ein Schraubdeckel-Gefil3 mit einem Fassungsvermdégen von 2 ml
wurde mit 0,3 g Glasperlen und 200 ul Lysis-Puffer befillt. In diesem wurde Pilzmaterial in
der GroBe einer Impfose suspendiert. Danach wurde unter dem Abzug 200 pl Phenol-
Chloroform-Isoamyl-Mix (25:24:1) hinzugefiigt. Die Probe wurde in der Fastprep-Maschine
zweimal fir 20 s auf Stufe 5 durchmischt. Danach wurden 200 pl TE-Puffer hinzugefiigt.
Nach einer Zentrifugierung von 5min bei 12000 rpm wurde die wissrige Phase
abgenommen und mit 1 ml Ethanol in ein 1,5ml Eppendorf-Gefil3 tberfithrt und
geschittelt. Durch die Zugabe von Ethanol und dem Verbleiben der Probe bei -20 °C fur
30 min wurde die Probe gefillt. AnschlieBend wurde die Probe erneut bei 12000 rpm fiir
5 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das verbleibende Pellet wurde in
400 pl TE-Puffer und 3 pl RNAse (10 mg/ml) suspendiert und anschlieBend fiir 30 min bei
37 °C inkubiert. Nach der erneuten Zentrifugierung fiir 5 min bei 14000 rpm wurde der
Uberstand abgenommen und das verbleibende Pellet nach dem Trocknen bei
Raumtemperatur in 50 pl TE-Puffer suspendiert. Die DNA-Konzentration wurde mittels
NanoDrop-Photometers gemessen und durch Verdinnung mit Bidest ddH,O auf 50 pg/ml

normiert.

2.2.2 PCR, Gelelektrophorese und Sequenzierung von FURI

Zunichst erfolgte die Herstellung des Mastermixes, der alle Reagenzien auler der DNA
enthielt (Tabelle 2). Die PCR wurde nach dem in Tabelle 7 beschriebenen Mastermix
vorbereitet. Die PCR wurde mittels Thermalcyclers nach dem in Tabelle 8 beschriebenen
Programm durchgefiihrt. Fiir die Gelelektrophorese wurden 1,5-prozentige Agarosegele in
1x TAE-Puffer verwendet. Dem Gel wurde beim Zubereiten 6 pl Midori-Green als Farbung
hinzugefiigt. Zur weiteren Vorbereitung wurde jeweils 8 pl einer Probe mit 2 pl 6xLoading
Dye gemischt und diese anschlieBend in die Geltaschen pipettiert. In die erste Geltasche
wurden 10 pl des 100bp-Lingenstandards pipettiert. Die Gelelektrophorese lief fur 45 min
bei einer Spannung von 100 V. Danach wurde das Gel unter einem Transilluminator gelegt,

um die Ergebnisse der Gelelektrophorese zu dokumentieren.

Bei einer gelungenen Gelelektrophorese, welche ein PCR-Produkt fir FURT7 anzeigte,
wurden die PCR-Produkte nach Anleitung mit dem ,,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up-
Kit“ (Macherey-Nagel) aufbereitet. Hierfur wurden jeweils 25 pl des PCR-Produktes mit
50 ul NTI-Bindungs-Puffer gemischt. In einem Sammelrohrchen wurde eine Siule platziert
und die Mischung tber die Sidule laufen gelassen. Durch die Zentrifugierung fir 30 s bei
11000 rpm wurde die DNA gebunden und in der Membran gesammelt. Die Gbrig gebliebene
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Flussigkeit wurde verworfen. Danach wurden 700 ul NT3-Waschpuffer hinzugefiigt und
erneut bei 11000 rpm fiir 30 s zentrifugiert und die ubrig gebliebene Fliissigkeit ebenfalls
verworfen. Dieser Waschschritt wurde insgesamt zwei Mal durchgefthrt. Um die Membran

zu trocknen, wurde das Gefd3 mit der Sdule 1 min bei 11000 rpm zentrifugiert. Die Siule

wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefil3 Gberfithrt und darauf 15 pl NE-Elutionspuffer
pipettiert. Danach inkubierte die Probe fiir 1 min bei Raumtemperatur und wurde
anschliefend fir 1 min bei 11000 rpm zentrifugiert. Die so aufgereinigten PCR-Amplifikate
wurden zum Sequenzieren an die Firma SEQLAB (Hannah-Vogt-StraBle-1, 37085
Gottingen) gegeben. Fir die Berechnung der erwartete Fragmentlingen der PCR-Produkte
wurde das Primer-Blast-Tool des National Center for Biotechnology Information der U.S.

National Library of Medicine benutzt (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tabelle 7: Mastermix fur die FURI-PCR

Komponente Menge Endkonzentration
Primer Vorwirts 100 pM 0,1 ul 0,4 uM

Primer Rickwirts 100 uM 0,1 ul 0,4 uM

10x Puffer 2,5 ul 1x

dNTPs 10 mM 0,5 ul 200 uM
Taq5U/ul 0,1 ul 0,5U/25 ul

H20 20,6 ul

DNA 50 ng/pl 1 ul 50 ng/25 pl

Tabelle 8: PCR-Programm fiir die FURI-PCR

Zyklus Temperatur Zeit

1 (Ix) 94 °C 5 min

2 (35x) 94 °C (Denaturierung) 30's
59 °C (Annealing) 30s
72 °C (Elongation) 2 min

3 (%) 72°C 7 min

2.2.3 PCR und Gelelektrophorese von MTLa und MTLa.

Die isolierte DNA wurde mittels des in Tabelle 9 geschildertem Mastermixes fur die PCR
vorbereitet. Die PCR wurde mittels Thermalcyclers nach dem in Tabelle 10 beschriebenen
Programm durchgefithrt. Vor dem Gief3en der verwendeten 1,5-prozentigen Agarosegele
wurde diesen 6 pl Midori-Green hinzugefiigt. Die Geltaschen wurden jeweils mit einem
Gemisch aus 8 pl Probe und 2 pl Loading Dye beftllt. In die erste Geltasche wurden 10 pl

eines geeigneten Lingenstandards pipettiert. Die Gelelektrophorese lief fiir 45 min bei einer
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Spannung von 100 V. Danach wurde das Gel unter einen Transilluminator gelegt, um die

Ergebnisse der Gelelektrophorese abzulesen.

Tabelle 9: Mastermix fir die MTL-PCR

Komponente Menge Endkonzentration
Primer Vorwirts 100 uM 0,5 ul 2 uM

Primer Rickwirts 100 uM 0,5 ul 2 uM

10x Puffer 2,5 ul 1x

dNTPs 10 mM 0,6 ul 240 uM
Taq5U/ul 0,5 ul 25U/25 ul

H20 19,4 ul

DNA 50 ng/pl 1 ul 50 ng/25 pl

Tabelle 10: PCR-Programm fiir die MTL-PCR

Zyklus Temperatur Zeit

1 (1x) 95 °C 10 min

2 (40x) 94 °C (Denaturierung) 1 min
42 °C (Annealing) 2 min
72 °C (Elongation) 3 min

3 (1x) 68 °C 10 min

2.3 MALDI-TOF MS

2.3.1 Matrixlésung mit Insulin

Um einen Markerpeak zur internen Kalibrierung der Spektren festzulegen, wurde die Matrix
mit rekombinantem Humaninsulin als Kalibrator versetzt. Es wurde dabei wie folgt
vorgegangen: HCCA wurde nach Herstellerangaben in einer Losung aus 50 % Acetonitril,
47,5 % Wasser und 2,5 % TFA aufgelost. Die Konzentration der so hergestellten Losung
betrug 10 mg HCCA/ml. Im nichsten Schritt wurde das Humaninsulin zu 10 pg/pl
hinzugefiigt. Zur genauen Bestimmung der Masse des Kalibrierungspeaks wurde das
Humaninsulin mit dem Biotyper Test Standard (BTS, Bruker Daltonics) gemischt. Im daraus
produzierten Spektrum zeigte sich der Peak fiir Insulin bei 5806 m/z.

2.3.2 Extraktionsmethode

Fir diesen Versuch wurde die von der Firma Bruker Daltonics empfohlene

Extraktionsmethode verwendet. Hierfiir wurden 300 pl Wasser in ein 1,5 ml Eppendorf-

Gefil} gefullt und mit Pilzmaterial in der GréBe einer 10pl Impfése von einer Agarplatte

versetzt und gut suspendiert. Es wurden 900 pl Ethanol hinzugefigt und durch Vortexen
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gut gemischt. AnschlieBend wurde die Probe fiir 2 min bei 14000 rpm zentrifugiert und
danach der Uberstand verworfen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 2 min bei 14000 rpm
wurde der restliche Uberstand abpippetiert und das Zellpellet fiir 10 min bei
Raumtemperatur trocknen gelassen. Es wurden 50 pl 70-prozentige Ameisensiure

hinzugefiigt und durch Pipettieren das Pellet hierin suspendiert. Danach wurde die Probe
mit 50 pl Acetonitril versetzt und vorsichtig gemischt. Nach erneuter Zentrifugierung von
2 min bei 14000 rpm wurde vom Uberstand 1 pl auf das MALDI-Target pipettiert und dort

trocknen gelassen. Sobald die Probe getrocknet war, wurde diese mit 1 ul HCCA-Matrix

bedeckt. Nachdem alle Spots getrocknet waren, konnte das Target ausgelesen werden.

2.3.3 Variationen der Extraktionsmethode

Bei dem Vergleich von Flissig- und Festkulturen wurden die Stimme zum einen auf
Sabauroud-Agarplatten ausgestrichen und zum anderen in YPD-Flussigkultur angelegt.
Beide Kulturen wurden tiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Von den Flissigkulturen wurde
jeweils 1 ml abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 tbertragen und danach bei
14000 rpm zwei Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und
das entstandene Zellpellet mit 1 ml Bidest versetzt und durch Pipettierung gemischt. Danach

wurde erneut bei 14000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert. Der Waschschritt mit Bidest
wurde ein weiteres Mal wiederholt. AnschlieBend wurden 700 pul des Uberstandes

abpipettiert, so dass sich die Probe in 300 pl Bidest befand. AnschlieSend konnte weiter nach

Extraktionsprotokoll verfahren werden.

Fir den Mengenvergleich wurde die Probenmenge in 3 ml Bidest gelost und die Probe

mittels eines McFarland-Gerites auf 6, 7 und 8 McFarland-Standardeinheiten normiert. Von

der Zellsuspension wurden 300 pl in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefil3 tbertragen und

weiter nach Extraktionsmethode verfahren.

Zur Variation der Saurekonzentrationen wurde 100-prozentige Ameisensdure entsprechend
der gewunschten Konzentration mit Bidest verdinnt, so dass Ameisensdure-
Konzentrationen von 25 %, 40 %, 50 %, 60 % und 75 % zur Verfiigung standen. Diese

wurden anstelle der 70-prozentigen Ameisensiure im Extraktionsprotokoll verwendet.

Bei den Versuchen mit TCA wurde abweichend vom Extraktionsprotokoll zu Anfang eine

Lésung aus 150 pl Bidest, 450 ul Ethanol und 600 pl 40-prozentiger TCA in einem 1,5 ml
Eppendorf-Gefil3 hergestellt. In dieser wurde im néichsten Schritt Pilzmaterial in der GroB3e
einer 10ul Impfose gelost. Danach wurde die Mischung fiir 2 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwortfen, danach erfolgte eine erneute Zentrifugierung
und das Abpipettieren des Uberstandes. Das verbleibende Pellet wurde in 1 ml Bidest
suspendiert. Danach erfolgten wieder zwei Zyklen Zentrifugierung mit Verwerfung und
Abpipettierung des Uberstandes. Das verbleibende Pellet wurde analog zum

Extraktionsprotokoll weiter prozessiert.
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Alternativ zur HCCA-Matrix wurde flr einen Versuch die 2,5-DHB-Matrix verwendet.

Hierbei wurden die getrockneten Probenspots auf dem MALDI-Target mit 1 ul 2,5-DHB-
Matrix tberschichtet.

2.3.4  Acetonitril-Fastprep-Methode

Fir den Versuch wurden zunichst in einem 2 ml Schraubverschluss-Gefa3 100 pl Bidest
und 100 pl Acetonitril gemischt. Dieser Losung wurde Pilzmaterial in der GréB3e einer 10ul
Impfése und 0,3 g Glasperlen hinzugefiigt. Die Probe wurde fiir 30 s auf Stufe 5 in der
Fastprep-Maschine geschiittelt. AnschlieSend erfolgte die Zentrifugierung fir 2 min bei
14000 rpm. Vom Uberstand wurde 1 pl auf das MALDI-Target pipettiert und nach dem
Trocknen mit 1 pl HCCA-Matrix iberdeckt. Das Target wurde nach dem Trocknen der

Matrix im Massenspektrometer ausgelesen.

2.3.5 Acetonitril-Fastprep-Methode mit Ethanol-Waschschritt

Zunichst wurde Pilzmaterial in der GréBe einer 10ul Impfose in 300 pl Bidest und 900 pl
Ethanol suspendiert. Die Suspension wurde bei 14000 rpm fiir 2 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 100 pl Bidest und 100 pl Acetonitril versetzt
und gut gemischt. Als nichstes wurden 0,3 g Glasperlen hinzugefigt. Die Probe wurde fir
30s auf Stufe 5 in der Fastprep-Maschine geschiittelt. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugierung fiir 2 min bei 14000 rpm. Vom Uberstand wurde 1 pl auf das MALDI-

Target pipettiert und nach dem Trocknen mit 1 ul HCCA-Matrix tiberdeckt. Das Target

wurde nach dem Trocknen der Matrix im Massenspektrometer ausgelesen.

2.3.6 Datenerhebung und Analysetools

Die Messungen wurden mit dem MALDI BioTyper 3.1 mit der Referenzdatenbank-Version
3.0 an einem Autoflex III Massenspektrometer mit einem 20 Hz Stickstofflaser (Bruker
Daltonics) durchgefithrt. Hierbei wurden 600 Spektren im positive linear mode in einem
Masseumfang von 2 — 20 kDa durch das Auto Flex III System in Frequenzen von 100-
Schuss-Schritten erhoben und aufsummiert. Die Laserintensitit wurde durch die Software
FlexControl im vom Hersteller empfohlen automatischen Modus gelenkt. Vor der Messung
wurde das Gerit mit Hilfe des Bruker Test Standards kalibriert. Nur Spektren mit einem /og
valne tber 2,000 wurden berticksichtigt.

Anhand der Standardeinstellungen des Biotypers konnten main spectra (MSP) erstellt werden
und dann anhand von Algorithmen einem Ast im Taxonomiebaum zugeteilt werden. Zur
Veranschaulichung wurde durch die Programmfunktion dendrogram — clustering  ein
Dendrogramm erstellt werden mit den Einstellungen distance measure = correlation und

linkage = average.
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Fir die weitere Analyse und Vergleich der Spektren wurde das Programm FlexAnalysis von
Bruker Daltonics benutzt. Die Spektren wurden zunichst anhand des Insulin-Peaks bei
5806,1 m/z kalibriet. AnschlieBend wurden durch Benutzung der Standard-Algorithmen die
Grundlinie abgezogen (baseline subtraction) und die Spektren geglattet (smoothing).

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm IBM SPSS Statistics Client 28.0
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Funktion ,,Analyze® -> descriptive statistics -> crosstable
genutzt. Hierbei wurden 5 Tests durchgefthrt. Als ,,column® wurde immer FUR7-Genotyp
gesetzt. Als , Row* wurde jeweils ,,Vorhandensein Peakmuster B“, ,,Vorhandensein
Peakmuster A“, | Vorhandensein Peakmuster AC®, , Vorhandensein Peakmuster BC* und

,»Vorhandensein Peakmuster C* gewihlt. Unter ,,Statistics* wurde chi-square angewahlt.

>

Danach wurde unter dem Reiter ,,Exact® der Button ,,exact® aktiviert. Das Zeitlimit pro Test

wurde auf finf Minuten begrenzt.
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3  Ergebnisse

Fir die Analysen wurden insgesamt 90 C.-a/bicans-Stimme miteinander verglichen. 89 der
Stimme stammten aus der hauseigenen Stammsammlung und waren bereits via MLST
typisiert. Dartiber hinaus wurde der Referenzstamm SC5314 verwendet, welcher gemil3
MLST-Typisierung der Klade 1 angehort. Die Verteilung auf die Kladen ist in Tabelle 11
dargestellt.

Tabelle 11: Verteilung der Kladen iiber die untersuchten Stimme

Klade Anzahl Stimme
1 36
2 2
3 4
4 18
5 3
6 5
7 2
8 2
9 5
11 8
12 3
S 2

Zunichst wurden Parameter der Extraktionsmethoden variiert, um die Spektrenqualitit zu
verbessern. Im nichsten Schritt wurde ein neues Extraktionsprotokoll etabliert und die
Spektrenunterschiede analysiert. Im letzten Schritt wurde der FURT7;501-Genotyp und der
MTI -Locus analysiert und die Korrelation zu den MALDI-Spektren bestimmt.

3.1 Extraktionsmethode fiir alle Stimme

Es wurden nach dem Extraktionsprotokoll gemil3 Herstellerangaben von allen 90 Stimmen
MALDI-Spektren produziert. Eine Identifikation auf Spezieslevel gelang durchgingig mit

einem /Jog value grofier 2,000, jedoch gab es visuell keine Unterschiede zwischen den Spektren.
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3.2 Verianderungen am Extraktionsprotokoll fiir MALDI-TOF MS

Das Extraktionsprotokoll wurde zunichst in verschiedenen Versuchen wie im Folgenden
dargestellt verindert (Tabelle 12). Es sollte (a) tiberpriift werden, ob die Wahl zwischen Fest-
und  Flissigkultur  einen  Unterschied in der Spektrenqualitit erzeugt. Im
Extraktionsprotokoll des Herstellers wird dartiber hinaus als Mengenangabe ,,Material in der
GrofBe einer 10ul Impfése™ angegeben. Im Hinblick darauf (b) wurde untersucht, ob eine
Mengenstandardisierung mittels McFarland-Konzentrationsmessung einen Einfluss auf die
Spektren hat. Im nichsten Schritt (c) wurde die Ameisensiure-Konzentration variiert und
schlieBlich (d) im Ethanolwaschschritt zusitzlich Trichloressigsdure hinzugefiigt. Im letzten
Schritt (¢) wurde die Alternativ-Matrix 2,5-DHB statt der Standard-Matrix HCCA
verwendet. Fur die Versuche wurde eine Stichprobe gewihlt (Stimme EU0993, EU1001,
EU1002, EU1006 und EU1007).

3.2.1 Vergleich Fest- und Flissigkultur

Zum Vergleich der Flissig- und Festkulturen wurden die oben genannten Stimme jeweils in
Fest- und Flissigkultur geziichtet. AnschlieBend wurden aus den Kulturen mittels
Extraktionsprotokoll MALDI-Spektren gewonnen. Es zeigte sich kein Unterschied im
Hinblick auf die Qualitit der Spektren. Bei allen gemessenen Spektren konnte eine
Bestimmung auf Spezieslevel durchgehend erfolgen. Legte man die Spektren der
Festkulturen tibereinander zeigten sich keine visuellen Unterschiede. Dies verhielt sich beim

Ubereinanderlegen der Spektren der Fliissigkulturen genauso.

3.2.2 Variation des Materialeinsatzes

In Variation des Protokolls wurde die verwendete Masse an Pilzmaterial mittels McFarland-
Messung normiert (McFarland-Konzentrationen 6, 7 und 8). Aus allen Konzentrationen
konnten qualitativ ausreichende Spektren produziert werden. Es zeigten sich, wenn man
verschiedene Stimme von jeweils einer McFarland-Konzentration iibereinanderlegte, keine

visuell sichtbaren Unterschiede.

3.2.3 Variation Ameisensiaurekonzentration

Das Extraktionsprotokoll wurde anschlieBend mit verschiedenen Ameisensiure-
Konzentrationen, namlich 25 %, 40 %, 50 %, 60 % und 75 % durchgefiihrt, als Variation
der Standard-Konzentration von 70 %. Bei einer Ameisensiurekonzentration von 25 %
konnten keine Spektren gewonnen werden. Beim Ubereinanderlegen der Spektren von den
verschiedenen Sdurekonzentrationen konnten visuell keine Spektren-Unterschiede

festgestellt werden (siche Abbildung 4).
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Abbildung 4: Spektren bei Verwendung verschiedener Ameisensiure-Konzentrationen. Die
verschiedenen Sdurekonzentrationen betragen 40 % (gelb), 50 % (orange), 60 % (hellrot) und 75 %
(dunkelrot). Im Beispiel ist exemplarisch der Massebereich von 3 — 4 kDa dargestellt.

3.2.4 Zusatz von TCA im Ethanol-Waschschritt

Im néchsten Versuch wurde beim Ethanol-Waschschritt des Extraktionsprotokolls noch 40-
prozentige Trichloressigsdure hinzugefiigt, um zu evaluieren, ob es mdglich sei, kleinere
Proteine auszufillen und damit mehr Peaks zu produzieren. Aus den daraus resultierenden
Proben konnten keine Spektren gewonnen werden, somit konnte auch kein Abgleich mit der

Datenbank erfolgen.

3.2.5 Variation Matrixsubstanz

Als letzter Versuch wurde das Extraktionsprotokoll befolgt, im letzten Schritt wurde
allerdings statt der vorher verwendeten HCCA-Matrix die ebenfalls von Bruker empfohlene
2,5-DHB-Matrix verwendet. Es zeigten sich nur wenige ergiebige Spektren mit deutlich
weniger Peaks als mit der HCCA-Matrix. Beim Ubereinanderlegen der Spektren zeigte sich

kein visuell sichtbarer Unterschied.

Tabelle 12: Variationen am Extraktionsverfahren zur Verbesserung der Spektrenqualitit

Verinderung Ergebnis

Fliissig- und Festkultur im Vergleich Kein Unterschied in Spektrenqualitit
McFarland-Konzentrationen statt ,,einer Kein Vorteil gegeniiber der Verwendung von
Impfése” bei der Probenmenge ,einer Impfose” Material

Variierende Konzentrationen von Keine Spektren bei einer Konzentration von
Ameisensdure im Extraktionsprotokoll; 25 %

Verwendete Konzentrationen: 25 %, 40 %, Keine visuellen Unterschiede zwischen den
50 %, 60 % und 75 % Stammen bei verschiedenen
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Saurekonzentrationen

Hinzufiigen von 40-prozentiger
Trichloressigsiure im Ethanol-Waschschritt

Keine Spektren in verwendbarer Qualitit

Austausch der HCCA-Matrix mit 2,5-DBH-
Matrix

Keine Spektren in verwertbarer Qualitit
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3.3 Etablierung einer neuen Extraktionsmethode (Acetonitril-

Fastprep-Methode)

3.3.1 Acetonitril-Fastprep-Methode

Es erfolgte ein neuer Ansatz um die Zellwand der C.-albicans-Stimme mechanisch
anzugreifen und dadurch die fir die Massenspektronomie benétigten Proteine freizusetzen.
Die Lyse der Zellwand erfolgte hier nicht nur durch ein chemisches Agenz, sondern durch
mechanische Mittel, indem die Probe mit Glasperlen versetzt wurde und anschlieend in
einer Fastprep-Maschine 30 s mechanisch zerkleinert wurde. Die Probe wurde mit
Acetonitril und anschlieBend, nach dem Trocknen detr Probe, mit der HCCA-Matrix
tberlegt. Die Lyse der Zellwand erfolgte hier auch durch mechanische Mittel, indem die in

Acetonitril und Bidest gel6ste Probe mit Glasperlen versetzt wurde und anschlieSend in einer

Fastprep-Maschine 30 s geschiittelt wurde. Vom Uberstand wurde je 1 pl auf ein Target
pipettiert und nach dem Trocknen der Probe mit der HCCA-Matrix tiberlegt.

Mit den neu gewonnen Spektren gelang eine Identifikation auf Spezieslevel durchgehend.
Zudem zeigten sich im Gegensatz zu den aus der Standard-Extraktionsmethode
gewonnenen Spektren drei Peaks im Bereich von 3700 — 3900 m/z, deren Vorhandensein
beziehungsweise Nichtvorhandensein sich von Stamm zu Stamm unterschied. Der erste
Peak, im weiteren Peak A genannt, befand sich bei 3687 m/z, der zweite Peak, im weiteren
Peak B genannt, lag bei 3774 m/z und der dritte Peak, im weiteren Peak C genannt befand
sich bei 3802 m/z. Es ergaben sich die folgenden Verteilungsmuster: 1. Nur Peak A
vorhanden (Peakmuster A), 2. Nur Peak A und C vorhanden (Peakmuster AC), 3. Nur Peak
B vorhanden (Peakmuster B) sowie 4. Nur Peak B und C vorhanden (Peakmuster BC) und
nur Peak C vorhanden (Peakmuster C) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Peakunterschiede im MALDI-Spektrum. Die Uberlagerung aller Spektren der Stimme von
Klade 1 (schwarz) und Klade 4 (rot). Die Massen der Peaks betragen 3687 m/z (Peak A), 3774 m/z (Peak B)
und 3802 m/z (Peak C). Man erkennt die Peakmuster A, AC, B, BC und C.

3.3.2  Acetonitril-Fastprep-Methode mit Ethanol-Waschschritt

Im weiteren Fortgang wurde untersucht, ob sich die zuvor beschriebene Acetonitril-
Fastprep-Methode durch einen zusitzlichen Ethanol-Waschschritt vor der Mischung in der
Fastprep-Maschine noch verbessern lieBe. Die Methode zeigte im Vergleich zur
Extraktionsmethode bessere Spektren sowohl in Bezug auf Intensitit und Quantitit der
Peaks. Die bei der Acetonitril-Fastprep-Methode dargestellten Masseunterschiede der
Signale fiir verschiedene Stimme im Bereich von 3700 — 3900 m/z konnten auch mit dieser
Methode reproduziert werden. Allerdings zeigte sich im Vergleich zur Acetonitril-Fastprep-
Methode eine geringere Intensitit der Peaks. Eine Identifikation auf Spezieslevel war
durchgehend moglich. In einem Methodenvergleich von Extraktionsmethode, Acetonitril-
Fastprep-Methode und Acetonitril-Fastprep-Methode mit Ethanol-Waschschritt zeigt sich,
dass die Acetonitril-Fastprep-Methode die hochsten Peaks im Bereich 3700 — 4000 m/z zeigt
(Abbildung 6)
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Abbildung 6: Methodenvergleich am Beispiel des Stammes EU1001. Rot: Standard-
Extraktionsmethode, grin: Acetonitril-Fastprep-Methode, blau: Acetonitril-Fastprep-Methode mit

zusitzlichem Ethanol-Waschschritt. Die Acetonittil-Fastprep-Methode produziert unter gleichen

Messbedingungen die intensivsten Signale.

3.3.3 Acetonitril-Fastprep-Methode fiir alle Stimme und Vergleich mit den
MLST-Kladen

Im Weiteren wurden fur alle Stimme mit der Acetonitril-Fastprep-Methode Spektren erzeugt
und anschlieBend in Hinblick auf die drei unterschiedlichen Peaks A, B und C verglichen. Es
zeigte sich, dass es insgesamt funf Verteilungsmuster gab (Peakmuster A, Peakmuster AC,
Peakmuster B, Peakmuster BC und Peakmuster C, Abbildung 5). Die Peakmuster AB oder
ABC kamen in dieser Kohorte nicht vor. Zudem wurden die Peakunterschiede in
Abhingigkeit von den Kladen betrachtet. Nur ein Stamm, der nicht Klade 4 angehort, besitzt

den Peak A (Stamm EU0923, zugehorig zur Klade 1).

3.3.4 PCR-Analyse und Sequenzierung des FURI-Gens

Fir jeden Stamm wurde mittels PCR und anschlieBender Gelelektrophorese das FUR7-Gen
dargestellt (Abbildung 7). Das PCR-Produkt wurde im nichsten Schritt sequenziert. Von den
insgesamt 90 Stimmen waren 80 Stimme homozygot fir Cytosin (C/C, suszeptibler
Wildtyp) und 10 Stimme homozygot fir Thymin (T /T, Resistenzvariante). Kein Stamm war

heterozygot fir Cytosin/Thymin im Locus 301. Die Punktmutation tragenden Stimme

gehorten alle der MLST-Klade 1 an.
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Abbildung 7: Gelelektrophorese der FURI-PCR-Produkte. Die erwartete Fragmentlinge fiir das FURT7-
Produkt betridgt 1003 bp.

3.3.5 PCR-Analyse des MTL-Locus und Gelelektrophorese

Im Folgenden wurde fir alle Stimme eine PCR fiir den MTI -Locus durchgefiihrt. Fir jeden
Stamm wurde eine PCR fur MTTa sowie fur MTLa durchgefihrt und die PCR-Produkte
zum Ablesen auf ein Agarosegel aufgetragen. Von allen 90 Stimmen waren 67 im MTL-
Locus homozygot fir MTla (MTLa/MI1Ta), 23 Stimme waren heterozygot
(MTLa/MTLa). Kein Stamm zeigte die homozygote Variante fur MTLow (MTLo/MTLav).

3.3.6 Ergebnisiibersicht

Im Weiteren wurden die mit der Acetonitril-Fastprep-Methode gewonnenen Spektren mit
den aus den PCR gewonnenen Ergebnissen verglichen. Hier zeigte sich im Hinblick auf den
FURT301-Genotyp, dass alle Stimme, die in der Gensequenzierung des FUR7-Gens an
Position 301 den Genotyp T/T hatten, im Spektrum das Peakmuster B zeigten. In Bezug auf
den MTI-Genotyp ergab sich keine Korrelation mit dem Peakmuster der MALDI-Spektren.
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Tabelle 13: Auflistung der Ergebnisse der FURI301-Sequenzierung, MTL-Locus-PCR, Markerpeaks
aus den durch Acetonitril-Fastprep-Methode gewonnenen MALDI-Spektren und die Zuordnung zur

MLST-Klade.
Stamm | MLST- | FURI301- | MALDI- | MTL-Genotyp Stamm MLST- | FURI3n- | MALDI- | MTL-Genotyp
Klade | Genotyp | Peak Klade Genotyp Peak
EU0001 |2 c/C A MTLa/MTLa
EU0006 |2 c/C A MTLa/MTLo. EU0934 | S c/C C MTLa/MTLo.
EU0009 |12 c/C B MTLa/MTLa EU0936 | 6 c/C BC MTLa/MTLa
EU0012 |1 c/C BC MTLa/MTLa EU0937 | 6 c/C BC MTLa/MTLa
EU0013 |1 T/T B MTLa/MTLo, EU0959 | 9 c/C C MTLa/MTLa
EU0014 |4 c/C A MTLa/MTLa EU0962 | 5 c/C C MTLa/MTLo.
EU0022 |1 c/C C MTLa/MTILa EU0967 3 c/C C MTLa/MTILo
EU0047 |4 c/C A MTLa/MTLa EU0968 | 1 c/C BC MTLa/MTLa
EU0056 |11 c/C B MTLa/MTLo. EU0969 | 1 c/C B MTLa/MTLa
EU0068 |4 c/C B MTLa/MTLo. EU0970 4 c/C A MTLa/MTILa
EU0071 |1 C/C B MTILa/MTLa BEU0971 1 c/C B MTLa/MTILa
EU0075 |4 Cc/C A MTLa/MTLa EU0972 1 c/C B MTLa/MTILa
EU0077 |1 c/C BC MTLa/MTLa EU0973 | 6 c/C BC MTLa/MTLa
EU0108 |1 c/C C MTLa/MTLa EU0974 | 8 c/C B MTLa/MTLo.
EU0109 |1 c/C C MTLa/MTLo, EU0975 | 1 T/T B MTLa/MTLa
EU0110 |4 c/C A MTLa/MTLa EU0976 | 4 c/C C MTLa/MTLa
EU0112 |9 c/C BC MTLa/MTLa EU0977 | 7 c/C BC MTLa/MTLa
EUO113 |4 c/C A MTLa/MTLa EU0978 | 6 c/C BC MTLa/MTLa
EUO115 |11 c/C B MTLa/MTLa. EU0980 1 Cc/C C MTlLa/MTLa
EUOL16 |11 c/C B MTLa/MTLo, EU0981 1 Cc/C B MTLa/MTLa
EUOLL7 |9 c/C BC MTLa/MTLa BU0982 | 6 c/c BC MTLa/MTLo
EUO0123 |11 c/C B MTLa/MTLo, EU0983 1 C/C B MTLa/MTLa
EU0126 |4 c/C A MTLa/MTLa EU0984 | 4 c/c A MTLa/MTLo
EU0128 |9 Cc/C BC MTLa/MTLo, EU0985 5 C/C C MTLa/MTLa
EU0130 |11 c/C B MTLa/MTLa BU0987 | 4 ¢/c A MTlLa/MIla
EU0133 |3 C/C__|BC MTLa/MTLa FU0988 | 9 ¢/¢ BC MTLa/MTLa
BU0134 |1 c/C C MTLa/MTLa EU0989 | 1 ¢/c B MTlLa/MITa
EU0136 |8 c/C BC MTLa/MILa BU09%0 [ 4 c/C A MTLa/MTLa
EU0174 |12 c/C B MTLa/MTLa Eggggé é g;g ? /‘/{ ILa/ “:ITLa
EU0177 |12 c/C B MTLa/MTlLa -/ - MTLa/MTLo
EU0364 11 c/C C MTLa/MILa EU0993 | 1 T/T B MTLa/MTLa
EU0365 |1 C/C C MTLa/MTLa EU0994 | 1 c/C B MTLa/MTLo,
EU0488 |4 c/C B MTLa/MTLa EU0995 1 Cc/C B MTlLa/MTIa
EU0490 |4 c/C B MTLa/MTILa EU0996 3 Cc/C BC MTlLa/MTIa
EU0491 |4 c/C B MTLa/MTLa EU0997 | 11 c/C B MTLa/MTLo.
EU0494 |1 T/T B MTLa/MTLa EU0998 | 3 c/C BC MTLa/MTLo.
EU0495 |1 c/C BC MTLa/MTLa EU0999 | 4 c/C B MTLa/MTLa
EU0895 |1 T/T B MTLa/MTLa EU1000 | 7 c/C B MTLa/MTLa
EU0903 |S c/C BC MTLa/MTLo, EU1001 | 1 c/C B MTLa/MTLa
EU0905 |1 T/T B MTLa/MTLa EU1002 1 T/T B MTLa/MTIa
EU0923 |1 c/C AC MTLa/MTLa EU1003 1 Cc/C B MTlLa/MTLa
EU0924 |1 T/T B MTLa/MTLa EU1005 | 4 ¢/C A MTTa/MTLa
EU0926 |1 /T B MTLa/MTlLa EU1006 1 c/C C MTLa/MTILa
EU0927 |1 T/T B MTLa/MTLa EU1007 1 Cc/C BC MTlLa/MTIa
EU0931 |11 c/C B MTLa/MTLa EU1008 | 4 ¢/C A MITa/MTLa
SC5314 1 c/C C MTLa/MTLo

3.3.7 Statistische Auswertung

Zur weiteren statistischen Auswertung wurden zunichst Vier-Felder-Tafeln fir die

Merkmale FUR7-Genotyp und die jeweiligen Peakmuster erstellt. Danach wurde fir die

jeweilige Merkmalskombination ein exakter Test nach Fisher durchgefiithrt. Hier zeigte sich

bei einem Signifikanzniveau von a=>5 % nur fir die Merkmalskombination FUR7-Genotyp
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und Peakmuster B mit einem p-Wers von <0,001 ein signifikantes Ergebnis. Um einen Fehler

der ersten Art (Nullhypothese wird verworfen, obwohl sie wahr ist) zu vermeiden wurde eine

Bonferroni-Korrektur durchgefithrt. Das so adjustierte Signifikanzniveau o* betrdgt 1%.
Auch nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur bleibt die Korrelation von FURT-
Genotyp und Peakmuster B signifikant. Somit kann die Nullhypothese, also dass die
Merkmale FUR7-Genotyp und Peakmuster B unabhingig seien, abgelehnt werden.

Berechnet man aus der Vier-Felder-Tafel der Merkmale FUR7-Genotyp und Peakmuster B
die Teststatistik (mit der Definition das Vorliegen Peakmuster B reprisentiere einen
positiven Test) so ergibt sich hieraus eine Testsensibilitit von 100 %, mit einer Spezifitit von
65 %. Dartber hinaus liegt der negativ priadiktive Wert bei 100 % und der positiv priadiktive
Wert bei 25 %.

Tabelle 14: Vier-Felder-Tafel fiir den Zusammenhang des FURI-Genotyps und dem Vorliegen des
Peakmusters B

Genotyp Peakmuster B - | Peakmuster B - | Total
FURT ja nein

C/C 29 51 80
T/T 10 0 10
Total 39 51 90

Tabelle 15: Statistische Auswertung fir die Merkmale FURI-Genotyp und Peakmuster B

Chi-Square Tests
Value df Asymptotic Exact Exact Point
Significance Significance | Significance probability
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
Pearsons Chi-Square 14.712 1 <.001 <.001 <.001
Continuity 12.230 1 <.001
Correction
Likelihood Ratio 18.387 1 <.001 <.001 <.001
Fisher’s exact test <.001 <.001
Linear-by-Linear 14.548 1 <.001 <.001 <.001 <.000
Association
N of Valid class 90
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Tabelle 16: Vier-Felder-Tafel fiir den Zusammenhang des FURI-Genotyps und dem Vorliegen des
Peakmusters A

Genotyp Peakmuster A - | Peakmuster A - | Total
FURT ja nein

C/C 14 66 80
T/T 0 10 10
Total 14 76 90

Tabelle 17: Statistische Auswertung fiir die Merkmale FURI-Genotyp und Peakmuster A

Chi-Square Tests
Value df Asymptotic Exact Exact Point
Significance Significance | Significance probability
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
Pearsons Chi-Square 2.072 1 150 212 167
Continuity 954 1 329
Correction
Likelihood Ratio 3.604 1 .058 212 167
Fisher’s exact test 351 167
Linear-by-Linear 2.049 1 152 212 167 167
Association
N of Valid class 90

Tabelle 18: Vier-Felder-Tafel fiir den Zusammenhang des FURI-Genotyps und dem Vorliegen des
Peakmusters AC

Genotyp Peakmuster Peakmuster Total
FURT AC—ja AC - nein

C/C 1 79 80
T/T 0 10 10
Total 1 89 90




3 Ergebnisse

Tabelle 19: Statistische Auswertung fiir die Merkmale FURI-Genotyp und Peakmuster AC

Chi-Square Tests
Value df Asymptotic Exact Exact Point
Significance Significance | Significance probability
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
Pearsons Chi-Square 2.072 1 150 212 167
Continuity 954 1 329
Correction
Likelihood Ratio 3.604 1 .058 212 167
Fisher’s exact test 351 167
Linear-by-Linear 2.049 1 152 212 167 167
Association
N of Valid class 90

Tabelle 20: Vier-Felder-Tafel fiir den Zusammenhang des FUR1-Genotyps und dem Vorliegen des
Peakmusters BC

Genotyp Peakmuster BC | Peakmuster BC | Total
FURT —ja — nein

C/C 20 60 80
T/T 0 10 10
Total 20 70 90

Tabelle 21: Statistische Auswertung fiir die Merkmale FURI-Genotyp und Peakmuster BC

Chi-Square Tests
Value df Asymptotic Exact Exact Point
Significance Significance | Significance probability
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
Pearsons Chi-Square 3.214 1 .073 109 .069
Continuity 1.921 1 165
Correction
Likelihood Ratio 5.373 1 .020 .076 .069
Fisher’s exact test 109 .069
Linear-by-Linear 3.179 1 .075 109 .069 .069
Association
N of Valid class 90
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Tabelle 22: Vier-Felder-Tafel fiir den Zusammenhang des FURI-Genotyps und dem Vorliegen des

Peakmusters C

Genotyp Peakmuster C | Peakmuster C | Total
FURT —ja —nein

c/C 16 64 80
T/T 0 10 10
Total 16 74 90

Tabelle 23: Statistische Auswertung fiir die Merkmale FURI-Genotyp und Peakmuster BC

Chi-Square Tests

Value df Asymptotic Exact Exact Point

Significance Significance | Significance probability
(2-sided) (2-sided) (2-sided)

Pearsons Chi-Square 2.432 1 119 .199 126

Continuity 1.257 1 262

Correction

Likelihood Ratio 4177 1 .041 140 126

Fisher’s exact test .199 126

Linear-by-Linear 2.405 1 121 199 126 126

Association

N of Valid class 90

Tabelle 24: Zusammenfassung der Merkmalskombinationen (FURI-Genotyp mit Peakmuster) und

den resultierenden p-Werten

Peakmuster
FURT- A AC B BC C Total
Genotyp
Cc/C 14 1 29 20 16 80
T/T 0 0 10 0 0 10
p-Wert 0,351 1,000 <0,001 0,109 0,199

Bei Betrachtung der verwandtschaftlichen Nihe der Stimme in dem unten aufgefithrten

Dendrogrammen (Abbildung 8) zeigt sich kein vollstindiges Zusammenclustern der

jeweiligen Peakgruppen. Allerdings zeigt sich, dass alle Stimme mit dem Peak A (Peakmuster

A und AC) im unteren, hellgriinen Ast zusammenclustern, mit Ausnahme von Stamm

EU0970, der sich im roten Ast befindet.

Betrachtet man nun die Stimme mit der Punktmutation T/T, so zeigt sich im Vergleich der
MLST-Dendrogramms und des MALDI-Dendrogramms, dass im MLST-Dendrogramm die

Stimme mit der T/ T-Mutation eine enge verwandtschaftliche Beziechung zeigen und somit
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zusammen in einem der Hauptarme des Dendrogramms zu finden sind. Im Gegensatz dazu
findet sich im MALDI-Dendrogramm keine nahe verwandtschaftliche Beziehung der
mutierten Stimme. Es konnte dariiber hinaus keine Kongruenz von den MALDI-Peak-

Gruppen mit den MLST-Kladen festgestellt werden.
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Abbildung 8: Vergleich MLST-Dendrogramm (links) und MALDI-Dendrogramm (rechts). Rot: Peak
A, Gelb: Peak B, Blau: Peak C, schwarzer Rahmen: FUR7-Genotyp T/T
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es méglich sei, C.-albicans-Stimme mittels
MALDI-TOF MS iiber das Spezieslevel hinaus zu analysieren. Dabei konnte gezeigt werden,
dass es moglich ist, mit einem optimierten Extraktionsprotokoll Spektren zu produzieren,
die sich in insgesamt drei Peaks unterschieden. Anhand dieser Peaks konnten die
untersuchten Stimme in fiinf Gruppen unterteilt werden. Peakgruppe B zeigte hierbei eine
Korrelation mit dem Vorliegen der Resistenzvariante des FUR7-Genotyps gegen 5-FC. Eine
Korrelation mit dem MTI-Locus-Genotyp konnte nicht gezeigt werden.

Zunichst wurden alle 90 C.-albicans-Stimme mittels der vom Hersteller Bruker Daltonics
empfohlenen Extraktionsmethode analysiert. Diese Methode beinhaltet die chemische Lyse
der Zellwand durch Ameisensidure. Es bestitigte sich, dass mittels dieser Methode eine
Speziesidentifikation bei durchgehend guter Validitit moglich war. Jedoch zeigten sich keine
visuellen ~ Spektren-Unterschiede. Danach  wurden  verschiedene  Schritte  der
Extraktionsmethode variiert, um zu Gberprifen, ob diese Methode noch verbessert werden
konnte. Die Variationen fihrten allerdings nicht zu einer Verbesserung der Spektren.
Danach wurde ein neues Protokoll etabliert, welches die mechanische Zerstérung der
Zellwand beinhaltete und fiir alle Stimme angewandt wurde. Mit dieser neuen Methode
zeigten sich visuelle Spektren-Unterschiede, anhand derer die verwendeten Stimme in
Gruppen eingeteilt werden konnten. Im letzten Schritt wurde der FURT750-Genotyp, als
Korrelat fiir das Vorliegen einer 5FC-Resistenz und der MTI -Locus-Genotyp als Hinweis
auf eine Azolresistenz, ermittelt und die Genotypen mit den Ergebnissen der neuen MALDI-
Methode abgeglichen. Zudem wurden die genetischen MLST-Kladen mit der neuen
Methode verglichen. Es zeigte sich keine Assoziation der MLST-Kladen oder des MTT -
Locus-Genotyps zu den neu eingeteilten Gruppen. Jedoch zeigte sich eine starke Korrelation
des FURT7;01-Genotyps mit einem bestimmten Peakmuster (Peakmuster B) und der daraus
resultierenden Gruppe. Es ist das erste Mal, dass mittels MALDI-TOF MS eine Typisierung
von C. albicans unterhalb des Spezieslevel erfolgen konnte. Zudem zeigte sich zum ersten
Mal, dass die phylogenetische Komponente einer 5SFC-Resistenz ein Korrelat im MALDI-
Spektrum aufweist.

4.1 Die MALDI-Extraktionsmethode zeigt gute Ergebnisse, jedoch

keine visuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Spektren

Die Extraktionsmethode von Bruker Daltonics zeigte durchgehend gute Ergebnisse, eine
Speziesidentifikation gelang bei 100 % der Stimme. Dieses Ergebnis ist nicht iiberraschend,
da es sich hierbei um eine bewahrte und valide Methode zur Probenpriparation handelt.
Durch die Ameisensiure wird die Zellhille angegriffen und der Zellinhalt der Analyse
zuginglich gemacht. Im Gegensatz zu Organismen mit einer komplexeren Zellhiille wie zum

Beispiel Schimmelpilzen ist die Methode fiir Hefen sehr gut anwendbar. In den grof3en
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Studien von Goyer et al. und Cassagne et al. gelang den Autoren in Bezug auf Hefen eine
Identifikation von 94 % respektive 98 % (Goyer et al. 2012; Cassagne et al. 2013). In Studien,
in denen nur C. albicans analysiert wurde, liegt die Trefferquote oft bei 100 %. Der visuelle
Vergleich durch das Ubereinanderlegen von unterschiedlichen Spektren zeigte keine
visuellen Unterschiede. Visuelle Unterschiede, wie zum Beispiel die Verschiebung von Peaks
oder die Exprimierung von Peaks bei einigen Stimmen jedoch nicht bei anderen, wurde
bisher bei C. albicans fur die Extraktionsmethode nicht beschrieben. Die gute
Deckungsgleichheit der Spektren macht es zwar einerseits sehr einfach, den Organismus zu
identifizieren. Anderseits lasst sie somit keinen Raum anhand eines so erhobenen Spektrums

zwischen verschiedenen Stimmen zu unterscheiden.

Die in diesem Teil der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse decken sich also mit den
Beobachtungen grofler anderer Studien: Die Extraktionsmethode ist reproduzierbar und
fihrt zu einer guten Speziesidentifikation. Allerdings bestitigt sich, dass die hochgradig
kongruenten Peakmuster, die zu der sehr guten Identifikation fihren, gleichzeitig bedeuten,

dass anhand ihrer nicht unterhalb des Spezieslevels unterschieden werden kann.

4.2 Durch Variationen der Extraktionsmethode kann keine

Verbesserung erzielt werden

In dem darauffolgenden Versuch wurde die Extraktionsmethode in verschiedenen
Teilschritten variiert und diese Variationen an zehn exemplarischen Stimmen getestet.
Durch die Variationen kam es zu keiner signifikanten Qualititsverbesserung der Spektren.

Es zeigten sich dartiber hinaus auch keine visuell feststellbaren Peakunterschiede.

Bei der Variation der Ameisensidure-Konzentration gelang erst ab einer Konzentration von
40 % eine Produktion von Spektren. Bei darunterliegenden Sidurekonzentrationen konnten
keine Spektren produziert werden. Anscheinend fiihrt erst eine Siurekonzentration von
mindestens 40 % zu einer ausreichenden Lyse der Zellwand mit Ausschittung des
Zellinhaltes. Es ist zu vermuten, dass die unzureichende Zerstérung der Zellwand nur zu
einer Analyse von Oberflichemolekiilen fiihrt, die nicht fir die Produktion von Spektren
ausreichend ist. Im visuellen Vergleich zeigte sich, dass die Spektrenqualitit im Schritt von
70-prozentiger auf 75-prozentiger Sdurekonzentration wieder abnahm. Die gewonnenen
Peaks zeigten also eine verminderte Intensitit. In diesem Fall ist es méglich, dass die Saure

den Zellinhalt bereits anfing anzugreifen und somit die Spektrenqualitit wieder abnahm.

In einer Studie mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde gezeigt, dass eine Behandlung der
Probe mit 25-prozentiger Ameisensiure die besten Ergebnisse erzielte (Amiri-Eliasi und
Fenselau 2001). Allerdings stammt diese Beobachtung aus den Anfangszeiten der MALDI-
Analyse fur Pilze und es erfolgte auch kein maschineller Spektrenabgleich mit einer
Datenbank. Zudem ist Saccharomyces cerevisiae zwar auch eine Hefe, aber eine andere Spezies

und somit sind die Ergebnisse nicht notwendigerweise tibertragbar.
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Durch den Einsatz von TCA im Ethanol-Waschschritt konnten keine Spektren erzielt
werden. Hier liegt die Vermutung nahe, dass die Saure fir diesen Schritt zu stark war und
damit nicht geeignet war, die Zellwand zu lysieren ohne dabei den Zellinhalt anzugreifen.
Wire die Sdure zu schwach gewesen, hitte man zumindest Spektren von niedriger Qualitit

gesehen, da man auch schon durch Schmierpriparation Spektren erhilt.

El Khéchine et al. testeten verschiedene Methoden zur Ausfillung von Proteinen an
Mykobakterien, darunter den Zusatz von Trifluoressigsdure. Auch dort zeigte die

Verwendung von Ameisensaure die besten Ergebnisse (El Khéchine et al. 2011).

Die Normierung der Probenmasse mittels McFarland-Gerits zeigte ebenfalls keine besseren
Ergebnisse als die Verwendung einer eher groben Mengeneinheit ,,eine Impfose voll®.
Solange also eine ausreichend Menge Materials fiir die Analyse zur Verfigung steht, scheint
eine gro3e Toleranz zu herrschen. In zwei Studien, die MALDI-TOF MS zur Identifikation
von Hefen benutzten, konnte auch dies bestitigt werden. Marklein et al. testeten 250
klinische Hefeisolate und benutzten hierfiir , bis zu funf Kolonien“ an Pilzmaterial. Die
Erfolgsrate der Identifikation betrug 92,5 % (Marklein et al. 2009). In der Studie von Goya
et al. wurden 335 klinische Hefeisolate getestet und hierbei nur Einzelkolonien fir die

Probenvorbereitung benutzt. Die Identifikationsrate lag bei 94 % (Goyer et al. 2012).

Auch zwischen Flussig- und Festkultur konnte kein Unterschied gezeigt werden. Da hier
jeweils intakte Zellen gewonnen und dann nach dem gleichen Protokoll verarbeitet werden,
ist dies nicht weiter verwunderlich. Die meisten Studien verwenden der Einfachheit halber
Fest- statt Flussigkulturen, denn bei Flissigkulturen mussen zunichst die Zellen durch
mehrfaches Waschen vom Medium befreit werden. Laut Bruker-Daltonics-Protokoll kénnen

beide Kulturformate verwendet werden.

Durch die Verwendung von 2,5-DHB-Matrix statt HCCA-Matrix konnten keine Spektren
erzielt werden. Dies deckt sich mit den Beobachtungen aus der Literatur, die auch keine
guten Ergebnisse mit DHB-Matrix erzielten. So ergab bei den vergleichenden Versuchen
von Amiri-Eliasi und Fenselau an Saccharomyces cerevisiae und von Qian et al. an verschiedenen
Candida-Arten die  Verwendung von 2,5-DHB-Matrix allenfalls eine schlechte
Spektrenqualitit (Amiri-Eliasi und Fenselau 2001; Qian et al. 2008). In beiden Fillen war das
Probenkollektiv klein und wurde nicht mit dem Extraktionsprotokoll bearbeitet. Grof3e

aktuelle Vergleichsstudien verwenden die HCCA-Matrix und erzielen sehr gute Ergebnisse.

Die Extraktionsmethode ist eine validierte und robuste Methode, dies konnte in zahlreichen
Studien bestitigt werden. Cassagne et al. verglichen in einer Studie vier
Probenvorbereitungsmethoden und analysierten 103 Hefeproben von 27 Spezien. Mittels
Extraktionsmethode konnten die besten Ergebnisse, nimlich eine Identifikation von 98 %

erzielt werden (Cassagne et al. 2013).
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Auch in einer groBen multizentrischen Vergleichsstudie, in der 1511 Hefeproben,
verschiedene Extraktionsmethoden und unterschiedliche Triger betrachtet wurden, zeigte
nur die Extraktionsmethode eine durchgehend ausreichende Identifikation der Isolate
(Normand et al. 2020).

Es konnte mit dieser Arbeit bestitigt werden, dass die Extraktionsmethode, wie sie von

Bruker Daltonics empfohlen wird, nicht durch Variationen der Teilschritte zu verbessern ist.

4.3  Durch eine neue Extraktionsmethode kann das Spektrum so

verbessert werden, dass Peakunterschiede sichtbar werden

Mit der Etablierung des neuen Protokolls fur die Acetonitril-Fastprep-Methode ist es
gelungen, Spektren der C.-albicans-Stimme zu produzieren, welche sich im Bereich 3700 —
3900 m/z in drei Peaks unterscheiden, die gemeinsam finf verschiedene Peakmuster
ergeben. Trotz der unterschiedlichen Peaks gelang durchgehend eine gute Identifikation auf
Spezieslevel mit Jog values tber dem Schwellenwert von 2,000. Im Unterschied zur
konventionellen Extraktionsmethode ist die Acetonitril-Fastprep-Methode auch noch zeit-
und ressourcensparend. Vermutlich fihrt die Beimischung der Glasperlen und die
anschlieBende Durchmischung durch Schitteln in der Fastprep-Maschine zu einer
mechanischen Zerstérung der Zellhillle. Der freigesetzte Zellinhalt wird nicht mehr durch
Sdure angegriffen, sondern nur durch das Acetonitril prizipitiert. Die Peaks liegen im Bereich
3700-3900 m/z, sie entsprechen also eher Molekiilen mit kleineren Massen. Die mit dieser
Methode produzierten Peaks zeichnen sich im Vergleich zur Extraktionsmethode zudem
durch eine hohere Intensitit aus. Durch Abgleich des Spektrums mit den in der Datenbank
hinterlegten Spektren gelingt weiterhin eine Speziesidentifikation. Dies bedeutet, dass trotz
der bereits genannten Peakunterschiede immer noch eine ausreichende Deckungsgleichheit
mit den Referenzspektren besteht. Auch diese Tatsache ist von Vorteil, da keine neuen
Referenzspektren in die Datenbank eingegeben werden mussen. Die Peakidentitit konnte
nicht eruiert werden. Dartber hinaus ist auch nicht klar, ob die Peaks wirklich neu sind. Es
ist auch denkbar, dass die Peaks auch vorher schon da waren, aber aufgrund der mangelnden
Intensitit nicht tiber der Nachweisgrenze lagen und im Hintergrundrauschen untergegangen

sind.

Anhand der Peaks kann man die untersuchten C.-albicans-Stimme in fiinf Gruppen nach den
Peakmustern einteilen. Es ist also méglich, mit dieser Methode C.-albicans-Stimme unterhalb
des Spezieslevels zu unterscheiden. Allerdings war es nur in geringem Mal3e moglich, einen
Zusammenhang zu den MLST-Kladen herzustellen. So gehérten alle Stimme, die nur den
Peak A exprimierten, zur Klade 4. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da MLST auf
genetischen Markern, nimlich der Sequenzierung von housekeeping genes, beruht und MALDI
TOF MS auf der Analyse des Proteoms.
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Auch andere Studien hatten bereits von Erfolgen durch die Verwendung einer

Vorbehandlung der Probe mit Perlen berichtet:

Schimmelpilze wie die Aspergillus-Arten zeigen aufgrund ihrer widerstandsfihigen Zellwand
unter der Extraktionsmethode schlechte Spektren mit nur wenigen Peaks, welche nicht fur
eine Identifikation ausreichend sind. Hettick et al. arbeiteten mit einem Protokoll mit
Zirkonium-Perlen und konnten hierdurch eine groflere Peakmenge in den untersuchten
Aspergillus-Proben darstellen. Die hieraus resultierenden Spektren zeigten im Vergleich zu
Spektren aus der Extraktionsmethode vermehrt Peaks, anhand derer zwischen den einzelnen

Arten unterschieden werden konnte (Hettick et al. 2008a).

Mit der gleichen Methode konnten Hettick et al. in einer anderen Studie auch zeigen, dass
zwischen Penicillium-Stimmen unterschieden werden kann. In jener Analyse wurden 12
Penicillinm-Arten verglichen, und anhand der neuen Spektren konnte zwischen den Arten
differenziert werden (Hettick et al. 2008b).

Auch Lau et al. verwendete eine um Zirkonia-Silicium-Petlen erweiterte Methode und
konnte eine deutliche Verbesserung der Spektren und der Identifikation von diversen
Schimmelpilzen im Vergleich zur Extraktionsmethode erreichen (Lau et al. 2013). Allerdings
benutzten Lau et al. auch eine eigens mit dieser Methode etablierte Datenbank, so dass die
verbesserte Identifikation nicht weiter verwunderlich ist. Dennoch konnte gezeigt werden,
dass die mechanische Zerstorung der Zellhille ein entscheidender Vorteil bei der

Prozessierung von Schimmelpilzen ist.

Die Identifikation von Mykobakterien ist mit einer normalen Schmierpriparation aufgrund
der robusten Zellhiille oft nicht méglich. El Khéchine et al. konnten zeigen, dass ein neues
Protokoll mit Glasperlen die Spektren insoweit verbessert, dass eine Differenzierung

zwischen verschiedenen Mykobakterien moglich wird (El Khéchine et al. 2011).

Was die Subtypisierung unterhalb des Spezieslevel angeht, ist die Forschung fiir Bakterien
fortgeschritten. So konnte gezeigt werden, dass bei normaler Schmierpriparation schon
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen sichtbar sind. Als Beispiel seien Hamophilus-
influenza-Spektren genannt, bei denen anhand zweier Biomarkerpeaks der gefihrlichere

Serotyp B von den anderen Serotypen unterschieden werden kann (Mansson et al. 2015).

Bei der Analyse von 160 Salmonella-enterica-Stimmen konnte mittels MALDI-TOF MS zwar
eine sehr gute Identifikation auf Spezieslevel gelingen, jedoch konnte zwischen dem
wichtigen Serovar typhi und den anderen Serovaren nicht unterschieden werden. Bei der
Betrachtung der erstellten Spektren und dem Ubereinandetlegen der Spektren fiel allerdings
auf, dass es drei Hauptpeaks und einige andere Nebenpeaks gibt, anhand derer das Serovar

typhi von anderen Serovaren unterschieden werden kann (Kuhns et al. 2012).

Fur Pilze verhalt es sich anders. Fur eng verwandte Arten wie den C. parapsilosis/ -metapsilosis/ -
orthopsilosis-Komplex gelingt eine Identifikation durch die Extraktionsmethode problemlos
(Bader et al. 2011). Hier scheinen also die Spektren der sehr eng verwandten Arten
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ausreichend Unterschiede darzustellen, anhand derer sie verlisslich unterschieden werden

konnen.

Dartber hinaus konnten Pulcrano et al. bei der Untersuchung von C.-parapsilosis-Proben von
einer Neugeborenen-Intensivstation in Italien zeigen, dass mittels MALDI-TOF MS und der
Extraktionsmethode nicht nur die sichere Identifikation gelang, sondern auch eine
Subtypisierung moglich war. Hierfir wurden iber vier Jahre insgesamt 19 Proben von
C. parapsilosis gesammelt und zusammen mit einer Kontrollprobe aus der Stammsammlung
analysiert. Die Analyse erfolgte mittels PGFE, MALDI-TOF MS und MLP. Mittels PFGE
war eine Unterscheidung der Stimme nicht moglich. Die MLP zeigte eine hohe
Diskriminierung und Reproduzierbarkeit. Uberraschenderweise zeigte die MALDI-TOF MS
nicht nur eine sehr gute Identifikation, sondern konnte anhand der MALDI-Daten auch ein
Dendrogramm erstellt werden, welches die Isolate in zwei Gruppen einteilte. Das
Dendrogramm teilte die Proben in Jiingere und Altere ein und zeigte eine gute

Ubereinstimmung mit dem MLP-Dendrogramm (Pulcrano et al. 2012).

Auch Dhieb et al. untersuchte die Méglichkeit, mit MALDI-TOF MS in der Analyse einen
Schritt weiterzugehen. Sie untersuchten ein Kollektiv aus 58 C.-glabrata-Stimmen. Von dem
Probenkollektiv stammten 49 Stimme entweder aus Tunis oder aus Marseille, die restlichen
Stimme stammten aus einer Stammsammlung aus unterschiedlichen Orten. Es wurden die
Stimme mittels MLP und MALDI-TOF MS (Extraktionsmethode) untersucht. Bei der
Untersuchung der Daten zeigte sich, dass die MLP die Stimme statistisch signifikant in zwei
groB3e Cluster aufteilte (Tunis und Marseille). Mit der MALDI-TOF MS gelang dies auch.
Mehr noch, die Ergebnisse waren deckungsgleich. Somit konnte gezeigt werden, dass mittels
MALDI-TOF MS auch nach geographischen Kriterien gruppiert werden kann. Ebenso wie
bei der zuvor genannten Studie mit C. parapsilosis waren MLP- und MALDI-TOF-MS-
Ergebnisse deckungsgleich (Dhieb et al. 2015b)

In einer zweiten Untersuchung hatte die gleiche Arbeitsgruppe C.-albicans-Stimme mit der
Extraktionsmethode und MALDI-TOF MS sowie MLP analysiert. Insgesamt wurden 102
Stimme aus Marseille und Tunis verwendet. Wihrend die Speziesidentifikation mit MALDI-
TOF MS sehr gute Ergebnisse erzielte, konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen den MLP-Kladen und den MALDI-Ergebnissen hergestellt werden. Dartiber
hinaus konnte aus den MALDI-Ergebnissen auch keine Differenzierung nach
geographischer Lage (Tunis oder Marseille) getroffen werden (Dhieb et al. 2015a). Wie diese
beiden Studien zeigen, kénnen selbst bei so eng verwandten Arten wie C. glabrata und C.

albicans mit der Extraktionsmethode unterschiedliche Dinge erreicht werden.

Eine Studie von 2008 zeigte Hinweise, dass das Typisieren von C.-albicans-Stimmen durch
MALDI-TOF MS méglich sei. In dem Experiment wurde nicht die Extraktionsmethode
benutzt, sondern eine Probe C. albicans wurde zunichst in Methanol fixiert und dann auf ein
MALDI-Target aufgetragen und mit Sinapinsdure als Matrix tiberdeckt. In der Studie wurden

tunf Stimme von C. albicans betrachtet und unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
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analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass ein Stamm zusitzliche Biomarkerpeaks exprimiert,
die die anderen Stimme nicht zeigten (Qian et al. 2008). Allerdings fand weder ein
Datenbanksabgleich statt noch konnte gezeigt werden, dass die Methode reproduzierbar sei.
Es liegt im Bereich des Mdéglichen, dass die Analyse des Stammes einfach besser war und
somit mehr Proteine freigesetzt wurden. Ein gréBeres Studienkollektiv wire winschenswert
gewesen. Interessanterweise lagen die unterschiedlichen Peaks in einem anderen Bereich als
in der hier vorliegenden Studie, nimlich im Bereich von 11000 — 13000 m/z. Anderseits
geben diese Experimente auch einen Hinweis darauf, dass unter einer unterschiedlichen
Priparation verschiedene Ergebnisse und visuelle Unterschiede fir C. albicans zu erzielen

sind.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es durch Etablierung der neuen Acetonitril-
Fastprep-Methode zum ersten Mal gelungen ist, fiir ein grofles Kollektiv von C.-albicans-
Stimmen visuelle Unterschiede zwischen den MALDI-Spektren zu erzielen und somit die
Stimme unterhalb des Spezieslevel zu gruppieren. Es bestitigt sich damit, dass durch die

mechanische Zerstorung der Zellhille verbesserte Spektren produziert werden kénnen.

4.4  Signifikante Korrelation des Peakmusters B mit 5FC-
Resistenzgenotyp, keine Korrelation mit MTL-Locus oder MLST-
Klade

Anhand der Ergebnisse konnten die 90 C.-albicans-Stimme in funf Peakmuster eingeteilt
werden, die allerdings nur in geringem MafBle mit den MLST-Kladen tbereinstimmten.
Dennoch bleibt festzuhalten, dass man die Stimme gruppieren kann, eventuell in so
genannte MALDI-Kladen. Im Gegensatz zur MLST ist diese Methode mit deutlich weniger
Kosten und Ressourcen durchfithrbar. Bei der Bestimmung des MTI -Locus-Genotyps und
des FURT7s01-Genotyps liel sich zunichst feststellen, dass es keine Ubereinstimmung
zwischen dem MTT -Locus-Genotyp und den Peakgruppen gab. Dafiir zeigte sich, dass alle
Stimme mit dem FUR750-Resistenzgenotyp T/ T in dert MALDI-Analyse das Peakmuster B
exprimierten. Mit einer Spezifitit von 100 % bei einer Sensitivitit von 68 % zeigte das
alleinige Votliegen des Peaks B den FUR7-Genotyp T/T an. Die Korrelation zwischen
Peakmuster B und dem Votliegen des Genotyps T/T war mit einem p-Wers von <0,001
signifikant. Dieses Peakmuster kénnte also ein spezifischer Test sein fur das Vorliegen der

Mutationsvariante. Eventuell konnte dies eine Art Resistenzpeak sein

Die 5FC-Resistenz in C. albicans ist zu grof3en Teilen auf die Klade 1 begrenzt und ist auf
einen Basenaustausch im FUR7-Gen zuriickzufithren (Dodgson et al. 2004; Pujol et al. 2004).
Die Resistenz hat demnach eine phylogenetische Komponente und kénnte somit in der
Darstellung des Proteoms durch ein MALDI-TOF-MS-Spektrum abgebildet werden.

Bei den einfacher aufgebauten Bakterien konnten bei einigen Arten schon Resistenzpeaks

oder ein Cluster an Resistenzpeaks gezeigt werden. Die Gruppe um Lau untersuchte 2014,
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ob man von einem MALDI-Spektrum auf eine Resistenz bei Klebsiella pnenmoniae gegentiber
Carbapenemen schlieBen kann. Es wurden insgesamt 38 Stimme analysiert, die bekannt
blapc-positiv oder blagpc-negativ waren. Durch das Ubereinanderlegen von Spektren von
blaxpc-positiven und blaxpc-negativen Stimmen fiel auf, dass es bei 11109 m/z einen Peak
gab, der mit blaxpc korrelierte. In allen 19 sequenzierten Stimmen mit Vorhandensein des
blaxpc-Gens war der Peak an dieser Stelle zu finden. Alle 19 sequenzierten Stimme ohne
Vortliegen des blaxpc-Gens zeigten an dieser Stelle keinen Peak. Die Ergebnisse stimmten mit
den Genomsequenzierungen tberein (Lau et al. 2014). Analog dazu konnte ein Peak bei
2415 m/z bei der Untersuchung von Staphylococcus anrens isoliert werden, der mit einer
Resistenz gegen Methicillin einherging. Bei Enterococcus faecium gibt es Cluster von jeweils finf
Peaks anhand derer auf eine Resistenz gegeniiber Vancomycin geschlossen werden kann
(Griffin et al. 2012; Josten et al. 2014; Nakano et al. 2014).

Bei Hefeisolaten ist es bisher nicht gelungen, Spektren-Unterschiede zu produzieren oder

mit der Extraktionsmethode einen oder mehrere Resistenzpeaks darzustellen.

Wie bereits in der Einleitung unter 1.4.3.6 beschrieben ist das Chromosom 5 oft von LOH
betroffen. Die hier auf dem linken Arm liegenden Gene ERG77 und T/ACT stehen im
Zusammenhang mit der Azolresistenz. Auch der sehr nah liegende MTI-Locus ist
dementsprechend von LOH betroffen und ein Anhaltspunkt von Azolresistenz (Rustad et
al. 2002).

Auf dem rechten Arm des Chromosom 5 liegt das FUR7-Gen, welches durch eine
Punktmutation zur 5FC-Resistenz fithren kann. Auch der rechte Arm des Chromosoms 5
kann von LOH betroffen sein, so dass ein eventuell vorhandenes mutiertes Allel verdoppelt
wird und so zur 5FC-Resistenz fiihrt. In einer Studie konnte auch ein Zusammenhang von

5FC-Resistenz mit dem Vorliegen eines homozygoten MTI -Locus hergestellt werden (Odds

2009).

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Chromosom-5-Allels. Die Lagebezichungen der Genloci
ERG11, MTL, TACT (alle auf dem linken Arm, oval) und FURT (rechter Arm, oval) werden dargestellt.

Kreis: Zentromet.

4.5 Limitationen und Ausblicke

Bei der vorliegenden Studie ist die Limitation der Stichprobenmenge und -verteilung zu
nennen. So wurden insgesamt 90 unterschiedliche Stimme analysiert. Diese reprisentierten
zwoOlf der 19 bisher beschriebenen Kladen. Dartiber hinaus gehorten rund 50 % der

analysierten Stimme zur Klade 1. Allerdings gehéren circa 40 % aller C.-albicans-Stimme zu
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Klade 1, somit entspricht die Verteilung nicht einer massiven Uberreprisentation. AuBerdem
ist die hier untersuchte Resistenz gegen 5FC, welche durch die Punktmutation im FURT-
Gen begriindet ist, auf Klade 1 begrenzt.

In der Studie waren keine Stimme mit dem FURT7;0n-Genotyp C/T prisent, dies ist durch
einen LOH erklirbar. FURT liegt auf dem Chromosom 5, bei dem LOH sehr hiufig

vorkommt.

Leider gelang es nicht zu eruieren, fiir welches Protein die unterschiedlichen Peaks stehen,
beziehungsweise ob die Verlagerung des Peaks durch einen Aminosaureshift begrindet ist.
Emmele et al. haben Bakterien mit der MALDI untersucht und konnten bei
Peakunterschieden im Spektrum durch eine eigens entwickelte Methode die Peakidentitit
einem Aminosidureshift zuordnen (Emele et al. 2019). Eventuell wire es mittels dieser

Methode moglich, die unterschiedlichen Peakidentititen der Peaks A, B und C zu eruieren.

Um den Aminosdureshift zu entschlisseln war eine einfache Suche im Proteom nicht
ausreichend (Daten nicht gezeigt). Es wire jedoch gegebenenfalls moglich durch eine
Peptidsequenzierung zu neuen Erkenntnissen zu gelangen. Alternativ wire ein
bioinformatisches Verfahren auf dem Boden einer genomweiten Assoziationsstudie
denkbar. Hierbei wiirde man beispielsweise fiir jedes Peakmuster einen reprisentierenden
Stamm auswihlen und dann das komplette Genom sequenzieren. AnschlieBend kann man
in den genomischen Sequenzen nach SNP bezichungsweise Homozygotien suchen,

insbesondere auf Chromosom 5 in der Nahe von FURY.

Die PCR-Ergebnisse fir den MTI-Locus sind mehrfach mit gleichem Ergebnis wiederholt
worden. Jedoch erscheinen sie nicht plausibel, da zum einen die Anzahl der Homozygoten
sehr hoch ist und zum anderen kein Stamm den MTT.-Locus-Genotyp MTLa/ MTLo trug.
Beispielsweise zeigt eine Populationsstudie von Tavanti et al., dass nur bei rund 10 % der

415 untersuchten Stimme eine Homozygotie im MTI -Locus vorlag (Tavanti et al. 2005).

Um die Methode weiter zu evaluieren, witre es demnach von Vorteil, die Versuche mit einem
groBBeren Probenkollektiv durchzufithren, welches alle MLST-Kladen reprisentiert. Diese
Stimme konnte man zuvor auch einer Resistenzpriifung mit allen gingigen Antimykotika
unterziehen oder beispielsweise direkt auf Mutationen im ERG77-Gen untersuchen. Danach
konnten eventuell auch Zusammenhinge mit anderen Resistenzen und den Peakmustern im
MALDI-Spektrum hergestellt werden.

Zudem konnte bei einem oder mehreren Stimmen mit dem FURT750-Genotyp C/T die

Spektren evaluiert werden.

Interessant ist dartiber hinaus auch, ob diese Methode bei anderen Candida-Arten wie zum

Beispiel dem eng verwandten C. dubliensis zu visuell sichtbaren Peakunterschieden im
MALDI-Spektrum fiihrt.
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Zum ersten Mal ist es gelungen mittels MALDI-TOF MS fiir eine groe Kohorte von C.-
albicans-Stimmen reproduzierbare, visuelle Peakunterschiede zu produzieren. Eventuell
koénnte man also hiermit Ausbriiche verfolgen und aufarbeiten. Zudem lisst sich noch sagen,
dass die Methode im Vergleich zur Extraktionsmethode weniger zeitintensiv ist. Wire es
moglich, mittels dieser hier angewandten Methode zu typisieren, wire es auch wesentlich
schneller, gunstiger und weniger personalintensiv als das Typisieren mittels MLST

beziehungsweise MLP.
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5 Zusammenfassung

C. albicans ist ein weit verbreiteter, fakultativ pathogener Keim. Der GroBteil der C.-albicans-
Infektionen ist lokal und oberflichlich begrenzt, im Falle eines immunkompromittierten

Patienten kann es jedoch zu lebensgefihrlichen, systemischen Infektionen kommen.

Durch den Einsatz von multi locus sequence typing ist es moglich, C.-albicans-Stimme weiter zu
gruppieren. Bei dieser Methode werden mittels festgelegter Gensequenzen verschiedene
Sequenztypen gebildet, anhand derer sich verschiedene Stimme nach Kladen aufteilen

lassen. Insgesamt kénnen 19 Kladen unterschieden werden.

Obwohl die Vermehrung von C. albicans zumeist klonal abliuft, gibt es eine Art von
Fortpflanzung, welche aufgrund ihrer nicht vollstindigen meiotischen Teilung auch Parasex
genannt wird. Dem Mechanismus liegt eine Homozygotie im MTI-Locus zugrunde. Eine
Homozygotie im MTI -Locus kann mit einer verringerten Suszeptibilitit gegeniiber Azolen

einhergehen.

Zur Behandlung von invasiven Mykosen stehen unter anderem als Antimykotika Flucytosin
und Azole zur Verfiigung. Der Resistenzmechanismus gegen Flucytosin ist in einem
Basenaustausch im FUR7-Gen begriindet und ist auf die MLST-Klade 1 beschrinkt. Bei den
Azolen gibt es verschiedene Resistenzmechanismen, von denen einer auf dem gleichen

Chromosomenarm wie das FUR7-Gen und der MT1 -L.ocus lokalisiert ist.

MALDI-TOF MS ist eine schnelle und genaue Methode der Speziesbestimmung in der
Mikrobiologie. Fur C. albicans ist mittels einer Extraktionsmethode die Speziesbestimmung
auf sehr hohem Level etabliert. Eine weitere Unterscheidung anhand der Spektren in Bezug

auf Gruppierungen oder Resistenzstatus ist jedoch bisher nicht beschrieben.

Fir die vorliegende Arbeit wurde zunichst der MTI.-Locus-Genotyp durch PCR und
Gelelektrophorese  sowie der FURT7;01-Genotyp durch PCR und anschlieBende
Sequenzierung erhoben. Im Anschluss wurde die Extraktionsmethode variiert, um zu
untersuchen, ob sich die Massenspektren verindern beziehungsweise verbessern lieBen. Als
dies nicht gelang, wurde ein neues Protokoll etabliert, bei dem die Probe mittels
mechanischer Kraft durch Vermischung mit Glasperlen bearbeitet wurde. Hierdurch gelang
es zwischen den verschiedenen Stimmen Spektrenunterschiede sichtbar zu machen. Dies
gelang bei weiterhin guter Speziesidentifkation. Insgesamt konnten drei Peaks dargestellt
werden, deren Vorhandensein sich je nach Stamm unterschied. Anhand der Unterschiede

konnten die Stimme in finf Gruppen eingeteilt werden.

Zusitzlich zu dieser Méglichkeit, C.-albicans-Stimme anhand von charakteristischen Peaks
im MALDI-Spektrum zu gruppieren, zeigte sich eine starke Korrelation eines Peaks mit dem
Vortliegen der genetischen Resistenzvariante fur Flucytosin. Eine Korrelation zu den MLST-
Kladen oder dem MTI -Locus-Genotyp bestand nicht.
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Mit dieser neuen Methode ist es zum ersten Mal gelungen, mit der MALDI-TOF MS C.
albicans iber das Spezieslevel hinaus einzuteilen. Zudem konnte das erste Mal ein Rickschluss
von einem MALDI-Spektrum auf den Resistenzstatus eines Stammes gegeniiber einem

Antimykotikum gezogen werden.
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