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1. Einleitung

1.1 Historisches'

Die erste Beobachtung Uber das Vorkommen von Aspergillen im Ohr wurde 1844
von Dr. Mayer in Bonn gemacht. Aus dem Gehorgang eines achtjahrigen Madchens
isolierte er Pilzmassen, welche einem Aspergillus fumigatus zugeschrieben wurden.
In der zweiten Publikation Uber Ohrpilze beschrieb Pacini 1851 den ersten Fall von
einem Aspergillus niger.

Dr. Kramer beschrieb 1859 in Zlrich ausfuhrlich einen im menschlichen Ohr gefun-

denen Aspergillus niger, den er Sterigmatocystis antacustica bezeichnete.

Im Jahre 1868 erschien die erste bedeutende Arbeit Uber Otomykosen von Wreden:
Sur une nouvelle forme de maladie. Er nannte die Krankheit Myringomycosis asper-
gillina. Als Hauptbedingungen machte er Sporen aus der Luft und eine mikroskopisch
vorgeschadigte Oberhaut verantwortlich. Wreden beobachtete Trommelfellperforati-
onen, Pilze in der Paukenhdhle, betrachtete Aspergillen als echte Parasiten und
empfahl neben unterchlorigen Losungen Chlorwasser, das Eintraufeln von Ol und

Einbringen von Speck. Alkohol hielt er fur unwirksam.

1868 sprach sich Weber-Liel daflr aus, dass das Wachstum der Ohraspergillen an-
fanglich saprophytisch, dann parasitar werdend sei. Weiters meinte er, dass anorma-
le Sekretionsverhaltnisse des aulderen Gehodrgangs einen gunstigen Boden fur die
Conidien lieferen. Steudener widerlegte 1870 die Behauptung Uber die parasitare
Natur der Ohrpilze, letztere seien vielmehr Saprophyten.

Wreden war 1873 nach wie vor von der parasitaren Erkrankungsform Uberzeugt. Eit-
rige Ohrenentzindungen schlossen Pilzwucherungen aus, abgelaufene begunstigten
sie.

Bezold flhrte ebenso im Jahre 1873 in seinem Buch ,Zur Entstehung von Pilzbildung
im Ohr* Hauptbedingungen wie Anwesenheit von Ol im Gehdrgang an und halt die
Otomykose als saprophytar beginnend, dann parasitar werdend. Vor allem deshalb
keine reine saprophytare Besiedelung, weil ein festes Anhaften, die Schwellung, R6-

tung, die Pilzdurchsetzung der abgestol3enen Haute, die immer wieder auftretenden
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Rezidive trotz sorgfaltiger Reinigung eher fir ein parasitares Wachstum sprachen.
Zwei Jahre spater (1875) empfiehlt Bezold ,die Salicylsaure in der Ohrenheilkunde®.
Burnett beschrieb 1879 einen Pfropf mit Ahnlichkeit zu nassem Zeitungspapier. Ek-
zeme sollen nicht mit Olen behandelt werden, da diese einen Nahrboden fiir Asper-
gillen bieten. Mechanische Reizung des Meatus, Unreinlichkeit, Entfernung des Ce-
rumeniberzugs durch Herauskratzen, Ausseifen, Baden, ferner Ubertragung der Af-
fektion von Ohr zu Ohr mittels chirurgischer Instrumente; Watte machte er fur eine
Otomykose verantwortlich.

1880 ging Bezold von einer Ohrmykosenpravalenz von 1:65 aus. Er referierte Uber
48 Falle, 19 davon waren symptomlos mit zufalligem Pilzbefund, in den Ubrigen 29

Fallen war die Otomykose mit Entzindungsvorgangen kompliziert.

Eines der wertvollsten Werke tUber Otomykosen wurde 1883 von Siebenmann verof-
fentlicht. Sein Buch ,Die Fadenpilze — A. flavus, niger und fumigatus, Eurotium re-
pens u. A. glaucus und ihre Beziehungen zur Otomycosis aspergillina“ lieferte wert-
volle Informationen Uber die Pilz assoziierten physiologischen und pathophysiologi-
schen Vorgange im aulReren Gehodrgang, welche sich auf seine durchgeflhrten Ver-
suche stiitzten, und bot zusatzlich einen umfassenden Uberblick sowie Ergdnzungen
der vor ihm veroffentlichten Literatur.

Er ging bereits vom Vorhandensein einer primaren Grunderkrankung, wie einer Mit-
telohrentziindung, als Ursache fir eine Otomykose aus. Denn zwei von den drei
Hauptbedingungen Siebenmanns zum Entstehen und Gedeihen einer Aspergillusve-
getation, wie ein freier Lufteintritt und Warme (20-40°C) waren im Gehodrgang bereits
vorhanden. Die dritte Hauptbedingung, das notwendige Substrat (Nahrboden), kann
im normalen Gehdérgang nur in besonderen Fallen (,anormale Zustande des Ohres®)
zu finden sein.

Voraussetzung ware die Absonderung einer Uber mehrere Tage nicht faulenden,
bakterienfreien, dinnen und freien Serumschicht (seroses Sekret), da ein begleiten-
der dinn serdser Ausfluss in seinen Otomykosenfallen haufig vorkam. Als gunstigste
und erste mogliche Nahrungsquelle gilt fur ihn das Serum. Eiter wirke dem Wachs-
tum entgegen (schnell zersetzend, alkalische Reaktion). Dem Cerumen werden
ebenso pilzfeindliche Eigenschaften zugeschrieben.

Er beschrieb einen Circulus vitiosus: Aspergillus steigert die Entzindung und diese

liefert durch Produktion von Serum dem Aspergillus wieder kraftigere Nahrung.

Aspergillus niger in Otomykosen 2



Plizbeglinstigend ist alles, was eine eitrige Otorrhoe in eine serdse umwandeln kann,
die Masse des Sekrets vermindert und dessen Zersetzung aufhalt. Siebenmann eror-
terte die Behandlung mit Adstringentien und Desinfizientien und warnt vor dem
Gebrauch von Tannin- Zinksolutinen und Glycerin. Ol wird nicht als Nahrungsquelle
gesehen, sondern scheint viel mehr die fermentative Wirkung des Aspergillus zu er-
hohen.

Weiters war bekannt, dass akute Dermatiden durch Beriihrung mit Ol, Lésungen und
Fette entstehen kdnnen, wenn sie schon bestehend waren aber auch dadurch ver-
schlimmert werden konnten. Die Epidermis, so meinte er, konnte dann durch diese
Medikamente viel leichter exfolieren und dadurch eher eine serése Sekretion eintre-
ten.

Zuckergehalt des Blutserums halt er noch fur keinen wesentlichen Belang, da die
Pilze auf zuckerhaltiger Platte nicht besser gewachsen sind.

Den Lieblingssitz der Pilzmembran beschrieb er als das Trommelfell und das innere
Drittel des Meatus acusticus externus. Die Aspergillen waren fur Siebenmann im
Corium (A. niger, A. flavus) und der Epidermis (A. fumigatus) aufzufinden.

Er konnte keine Invasion der gesunden Epidermis auf Kochscher Platte beobachten
(Mycel greift nicht durch die Epidermis hindurch in die Tiefe), war sich sicher, dass
keine Invasion stattfindet unabhangig, ob parasitar wachsend oder nicht. Sprach vom
Festsetzen des Pilzes in der Haut.

Als Therapie der Otomykose empfahl er Salicylalkohol 4%ig in Form von Ohrbadern.
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1.2 Was sind Otomykosen?

Der Begriff Otomykose wird hauptsachlich verwendet, um pilzbedingte superfizielle
Infektionen des aulleren Ohres, inklusive der Ohrmuschel, des aulieren Gehor-
gangs, des Trommelfells und des Mittelohres und gegebenenfalls postoperativer
Hohlen der Ohren zu beschreiben.?*? Die bésartige, invasive, nekrotisierende Otitis
externa ist eine Infektion des aulleren Gehdrgangs, welche in der Lage ist, in die
Schadelbasis und die Zellen des Mastoids einzudringen. Andere Synonyme sind
pilzbedingte Otitis externa, Pilzotitis, Otitis externa maligna oder infektidse Otitis ex-

terna.?

Die Arten, die eine Pilzinfektion auslésen konnen, umfassen Schimmelpilze, Spross-
pilze und gelegentlich Dermatophyten. Aspergillen und Candida Species werden in
der Literatur am haufigsten als Ausldser einer pilzbedingten Otitis externa erwahnt.
Andere Gattungen wie Mucor, Fusarium, Scedosporium, Hendersonula, Rhodotorula
und Cryptococcus dafiir sehr selten.?*®

Im gesunden Gehorgang sind Schimmelpilze und Sprosspilze auch Teil der norma-
len Flora. Hingegen gehoren die hier isolierten Pilze zum Groldteil zur Penicillium
spp. und der Anteil an Aspergillus spp. und Candida spp. ist in gesunden Gehdrgan-
gen sehr niedrig.?’

Vorherrschende Schimmelpilze sind Aspergillus niger, Asperqillus fumigatus, Asper-
gillus flavus. Candida parapsilosis ist der vorherrschende Sprosspilz. Diese Vorherr-
schaft von thermophilen Aspergillen und Candida spp. ist eng verbunden mit dem
entziindlichen Prozess im Ohr.?

Trichophyton spp, sehr selten Microsporum spp, und Epidermophyton floccosum

kénnen als Dermatophytosen des duBeren Ohres im Gehdrgang auftauchen.?®"

Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle fur die Heilung und den Ablauf einer

Otomykose.?
Immunkompetente Patienten zeigen fir gewdhnlich superfizielle Pilzinfektionen und

eine chronische Kolonisation des Gehorgangsepithels und/oder eines Cholestea-

toms. Pilze I6sen eine akute und chronische, nicht invasive (Kolonisation) Otitis ex-
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terna aus. Der aulRere Gehorgang ist am oftesten betroffen. Das Trommelfell und der

Mittelohrraum sind selten involviert.?'#®

Einer pilzbedingten Otitis externa gehen generell verschiedenste pradisponierende
Faktoren voraus, wodurch der Pilz den notigen Nahrboden bekommt.

Ursachen fur eine Besiedelung mit Pilzen sind Erkrankungen wie eine chronische
Otitis media (mit oder ohne Cholesteatom) mit Perforation des Trommelfells und
Otorrhoe, akute bakterielle Otitis media mit Otorrhoe, Gehdrgangsexostosen und
Gehorgangsekzemen. Primar scheint eine standige Sekretion bei Patienten mit Otitis
media chronica die Gehdrgangshaut zu mazerieren, die protektive Funktion von Ce-
rumen und der Haut zu zerstoren und eine Kolonisation von Pilzen im Ohr zu be-
gunstigen. Aber auch Traumata nach Anwendung von Wattestabchen, Horgeraten
oder Fingernageln flihren zu einer Irritation der Haut des Gehoérgangs und zu einer
Zerstdrung der schiitzenden Barriere der Haut und des Cerumens.?

Zusatzlich scheinen Faktoren, wie eine vorangegangene Behandlung mit Antibiotiaka

und/oder Steroiden, erhdhte Luftfeuchtigkeit, Hitze, Schwimmen in &ffentlichen

Schwimmbadern und sogar das Tragen traditioneller Kopfbekleidung, eine Rolle in
2,3,17,19-31

der Kolonisation von Pilzen zu spielen.

Abbildung 1: Otomykose durch Aspergillus niger

Die Betroffenen berichten zumeist von Ohrenschmerzen, Juckreiz, Sekretion und
Horverlust. Hinzu kénnen sich weilder oder farbloser Ausfluss mit Perforation des
Trommelfells, Odem, Erythem des Gehérgangsepithels und des Trommelfells und
weilRe, wollahnliche oder schmierige Debris gesellen.?'"'8

Eine durch Aspergillus niger ausgeloste Otomykose kann zusatzlich schwarze,

braunliche oder grauschwarze Debris/Massen/Conidophoren zeigen.??*
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22829 nd ist auf die

Im Normalfall bleibt die ,Infektion“ eine superfizielle Infektion
Haut des Gehdrgangs bzw. die Schleimhaut des Mittelohrraums limitiert.

Immunkompetente Personen werden saprophytir besiedelt.>® Eine generalisierte
Infektion mit Schimmelpilzen kann im Gegensatz zu Bakterien und Hefepilzen nur
maoglich sein, wenn das Trommelfell perforiert ist. Doch selbst wenn diese Situation
bei einem Immunkompetenten langerfristig auftritt, kommt eine Infektion sehr selten

zustande.?

Eine malgine Otitis externa kann sich vor allem bei Patienten entwickeln, die unter
Diabetes mellitus leiden und bei Patienten unter Immunsuppression.?®? Neben
Pseudomonas aeruginosa, dem Haupterreger dieser Erkrankung, sind auch Pilze in
der Lage solch ein klinisches Bild auszuldsen.*

Invasive Formen einer Otomykose konnen sich im Mittelohr, seltener im Innenohr
und der Schadelbasis entwickeln. Dies kann eine Meningitis, eine Invasion der
Schleimhautzellen des Mastoids (Mastoiditis) oder Osteolyse zur Folge haben.? Der
gerotete Gehdrgangskanal zeigt klinische Zeichen einer pilzbedingten malignen Otitis
externa.’>® Diese Patienten leiden unter intensiven Ohrenschmerzen, permaneter
Sekretion aus dem Ohr, Horverlust und Ubelkeit. Eine progressive Verschlechterung

kann zu einer Facialisparese, Gleichgewichtsstérungen und Taubheit fiihren.???

1.3 Anatomie und Histologie des duBeren Gehodrgangs®

Der auRere Gehorgang, Meatus acusticus externus, zahlt anatomisch zum AulRenohr
(Auris externa) und ist ein wesentlicher Bestandteil des Aufnahme- und Leitungsor-

gans fur die Schallwellen zum Trommelfell.

Haut der Ohrmuschel

Sie ist dunn und fettarm. Sie enthalt Schweil3- und Talgdrisen und ist besonders an
der Aulenflache fest mit dem Perichondrium des Knorpelgerists verbunden. Am
Eingang zum aulleren Gehdrgang finden wir Schutzhaare (Tragi), besonders bei al-

teren Menschen.
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AuBerer Gehdrgang (Meatus acusticus externus)

Der Meatus acusticus externus, ein ca. 3,5 cm langer, s-formiger Gang zum Trom-
melfell, verstarkt durch seine Form und sein Resonanzverhalten die von der Ohrmu-
schel kommenden Luftschwingungen in den Frequenzen der menschlichen Sprache.
Beim Erwachsenen besteht er im lateralen Drittel aus Knorpel, in den medialen zwei
Dritteln aus Knochen. Im Alter von funf bis sechs Jahren sind beide Teile gleich lang.
Beim einjahrigen Kind ist nur ein Drittel knochern.

Der knorpelige aullere Gehdrgang, Meatus acusticus externus cartilagineus, ist eine
Fortsetzung des elastischen Ohrmuschelknorpels. Durch derbes Bindegewebe ist er
mit dem knochernen Teil des Ganges verbunden und hat die Form einer verschlos-
senen Rinne.

Der knécherne aullere Gehodrgang, Meatus acusticus externus osseus, hat im Quer-
schnitt die Form einer Ellipse, deren Langsachse von hinten oben nach vorne unten

verlauft.

Topographie/Wande

Boden/Vorderwand werden durch die Pars tympanica ossis temporalis gebildet.
Kaudal des Bodens liegen Ohrspeicheldrise und M. sternocleidomastoideus. Die
dinne Vorderwand liegt der Kiefergelenkpfanne (Fossa mandibularis) an. Die Hin-
terwand wird von der Pars petrosa (Ossis temporalis) gebildet und das Dach stellt die

Pars squamosa des Schlafenbeins (Os temporale) dar.

Haut

Sie ist eine Fortsetzung der duReren Haut und besitzt wie diese ein geschichtetes
verhorntes Plattenepithel, Talgdrusen und Haare, die gegen den knochernen Tell
sparlicher werden und schliel3lich fehlen. Ohrschmalzdrisen (Glandulae cerumino-
sae et sebaceae) sind groRRlumige, apokrine, tubulése Knaueldrisen, liegen in der
Subcutis, munden bei Kindern in die Haarbalglichtung, bei Erwachsenen neben den
Haarbalgen, produzieren Talg, den Hauptbestandteil des Ohrenschmalzes (Ceru-
men), das zusatzlich abgeschilferte Epidermisschuppen, Bitterstoffe und Pigmente
enthalt. Cerumen hat die Aufgabe, kleine Fremdkdorper zum Abtransport einzuhullen,

es ist also kein Schmutz, der standig entfernt werden musste.
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Trommelfell (Membrana tympanica)
Das Trommelfell ist eine sehnige Haut zwischen auflerem Gehodrgang und Pauken-

héhle mit dreischichtigem Bau, sie ist die Grenze zwischen auferem und mittlerem
Ohr.
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1.4 Biologie der Pilze*!"*?

1.4.1 Klassifikation und Nomenklatur

Pilze sind heterotrophe, aerobe, niedere Eukaryonten, welche sich durch Ausschei-
den von Enzymen und Aufnahme gel6ster Substanzen ernahren.

Die wissenschaftlich exakte Einteilung und Benennung von Pilzen erfolgt nach Re-
geln der Botanik. Sie bilden neben Tieren und Pflanzen ein eigenstandiges Reich
(Fungi), zu dem sowohl Einzeller als auch Vielzeller gehéren. Sie sind enger mit den
Tieren als mit den Pflanzen verwandt.

Echte Pilze (Eumyzeten) sind solche, die Chitin in ihrer Zellwand haben. Die human-

und tierpathogenen Pilze gehdren ausschliel3lich zu den echten Pilzen.

Zur Einteilung der echten Pilze dient die Art der Fortpflanzung, die in der Bildung se-
xueller (telemorph) und asexueller (anamorph) Vermehrungsformen (Sporen) und
Fruchtkorper sichtbar wird.

Anhand morphologischer Kriterien der geschlechtlichen (teleomorphen) Formen, wie
beispielsweise das Basidium (Stander) oder der Ascus (Schlauch), wird unterschie-
den.

Leider ist bei vielen Pilzen noch keine Geschlechtsform bekannt. Pilze, die sexuelle
Sporen bilden, werden als Fungi perfecti zusammengefasst, wohingegen Pilze, von
denen bisher nur asexuelle Sporen bekannt sind, dem klinstlichen System der Fungi
imperfecti (heterogene Gruppe der Deuteromyceten) untergeordnet sind. In der Me-
dizin dienen derzeit meist noch die anamorphen Strukturmerkmale zur Namensge-

bung.

Pathogene Pilze stammen zum Groldteil aus der Gruppe der Deuteromyceten, da
von den meisten keine telemorphe Form bekannt ist.

Heute werden zur ldentifizierung von Pilzen zusatzlich molekularbiologische Metho-
den eingesetzt, um die genetischen Verwandtschaftsgrade zu ermitteln und sie in ein

phylogenetisches System einzuordnen.
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Tabelle 1: Einteilung der Pilze nach botanischen Kriterien

Echte Pilze (Eumyzeten): chitinhaltig

Niedere Pilze

Zygomycota (= Jochpilze)

Mucor, Absidia, Apophysomyces,
Rhizopus, Rhizomucor, Cunning-

hamella, Saksenaea

Hohere Pilze

Chytridiomycota

Batrachochytrium dendrobatidis

Ascomycota (= Schlauchpilze)

Saccharomyces, Ajellomyces, Neosar-
torya, Arthroderma, Pneumocystis, Mor-
chella, Tuber (Truffel)

Basidiomyota (= Standerpilze)

Boletus edulis, Agaricus, Amanita,

Ustilago, Cryptococcus

Deuteromycota (= fungi imperfecti)

Candida albicans, Trichosporon,
Epidermophyton, Coccidioides,
Alternaria, Trichophyton, Microsporum,
Histoplasma, Aspergillus, Penicillium,

Geotrichum

Nach ihrem Wachstum kdnnen zwei verschiedene Pilzgruppen unterschieden wer-

den:

A) Fadenartige (filamentdse) Zellen bilden Zellfaden (Hyphen), die sich verzwei-

gen und in ihrer Gesamtheit als Myzel (echtes Myzel) bezeichnet werden. Das

Myzel dient wie ein Rohrensystem dem Stoffaustausch. Die Hyphen sind

durch Zwischenwande (Septen) unterteilt (septiert) oder unseptiert. Pilze, die

durch ein Geflecht von Hyphen (Myzel, Luftmyzel) charakterisiert sind und

flauschig-wollige, gipsige oder lederartige Kolonien bilden, werden als Faden-

pilze (engl. molds, Schimmelpilze und Dermatophyten) bezeichnet.

B) Abgerundete sprossende Zellen gehen aus dem Prozess der Sprossung her-

vor, wobei Anteile vom Zytoplasma mit Zellkern als Tochterzellen von der Mut-

terzelle abgeschnurt werden. Die Sprosszellen kdnnen als Einzelzellen oder

als Zellverband (Pseudohyphen, Pseudomyzel) den Vegetationskorper von

Hefen bilden.

Aspergillus niger in Otomykosen
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1.4.2 D-H-S-System: Einteilung medizinisch wichtiger Pilze

Fur praktische Zwecke, vor allem in der Medizin, ist die botanische Einteilung wenig
geeignet. Obwohl sie bei den Botanikern sehr unbeliebt ist, hat sich hier, vor allem im
deutschsprachigen Raum, die Einteilung der medizinisch relevanten Pilze nach dem
D (Dermatophyten) - H (Hefepilze) - S (Schimmelpilze) - System bewahrt. Aus der
Zugehorigkeit zu einer dieser Gruppen kénnen bereits wichtige Schlussfolgerungen
fur die Atiologie, Therapie und Epidemiologie abgeleitet werden.

Eine Sonderstellung nimmt die dimorphe oder biphasische Pilzgruppe ein, welche
sich temperaturabhangig bzw. gewebsabhangig einem Gestaltwechsel (Dimorphis-
mus) unterziehen kann. Im weiteren Sinne trifft der Begriff dimorph fur alle Pilzarten

zu, die aus einer Hefeform in eine Fadenform (Hyphen) Gbergehen kdnnen.
Ebenso beliebt ist die Gruppierung der Pilze nach ihrem pathogenetischen Verhalten:

Pathogene Pilze sind Pilze, die im Wirt, auch ohne besondere Pradisposition, Krank-

heiten ausldsen und nicht zur Normalflora gehoren.

Opportunistische Pilze (fakultativ pathogene Pilze) sind Pilze, die gewdhnlich als
Saprophyten im Wirt bzw. in der AulRenwelt vorkommen, sich jedoch unter bestimm-
ten pradisponierenden Umstanden im Wirt so stark vermehren, dass sie Krankheiten

auslosen.

Apathogene Pilze sind Pilze, die im mykosedisponierten Wirt im Allgemeinen keine

Krankheit hervorrufen.

Jedoch ist zu bedenken, dass die Bezeichnungen pathogen und apathogen nicht
ohne Ausnahmen gelten und dass selbst pathogene Pilze mit hoher Virulenz oft erst
dann eine Mykose auslosen, wenn der Wirt vorgeschadigt, d. h. disponiert ist. Doch

sind opportunistische Pilze durchaus keine harmlosen Mikroorganismen.
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Schimmelpilze stellen keine systematisch abgegrenzte und exakt definierte Pilzgrup-
pe dar. Sie fallen durch raschwuchsige Fadenpilzkolonien mit meist kraftiger Farbge-
bung und massenhafter Bildung asexueller Sporen im Vergleich zu Dermatophyten
auf. Die als opportunistische Krankheitserreger und als Kontaminanten interessie-
renden Schimmelpilze gehdren zu den Zygomycotina, Ascomycotina, und Deutero-
mycotina. Medizinisch bedeutsam sind Mucorales, Aspergillus-Arten (A. fumigatus,
A. flavus, A. niger), Scopolariopsis brevicaulis und weitere Schimmelpilzarten.

1.4.3 Aufbau der Pilzzelle

Pilze besitzen im Gegensatz zu den prokaryontischen Bakterien einen Zellkern, der
mit einer Kernmembran vom Zytoplasma abgetrennt ist, sowie mehrere Chromoso-

men, welche in haploider oder in diploider Form vorkommen konnen.

Zytoplasma
Im Zytoplasma der Pilzzellen werden verschiedene Zellorganellen gefunden, welche
Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zu anderen Pflanzen und Lebewesen

aufweisen:

Es beinhaltet die Ribosomen im endoplasmatischen Retikulum. In die ribosomalen
Proteine eingehillt sind lange RNS-Strange, die bei allen eukaryontischen Zellen
konserviert sind. Darin gibt es auch Abschnitte, die nur bei Pilzen und zwar bei allen
Pilzen gleichermalien vorkommen. Neben diesen semikonservierten Strecken gibt es
noch einzelne hochvariable Strecken, die jeweils flr eine bestimmte Pilzart oder
Pilzgruppe charakteristisch sind. Diese Besonderheiten kdonnen fur die genetische

Bestimmung von Isolaten genutzt werden.

Die Mitochondrien sind vergleichbar mit anderen Lebewesen. Pilzzellen sind nicht
unbedingt auf die Funktionstuchtigkeit von Mitochondrien angewiesen, denn bei aus-
reichender Versorgung mit Glucose kdnnen sie durch Glycolyse alleine genugend
Energie schaffen. Fir die oxidative Phosphorylierung von Substraten sind sie jedoch

unabdingbar.
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Pilze besitzen keine Chloroplasten und produzieren kein Chlorophyll. Fir die Verwer-
tung von Fettsauren besitzen sie Peroxisomen. Die meisten Pilzzellen besitzen wie
Pflanzenzellen eine oder mehrere grol3e flussigkeitsgefullte Vakuolen, welche hydro-
lytische Enzyme enthalten.

Auch Golgi-Vesikel sind in Pilzen vorhanden. Dort wird z. B. die Chitinsynthease in
eine Vesikelwand verpackt und in die Zellwand transportiert.

Pilzzellen haben auch ein inneres Zytoskelett. Lange Proteinzylinder, die Mikrotubuli,

durchziehen das Zytoplasma und dienen zur intrazellularen Motilitat von Organellen.

Zytoplasmatische Membran

Ein ganz wesentlicher Unterschied zwischen einer Pilzzelle und anderen Eukaryon-
ten liegt im chemischen Aufbau der zytoplasmatischen Membran, einer Lipiddoppel-
schicht. Anstelle von Cholesterin, wie bei menschlichen und tierischen Zellen (blich,
wird hier Ergosterol als haufigster FettkOrper eingebaut und bietet einen selektiven
Angriffspunkt fur Chemotherapeutika.

Die zytoplasmatische Membran ist Sitz vieler wichtiger Enzyme und Rezeptoren.

Zellwand

Ein weiteres Charaktermerkmal der Pilzzellen ist das Vorhandensein einer starren
Zellwand, ahnlich zu den Bakterien aber mit unterschiedlicher Textur. Bei Pilzen
kommt kein Peptidoglykan vor. Vielmehr besteht die Zellwand bei Pilzen zu 90% aus
Polysacchariden, namlich Glukanen, Mannanen und bei allen echten Pilzen auch
Chitin. Dieses wabige, dreidimensionale Stutzskelett ist ausgefacht mit Fulimaterial
ahnlich wie ein Patchwork, also nicht ganz regelmafig. Als Fullmaterial dienen Poly-
mere aus Mannose.

Die eigentliche Rolle dieser rigiden Zellwand ist die Reilfestigkeit. Wenn diese Hulle
nicht mehr stabil ist, so quillt die Pilzzelle und platzt schlussendlich.

Einige der modernen Antimykotika wie die Echinocandine (Caspofungin) greifen in

die Zellwandsynthese ein.
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1.4.4 Physiologie

Die Vermehrung der Pilze ist von Licht, Sauerstoff, pH-Wert, Nahrstoffangebot und

der Temperatur abhangig.

Eisen ist ein essentieller Wuchsstoff flr Pilze. Zwei Mdglichkeiten bestehen sich da-
mit anzureichern. Zum einen wird mittels Ferroreductasen Fe®* zu Fe® reduziert,
welches sich dann von seinem Trager, dem Transferrin, 16sen kann. Zum anderen
bilden Pilze Siderophore (gr. Eisentrager), welche eine hohere Affinitat zu Eisen be-
sitzen als Transferrin. Die beladenen Siderophore werden dann durch spezielle
Transportmechanismen aufgenommen. Gelegentlich kénnen Pilze von anderen Mik-

roorganismen deren beladene Eisentrager Ubernehmen.
Enolase, ein Enzym, das vor allem in der Glycolyse wirksam ist, kommt im Zytoplas-
ma und in der Zellwand vor. In der Zellwand ist es auch eines der starksten Antigene,

ein immunogenes Protein.

Von vielen Sprosspilzen ist die Produktion von Athanol aus Glukose bekannt (alkoho-

lische Garung).
Schimmelpilze kénnen unter bestimmten Wachstumsbedingungen andere sekundare
Metaboliten synthetisieren. Flir Mensch und Tier wirken diese Stoffe (Mykotoxine)

toxisch.

Manche Pilze bilden Farbstoffe, wie Carotinoide, Naphtochinone oder Melanin, um

besser in widrigen Umweltverhaltnissen Uberleben zu kénnen.
Killertoxine kdbnnen sezerniert werden, um andere Arten zu zerstoren.

Ahnlich dazu werden Antibiotika produziert, wodurch Bakterienkonkurrenz ausge-

schalten wird.

Praktisch alle pathogenen Pilze bilden Prostaglandine und Leukotriene.
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1.4.5 Lebensbedingungen und Lebensweise medizinisch

wichtiger Pilze

Drei Ernahrungsméglichkeiten stehen den Pilzen in der Natur zur Verfigung:*®

e Saprophytismus: Aufschluss abgestorbener Organismen oder auch nur Teile
von ihnen in Form von saprotropher Ernahrung.

e Parasitismus: Befall gesunder oder z. B. durch Stress vorgeschadigter Lebe-
wesen und Entnahme des Bendétigten aus dem lebenden Wirtsgewebe in
Form biotropher Ernahrung.

e Symbiose: Anschluss an den Stoffwechsel des Partners bei gleichzeitiger Lie-

ferung von eigenen Produkten, also zum weitgehenden gegenseitigen Nutzen.

Die human-tierpathogenen Pilze haben eine hohe Anpassungsfahigkeit an verschie-
denste Umweltbedingungen. Sie leben als obligate und fakultative Parasiten oder
Kommensalen im Warmbliterorganismus und als Saprophyten in der freien Natur

oder auf Kulturmedien im Labor.

Die fakultativen Parasiten, zu denen die Mehrzahl der Krankheitserreger unter den
Pilzen gehort, sind in der Lage, standig von der parasitaren in die saprophytare Le-
bensweise und umgekehrt Uberzuwechseln.

Pilze leben als chlorophyllfreie Organismen heterotroph. Sie sind auf die Zufuhr von
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und auf bestimmte Nahrbodenvoraussetzungen
(Wassergehalt und pH-Wert des Substrates) angewiesen. lhre Anspriche sind un-
terschiedlich, im Allgemeinen gering. Sie erhalten Energie durch oxydativen Abbau
von Glucose. Fur die meisten Pilze sind Temperaturen von 20 bis 40°C und eine re-

lative Luftfeuchtigkeit von 75 bis 95% fur Wachstum und Sporulation optimal.

Fir die primare zellulare Abwehr beim Menschen sind die zahlenmalfig und funktio-
nell intakten Granulozyten zustandig. Mit zunehmender Dauer und Auspragung der
Granulozytopenie steigt das Infektionsrisiko. Ihre Rolle wird deutlich, wenn diese Zel-
len fehlen, namlich bei Neutropenie nach myelosuppressiver Therapie einer Leuka-

mie, oder wenn sie defekt sind, wie bei der chronischen Granulomatose oder bei Di-
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abetes, wo die Funktionen der Chemotaxis sowie des oxidativen Burst vermindert
sind.

Zusatzlich kommen die Makrophagen ins Spiel. Alveolarmakrophagen und
Makrophagen in einem entziundlichen Gebiet sind durch ihre Zytokinkonstellation so
aktiviert, dass sie muhelos phagozytierte Pilze innerhalb kurzer Zeit inaktivieren und
eliminieren kdnnen.

Bei Diabetikern zeigen Makrophagen eine Dysfunktion und sind nicht mehr in der
Lage Sporen abzutéten. Unter Kortison ist die Abfolge der entzindlichen Reaktionen
vermindert.

Die Suppression der Uber T-Zellen vermittelten Immunitat bei Kortikosteroidtherapie,

AIDS, Organtranstransplantationen schwacht ebenso die Abwehr gegen Pilze.

Die Korperoberflache des Menschen weist eine natirlich Resistenz gegen Pilzinfek-

tionen auf:

e normale Proliferation der Epidermis

e fungistatisch wirksame Verbindungen auf der Hautoberflache (freie Fettsau-
ren, Cerumen, Talg)

e pH-Wert zwischen 5,0 und 6,0 (Sauremantel)

e antagonistische Wirkung der Standardflora

¢ intakte Epithelzellschicht

Eine durch Feuchtigkeit gequollene Hornschicht und selbst geringfiigige Verletzun-
gen begunstigen die Ansiedlung von Pilzen. Die okologische Nische auf der Haut ist
auch umkampft von anderen Mikroorganismen, welche eine Pilzbesiedelung unter-
dricken. Werden diese schutzenden Mikroorganismen eliminiert, wie z. B. nach An-

tibiose, kdnnen Pilzbesiedelungen leichter auftreten.

Dermatophyten produzieren Elastasen, Collagenasen und Keratinasen, welche durch
die Verdauung der Wirtsprodukte essentielle Nahrstoffe freisetzen, wodurch ein
Uberleben auf der Haut ermdglicht wird. Bei Sprosspilzen und Schimmelpilzen ist
dies ganz ahnlich. Durch diesen Verdauungsprozess wird aber auch die naturliche

Barriere zerstort und ein Eindringen von Pilzen in das Gewebe ermdglicht.

Aspergillus niger in Otomykosen 16



Die Manifestation einer Mykose kann in mehreren, zeitlich mitunter weit auseinander

liegenden Schritten erfolgen:

Kontamination: Der Makroorganismus kommt mit Pilzzellen in Berlhrung.
Adhasion: Pilzzellen haften auf der Haut.

Kolonisation: Besiedlung, d. h. bloRe Anwesenheit von Pilzzellen als Kommensalen
(Tischgenossen) auf Haut- und Schleimhautbereichen ohne klinische Krankheitszei-

chen.

Inkorporation: Endothelzellen konnen Pilzzellen inkorporieren.

Infektion: aktives Eindringen von Pilzen ins Wirtsgewebe unter Vermehrung der Pil-
ze im Gewebe und/oder in Korperflissigkeiten, woraus eine Reaktion des Wirtes re-
sultiert.

Invasion: Fortschreiten der Infektion, eventuell unter Anschluss an Blut- und Lymph-
gefalle bzw. Nervenbahnen.

Infektionskrankheit: Mykose = Manifestation klinischer Lokal- oder Allgemeinsym-

ptome als Folge der Infektion, besonders bei Patienten mit reduzierter Infektabwehr.

1.4.6 Mykopathien

Der Terminus Mykopathie umfasst alle durch Makro- und Mikromyzeten hervorgeru-
fenen Zustandsanderungen des Makroorganismus oder eines Gewebes. Folgende

Formen sind zu unterscheiden:

Mykosen: Durch Mikromyzeten bedingte Prozesse, bei denen pathogene Erreger
vitales Wirtsgewebe befallen, sich in ihm ausbreiten, vermehren und Destruktionen
verursachen. Zwei verschiedene Pathomechanismen sind zu unterscheiden.

Primare Mykose: Der Erreger ist obligat pathogen. Das Gewebe bzw. der Makroor-
ganismus ist anatomisch und funktionell normal. Die Therapie richtet sich gegen den
Erreger.

Sekundare Mykose: Der Erreger ist Opportunist. Im Gewebe bzw. Makroorganismus
bestehen abnorme anatomische oder funktionelle (z. B. zirkulatorische oder immuno-
logische) Verhaltnisse. Die therapeutischen MalRnahmen mussen sich gegen den

Erreger und gegen die mykosedisponierenden Faktoren richten.
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Mykotisation: Nach der Definition von Male (1981) handelt es sich um eine nosopa-
rasitische Besiedlung ortlich begrenzter Gewebsanomalien durch opportunistische
Pilze. Die Gewebsanomalien kdnnen angeboren oder erworben sein (Zysten, Diverti-
kel, Ulzera, Verbrennungsnekrosen, Kavernen). Im Gegensatz zu den Mykosen
bleibt der mykotische Prozess in der Regel auf das pathologische Areal beschrankt.
Zu einer Ausbreitung der Pilze auf intaktes Gewebe oder zu einer Generalisierung
kann es jedoch beim Hinzutreten exogener und endogener mykosedisponierender

Einflisse kommen.

Mykoallergosen: Umfassen alle durch Pilzallergene hervorgerufenen Allergiefor-

men.

Mykotoxikosen: Intoxikationen durch Mykotoxine.

Myzetismus: Intoxikation durch giftige Makromyzeten (Knollenblatterpilze), die mit

Speisepilzen verwechselt werden.

1.5 Ziel der Arbeit

Otomykosen sind seit der Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt und stellen heutzutage
in tropischen und subtropischen Gebieten langst keine klinische Besonderheit mehr
dar.

Trotzdem wird dieser Erkrankung vor allem in Europa und Amerika in Lehrblchern
und auch von Arzten, die im Hals-Nasen-Ohrenbereich tatig sind, immer noch zu
wenig Beachtung geschenkt. Ein Ziel dieser Arbeit soll sein, diese pilzbedingten Oti-
tiden ins Gedachtnis zu rufen und die Haufigkeit von Pilzbefunden im Raum Graz zu

eruieren.

Aspergillus niger wird weltweit gesehen am haufigsten als Agens in Otomykose-
Fallen isoliert. Dieser Schimmelpilz gehort einer Untergruppe von schwarzen Asper-
gillen, der Aspergillus section nigri, an, welche mit ihm verwechselt werden konnen.

Die Aspergillus section nigri besteht zurzeit aus 19 Arten.*® Dar{iber findet sich in der
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Literatur GUber Otomykosen kein Hinweis, denn hier wird lediglich bis zum Species
Level differenziert.

Da nicht alles was schwarz ist sofort Aspergillus niger zugeordnet werden kann, zu-
mal seitens der Morphologie und Mikroskopie kaum Unterschiede erkennbar sind,
sollten die schwarzen Kulturen, welche von Patientinnen und Patienten aus dem
menschlichen Gehorgang in den Universitatskliniken fur HNO in Graz und Innsbruck
isoliert wurden, molekularbiologisch analysiert werden um eine exakte Klassifizierung

vornehmen zu konnen.

Hauptaugenmerk der Arbeit lag in der molekularbiologischen Differenzierung der A.

niger-Gruppe (Men in Black).

Weiters sollten die gesamten Daten der positiven Pilzbefunde aus dem Ohr im Grol3-
raum Graz in einem definierten Zeitraum (2006 bis 2010) ausgewertet und neben

dem Erheben demographischer Daten, ein Erregerspektrum erhoben werden.

Erganzend sollten von anonymisierten Patienten aus dem Probengut, deren Daten
zur Verfigung standen, Krankenakten durchgesehen, um eine Gegenuberstellung in
den Bereichen Pilzbefund, mit Berlcksichtigung der Begleitflora, um eventuelle bak-
terielle sowie mykologische Nebenbefunde mitzuerfassen, Symptome, Ohrmikrosko-
pie, Vorhandensein von Grunderkrankungen, Therapie und Krankheitsverlauf zu er-
fassen und mit der Literatur zu vergleichen.

Obwohl die Otomykose langst eine klinische Entitat geworden ist, bestehen noch vie-
le Unsicherheiten im Umgang mit dieser Krankheit. Zu unterscheiden sind Falle, wo-
bei lediglich eine Kolonisation (Besiedelung) von Pilzen vorhanden ist, von schwer-
wiegenderen Fallen, welche unter anderem zu einer infektidsen Otitis externa ma-
ligna fuhren konnen. Viele Krankheitserreger sind bekannt, Pradispositionen werden
diskutiert.

Aspergillus niger in Otomykosen 19



2. Material und Methoden
2.1 Arbeitsschritte

Organigramm der Arbeitsschritte, auf welche anschlie®end genauer eingegangen

wird:

Ansuchen bei Ethikkommission mit Votum im Anhang

v

HNO-Ambulanz + Abstriche des auf3eren Gehdérganges
mittels Abstrichtupfer

;

Kultivieren der Abstriche auf bakteriologischen und
mykologischen Medien

;

Morphologische Identifikation

Uberimpfen

'

Molekularbiologische Identifikation:

e |solierung der DNA nach 24 Stunden
e ITS-PCR
e TS-Sequenzierung

e [B-Tubulin fur genauere Differenzierung zwischen zwei Arten

2.2 Probenmaterialien

Personen, bei denen in den Ambulanzen der HNO-Universitatskliniken Graz und
Innsbruck eine Ohrinfektion diagnostiziert wurde, kamen fur die Studie in Frage.
Nach Aufklarung und Einwilligung der Studienteilnehmerinnen und Studienteilnehmer
wurden Abstriche des aufleren Gehdrganges mittels Abstrichtupfer (Copan Sterile

Transport Swabs) entnommen.
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Die retrospektive Erfassung der patientenbezogenen Daten in Bezug auf Geschlecht,
Alter, GroRe, Gewicht, Grunderkrankung, bakteriologischen und mykologischen Be-
fund sowie deren Medikation erfolgte aus Medocs (Universitatsklinikum Graz) und
dem Statistikprogramm BactLab (EKM) am Institut fur Hygiene, Mikrobiologie und
Umweltmedizin der medizinischen Universitat Graz.

Das Kultivieren der Abstriche auf bakteriologischen und mykologischen Medien er-
folgte gemall den Richtlinien fur Schleimhautabstriche des bakteriologisch-
mykologischen Labors am Institut fur Hygiene, die statistische Auswertung mit her-

kommlichen Statistikprogrammen.
2.3 Nahrmedien

Zwei unterschiedliche Nahrmedien wurden verwendet. Selbst gegossenes Sabou-
raud Agar vom Institut fur Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin der medizini-
schen Universitat Graz und Candida Agar Can2 der Firma Biomérieux. Sie wurden
bei je 30 und 35°C bebrutet.

Sabouraud Glucose Agarplatten fir 1 Liter Medium.

Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid CM41) 65 g

Unter Ruhren erhitzen, bis die Losung klar ist, danach 20 Minuten bei 121°C autokla-
vieren. Auf 50 bis 60°C abkuhlen lassen. Jeweils 20 + 2 ml pro Platte giel3en. Im
Klhlschrank (2-8°C) acht Wochen haltbar.

Morphologische Identifikation

Die Identifikation erfolgt auf Grund der Makro- und Mikromorphologie vor allem nach
dem Atlas of Clinical Fungi.®* Alles was aus dem Probenmaterial morphologisch der
Aspergillus niger-Gruppe zugehorig erschien, wurde weiter molekularbiologisch diffe-

renziert.

2.4 Molekularbiologische ldentifikation

Fir die Molekularbiologische Identifikation wurden 24-h-Kulturen herangezogen, da
Vorversuche gezeigt haben, dass bei alteren Kulturen die PCR durch schwarze Pig-

mente inhibiert wird.
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2.4.1 DNA-Isolation

Die Isolierung der DNA erfolgt mit dem ,Master PureﬂvI Yeast DNA Purification Kit*
der Fa. Epicentre nach folgendem Protokoll:

- In ein autoklaviertes 1,5 ml Eppi werden 300 ul Yeast Cell Lysis Solution vor-
gelegt.

- Ein kleines Stlck der Pilzkolonie wird dazugegeben und die Probe mit einem
Pistill homogenisiert.

- Die Probe wird bei 65°C fur 15 min im Thermoblock inkubiert und anschlie-
Rend fur 5 min auf Eis gestellt.

- 150 pl Protein Precipitation Reagent werden zugegeben und fir 15-20 sec
homogenisiert (Vortex).

- Zentrifugation fur 10 min mit 9300 rcf bei RT.

- Der Uberstand wird in ein neues Eppi Uberfihrt, 500 pl Isopropanol zugege-
ben und kurz geschuttelt.

- Zentrifugation fur 10 min mit 9300 rcf bei RT.

- Der Uberstand wird abgehoben und verworfen.

- Zugabe von 500 ul 70%igem Ethanol.

- Zentrifugation flr 5 min mit 9300 rcf bei RT.

- Der Uberstand wird abgehoben und verworfen.

- Das Pellet wird im Trockenschrank bei 45°C fur 15 min oder fur 2-3 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet.

- Das Pellet wird je nach Grofe in 50 oder 100 ul (gut sichtbar) A. d. geldst.

24.2 PCR

FUr die DNA-Sequenzierung muss die DNA amplifiziert werden, damit sie in ausrei-
chend hoher Kopienzahl (> 100 Millionen Kopien) vorliegt. Mittels PCR wird der ITS-
Bereich inklusive der 5,8S Untereinheit der ribosomalen DNA vervielfaltigt. Es wer-
den die Primer ITS4 und ITS5 zur Amplifizierung verwendet.

Die ribosomalen Gene bestehen aus der 18S (kleine Untereinheit), der 5,8S und der
28S (grolde Untereinheit). Dazwischen liegen die nicht codierenden Bereiche ETS
(external transcribed spacers) und ITS (internal transcribed spacers). rDNA-

Sequenzen wurden bereits flir Taxonomie, Phylogenie und zur Identifikation von vie-
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len Pilzen verwendet. Die Variation der nicht-codierenden ITS-Region wird zur Diffe-
renzierung von Gattungen und Populationen herangezogen.

Fir die PCR-Reaktion wird zunachst ein ,master mix“ vorbereitet, in dem alle Kom-
ponenten (Primerpaar, die vier Nukleotide, Puffer und DNA Polymerase) bis auf die
DNA enthalten sind. Je 18,8 ul davon werden in 0,2 ml Reaktionsgefall-Ketten pipet-
tiert und jeweils 1,2 pl DNA hinzugefugt. Mit jedem Ansatz werden eine Positiv- und

eine Negativkontrolle mitgefuhrt.
Zur genauen Differenzierung zwischen Aspergillus tubingenisis und Aspergillus foeti-

dus wurde das B-Tubulin Gen mit den Primern bt2a und bt2b amplifiziert und se-

quenziert.

Aspergillus niger in Otomykosen 23



Verwendete Primersequenzen:

ITSS 5°-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3°
ITS4 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°

bt2a: 5'-GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3’
bt2b: 5°-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3°

Die PCR wird in den Thermocyclern GeneAmp PCR Systems 9700 und 2400 der
Fa. Applied Biosystems nach folgendem Schema durchgefihrt:

- Denaturierung 94°C, 2 min

- Denaturierung 94°C, 45 sec

- Primer Anlagerung 48°C, 45 sec 30 Zyklen
- Verlangerung 68°C, 1 min 30 sec

- Verlangerung 68°C, 5 min

- Aufbewahrung 8°C «

Gelelektrophorese:

Die PCR-Produkte werden in einem 1,5% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidi-
umbromid sichtbar gemacht. Dazu werden 2 uyl der PCR-Produkte mit 3 yl Ladepuffer
(Fa. Fermentas) vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als Langenmal} werden 2 pl
des DNA-Standards (100 bp Leiter der Fa. Fermentas) mit 3 pl Ladepuffer (Fa. Fer-
mentas) vermischt und aufgetragen. Die Elektrophorese wird mit 80 Volt far 20 Minu-
ten in 1X TAE-Puffer durchgefuhrt. Die mit Ethidiumbromid (Fa. Merck) markierten
PCR-Produkte werden unter dem UV-Transilluminator GelDoc2000 der Fa. BioRad

kontrolliert.

Aufreinigung der PCR-Produkte:
Um die PCR-Produkte flr das Cycle Sequencing einsetzen zu kénnen, werden diese
mit dem Invisorb Spin PCRapid Kit der Fa. Invitek aufgereinigt. Dabei werden haupt-

sachlich Salze und Primerreste entfernt.
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2.4.3 DNA-Sequenzierung

Sequenziert wird nach der Kettenabbruch- oder auch Sanger-Methode, bei der 2°3"-
DiDesoxynukleotidtriphosphate (ddNTP) verwendet werden.

Im Gegensatz zu den Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) fehlt hier die OH-
Gruppe am 3" Kohlenstoff und der Einbau eines ddNTP flhrt zu einem Kettenab-
bruch, da keine Phosphodiesterbindung mit dem nachsten dNTP gebildet werden
kann. Es entstehen DNA-Fragmente, die sich um die Lange einer Base unterschei-
den und immer mit einem der vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierten ddNTPs
enden. Diese DNA-Fragmente werden in Kapillaren injiziert, die mit einem Polymer
geflllt sind, und elektrophoretisch aufgetrennt. Dadurch wird eine DNA-Analyse mit
einem automatischen Sequenzer (3130 Genetic Analyzer der Fa. Applied Biosys-

tems) moglich. Alle vier verschieden fluoreszenzmarkierten ddNTPs befinden sich in

™
einem Reaktionsgefall. Die Reaktion wird mit dem BigDye Terminator Cycle Se-

quencing Ready Reaction Kit (dNTPs, ddNTPs, DNA-Polymerase, MgCIZ, Py-

rophosphat, Puffer) der Fa. Applied Biosystems durchgefiihrt.
Der Primer ITS5 bzw. der Primer bt2a wird in einer Konzentration von 1,6 uM einge-

setzt.
Cycle-sequencing-Ansatz:

- Ad. 4,2yl

- 5x Puffer (Applied Biosystems) 2 pl

- BigDye (Applied Biosystems) 1,8 ul

- Primer ITS5 1,6 um (genexpress) 1 ul
- Template 1 pl

Temperaturprogramm Cycle sequencing:

- Denaturierung 94°C, 18 sec

- Denaturierung 94°C, 15 sec

- Primer Anlagerung 50°C, 10 sec 25 Zyklen
- Verlangerung 60°C, 2 min

- Aufbewahrung 8°C, «
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Aufreinigung der Cycle-Sequencing-Produkte:
Fur die Sequenzanalyse am Sequenzer werden die Cycle-Sequencing-Produkte
nach folgendem Protokoll aufgereinigt, um die Uberschussigen Reagenzien des Cyc-

le Sequencing zu entfernen:

- Inein 1,5 ml Eppi wird das Cycle-Sequencing-Produkt pipettiert, mit 2,5 ul 125
mM EDTA und 25 pl 96% EtOH versetzt und homogenisiert.

- Zentrifugation fur 20 min bei 4°C mit 16100 rcf.

- Der Uberstand wird abgehoben und verworfen.

- Das Pellet wird mit 200 pl 70% EtOH gewaschen.

- Zentrifugation fur 15 min bei 4°C bei 16100 rcf.

- Der Uberstand wird verworfen.

- Das Pellet wird im Trockenschrank bei 45°C fur 15 min oder fur 2-3 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet.

- Das Pellet wird in 15 pl HiDi (Formamid, Fa. Applied Biosystems) gelost.
2.4.4 Sequenzanalyse und Datenbank

Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem 3130 Genetic Analyzer der Fa. Applied Biosys-
tems. Die Kapillaren werden mit dem Polymer POP 7 (Performance Optimized Poly-
mer) beflllt. Als Puffer dient ein 1x EDTA-Puffer der Fa. Applied Biosystems.

Die Sequenzen werden mit dem Programm ,Sequencing Analysis 5.2“ auf ihre Sig-
nalintensitat und eventuelle Sequenziberlagerungen Uberprift. Signale mit ausrei-
chender Peakhohe und guter Auftrennung der einzelnen Basenpeaks werden mit
bestehenden Sequenzen aus der Datenbank ,Fasta Nucleotide Database“ von
EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/nucleotide.html) verglichen.

Aspergillus niger in Otomykosen 26



3. Ergebnisse

3.1 Morphologie

Die Kulturen wurden zunachst einer makroskopischen sowie mikroskopischen Kon-
trolle unterzogen (Abbildungen 2-7). Hierbei konnte von unserer Seite keine Differen-

zierung durchgefuhrt werden.
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Abbildung 2: Aspergillus foetidus Kultur auf Sabouraud

Abbildung 3: Aspergillus foetidus mikroskopisch

Aspergillus niger in Otomykosen 28



Abbildung 4: Aspergillus niger Kultur auf Sabouraud

I
Abbildung 5: Aspergillus niger mikroskopisch
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Abbildung 6: Aspergillus tubingensis Kultur auf Sabouraud

Abbildung 7: Aspergillus tubingensis mikroskopisch
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Zwischen den einzelnen Aspergillusarten konnten keine signifikanten Unterschiede

gefunden werden.

3.2 Molekularbiologische Ergebnisse

Da makroskopisch und mikroskopisch keine sichtbaren Unterschiede zwischen den
schwarzen Aspergillen bestanden, strebten wir eine molekularbiologische ldentifika-
tion unter Zuhilfenahme der fur viele Pilze variablen und nicht codierenden ITS-
Region der ribosomalen DNA sowie dem B-Tubulin Gen an.

Von unseren Pilzen wurde die DNA isoliert und nach der PCR startete die Sequenz-

analyse.
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3.2.1 DNA-Isolation und PCR

Als ersten Kontrollschritt fir eine gelungene PCR diente das Agarosegel mit unseren
PCR-Produkten. Mit jenen Proben, deren Banden gut sichtbar waren, konnte mit der

Aufreinigung und Sequenzierung begonnen werden.

Abbildung 9: : Agarosegel von PCR-Produkten (B-Tubulin), gefirbt mit EtBr
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3.2.2 DNA-Sequenzierung
ITS-Region

Die CBS Stamme von Aspergillus niger (CBS 554.65), Aspergillus foetidus (CBS
56465) und Aspergillus tubingensis (CBS 134.48) wurden als Referenz herbeigezo-
gen. Auf Grund der Basenunterschiede bei G 56 A, C 109 T, C 514 T (Alignement
siehe unten) wurde Aspergillus niger von Aspergillus foetidus und Aspergillus tubin-
gensis unterschieden. Zwischen den beiden letzteren wurde eine Differenzierung an

Hand des B-Tubulin codierenden Gens angestrebt.
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Alignment der ITS Sequenzen der untersuchten Pilzproben (Seite 34-45)

32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48

17 _Innsbruck
15_Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6 _Innsbruck
5 Innsbruck
3_Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 _Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 _Innsbruck
16_Innsbruck

A.niger CBS 554.65

J22248
J141101
J41102
J43990
32557

AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT

AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
“TCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
AAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus_CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48

17_Innsbruck
15_Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6_Innsbruck
5 Innsbruck
3 Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14_Innsbruck

16_Innsbruck

A.niger CBS_554.65

J22248
J141101
J41102
J43990
32557

CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG

CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG

CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG

CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGE
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG

CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCCGGGG
CTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGG
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus_CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48

17_Innsbruck
15_Innsbruck
12 _Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6_Innsbruck
5 Innsbruck
3 Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14_Innsbruck
16_Innsbruck
A.niger CBS_554.65
J22248
J141101
J41102
J43990

32557

GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGTCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAALC
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGLCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
GGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAAL
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48

17 _Innsbruck
15_Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6 _Innsbruck
5 Innsbruck
3_Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 _Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 _Innsbruck
16_Innsbruck
A.niger CBS 554.65
J22248
J141101
J41102
J43990

32557

ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
ACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAAC
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TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA

R R RS SRS SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Aspergillus niger in Otomykosen

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300



32098

J40972

29213

137483

18879

26285
A.foetidus CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48
17 _Innsbruck
15_Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6 _Innsbruck
5 Innsbruck
3_Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 _Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 _Innsbruck
16_Innsbruck
A.niger CBS 554.65
J22248
J141101
J41102
J43990

32557

ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
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ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
ATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCC
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GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGUGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGEGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGEGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGEGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGEGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGLGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGEGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGEGTCCGATCCTCGAGL
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGC
GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGE

GGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGUGTCCGATCCTCGAGL
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus_CBS_56465
A.tubigensis CBS 134.48

17_Innsbruck
15 Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6_Innsbruck
5 Innsbruck
3 _Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 Innsbruck
16_Innsbruck
A.niger CBS_554.65
J22248
J141101
J41102
J43990

32557

GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
GTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGALCG
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus_CBS_56465
A.tubigensis CBS 134.48

17_Innsbruck
15 Innsbruck
12_Innsbruck
11_Innsbruck
7_Innsbruck
6_Innsbruck
5 Innsbruck
3 _Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 Innsbruck
16_Innsbruck
A.niger CBS_554.65
J22248
J1l41101
J41102
J43990

32557

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

TTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
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32098
J40972
29213
137483
18879
26285

A.foetidus CBS 56465
A.tubigensis CBS 134.48

17_Innsbruck
15 Innsbruck
12_Innsbruck
11 _Innsbruck
7_Innsbruck
6_Innsbruck
5 Innsbruck
3 _Innsbruck
9914/10
18318/10
9755/10
35329/09
36873/09
29784/09
J33962/09
18917/09
J26753
18515/09
157/10
J03790/10a
J05749/10
J06089/10
J08693/10
6946/10
17935/10
18626/10
J22697/10
J23594/10

1 _Innsbruck
2_Innsbruck
4 Innsbruck
8 Innsbruck
9 Innsbruck
10_Innsbruck
14 Innsbruck
16_Innsbruck

A.niger CBS_554.65

J22248
J141101
J41102
J43990
32557

CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA

CTGAACTTAA

CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
CTGAACTTAA
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B-Tubulin Gen

Da sich bei der ITS-Region keine Unterschiede fur Aspergillus foetidus und Aspergil-
lus tubingensis ergaben, wurde das p-Tubulin Gen fiur die Differenzierung verwendet.
Zusatzlich lieRen wir als Kontrollgruppen sechs Aspergillus niger-Stamme mitlaufen.
Insgesamt ergaben sich sieben Basenunterschiede und somit konnte zwischen die-
sen beiden Aspergillen unterschieden werden (Alignement siehe unten).

Insgesamt zeigten sich 10 Nukleotidunterschiede zwischen Aspergillus tubingensis
und Aspergillus foetidus (- 35A,-36 T, T60C,C80T,C81T,A78G,A207G, G
237 A, C433T,C466T)

Die folgenden Basen-35A,-36 T,C80T,C81T,C466 T, C433 T, A 207 G zeig-
ten eine unterschiedliche Basenabfolge sowohl in der A. tubingensis- als auch in der
Aspergillus niger-Sequenz. Aspergillus tubingensis zeigte zusatzlich noch 31 Basen-
unterschiede (- 14 A, G43 A,A52G, T60C,A78G,C84T,G85A, A93- G()
103 T, T104C,C123T,A78G, T214G, G216 C,A222G, T229C,C231T,G
237 A, T305G,A311-,C314T,T317G,C318A, G322T,A323G,T325C, G
354 A, C388T,C391T,T409 C, C458 T) zu den mitgelaufenen Aspergillus niger-
Strangen.

Aspergillus foetidus wies zu Aspergillus niger insgesamt 34 Unterschiede auf. ( - 14
A, A35-,T36-,A43G,A52G,A78G, T80C, T81C,C84T,G85A,A93-G
103T, T104C,C123T,G207A, T214G, G216 C,A222G,T229C,C231 T, T
305G,A311-,C314T,T317G,C318 A, G322T,A323G, T325C,G 354 A, C
388 T,C391T,T433C,C458 T, T 466 C)

Aspergillus niger in Otomykosen 46



Alignment der B-Tubulin Sequenzen der untersuchten Pilzproben (Seite 47-56)

A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t
6_Innsbruck t
12_Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_56465
3_Innsbruck f

5 Innsbruck f
7_Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTAC
TGGTACGTATACAAC
TGGTACGTATACAAC

*hkhkkhkkkhkhkkhk o kk Kk

CACTGGATTGGGGATGG--AACATC(

CACTGGATTGGGGATGG-—-AACATC/

CTGGATTGGGGATGG--AACA

CTGGATTGGGGATGG--AAC

CACTGGATTGGGGATGG-—-AACATCA

CACTGGATTGGGGATGG--AACAT

CTGGATTGGGGATGG-—

CACTGGATTGGGGATGG-—-AACATC

CACTGGATTGGGGATGGATAACATC

CCGTTGGATTGGGGATGG--AACA
CCGTTGGATTGGGGATGG-—-AACA

CCGTTGGATTGGGGATGG--A

TGCCATTGGATTGGGGATGG--AACATC
TGCCATTGGATTGGGGATGG--AACATC

* KKKk khkkkhkkhkk hkokk

A. tubingensis vs A. foetidus: - 35 A,-36 T
A. tubingensis vs A. niger. - 14 A, G43 A
A. foetidus vs A. niger. - 14 A,A35-,T36-,A43 G
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CTGGATTGGGGATGG--AACATC

CTGGATTGGGGAAGG--AACATC

CTGGATTGGTGATGG--AACATC

CTGGATTGGGGATGG--AACATC

CTGGATTGGGGATGG--AACATC

CTGGATTGGGGATGGATAACATC

CTGGATTGGGGATGGATAACATCA
CTGGATTGGGGATGGATAACATC
CCACTGGATTGGGGATGGATAACATC
CCGTTGGATTGGGGATGG--AACATC

ATC

ATC
CATC

ATC

CATC
e
-
CATC
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ATC

ATC
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CGTC
CGTC
CGTC
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'GTC
GTC
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A.tubingensis CBS 13448 AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97

9755/10_t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
29213/10 AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
36873/09_t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
6_Innsbruck t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
12 Innsbruck t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
17 _Innsbruck t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-C 96
35329/09_ t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGGATATAGCTA-G 96
29784/09 t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97
18318/10_t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97
11 Innsbruck t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97

32098/10 AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATC TCGGGTATATAGCTATC 97
9914/10_t AAGCTATTTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97
15 Innsbruck t AAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATC 97
A.foetidus CBS 56465 AAGCTATCTCGGCTTGAGTTCAGATGTTATTTATCGGGTATATAGCTATC 99
3_Innsbruck f AAGCTATCTCGGCTTGAGTTCAGATGTTATTTATCGGGTATATAGCTATC 99
5 Innsbruck f AAGCTATCTCGGCTTGAGTTCAGATGTTATTTATCGGGTATATAGCTATC 99
7_Innsbruck f AAGCTATCTCGGCTTGAGTTCAGATGTTATTTATCGGGTATATAGCTATC 99
J40972/10 AAGCTATCTCGGCTTGAGTTCAGATGTTATTTATCGGGTATATAGCTATC 99
A.niger CBS 554 65 AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97
J05749/10_n AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97
1 Innsbruck n AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97
32557/10 AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97
J141101/10 AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97
J41102/10 AGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACAT-GCTATC 97

* KKKk KK Kk RR Rk kb Ik bk b b bk b b S * * *Kk kK kk kkk*k

A. tubingensis vs A. foetidus: T60C,C80T,C81T
A. tubingensis vs A. niger-A52 G, T60C,A78G,C84T,G85A, A93-
A. foetidus vs A. niger-A52 G,A78 G, T80C, T81C,C84T,G85A A93-

Aspergillus niger in Otomykosen



A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t

6 _Innsbruck t
12_Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_ 56465
3 _Innsbruck f

5 Innsbruck f

7 _Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n
1_Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

GGGTTAAGAR

GG-TTAAG! CGTCT

GG-TTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

ATCTCTGGCGAGC

CTCTGGCGAGC
GGGTTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGC
"AGGCA

GGGTT~ ATCTCTGGCGAGC

GGGTTAAG! "AGGCAGAC TCTCTGGCGAGC

GGGTTAAG/ "AGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

GGGTTA? AGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

GGGTTAAGAAC \CAGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

CAACTC

GGTCTAAGA? "AGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

GGTCTAA ATCTCTGGCGAGC
TCTCTGGCGAGC
ATCTCTGGCGAGC
GGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGC

* x KAKXKAKAKAKAKAKAKAKAKAAAKAAAKX AXA XA XAXA XXX XXX XXX XA XXX XA XA XA XXX XK

A. tubingensis vs A. foetidus: keine Unterschiede
A. tubingensis vs A. niger: G(-) 103 T, T104 C,C 123 T
A. foetidus vs A. niger- G103 T, T104 C,C123 T

Aspergillus niger in Otomykosen

147
0145

145
145

0 145
145

145

0 145
147

147
147

147

147
147
149
149
149
149
149
147
147
147
147
147
147
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A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t

6 _Innsbruck t

12 _Innsbruck_t

17 Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_ 56465
3 _Innsbruck f

5 Innsbruck f
7_Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 _Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTAC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAA

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTG

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA \CTTTTTCA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTAC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTG
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGC!?

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTA

AAGTAC

\CTTTTTCA

\CTTTTTCA

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAAC

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTG

AAGTGCAA

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAAC

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCA
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGC!
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTG
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGC

\CTTTTTCA
\CTTTTTCA

CTTTTTCA

\CTTTTTCZ

CTTTTTCA

CTTTTTCA

CCTCTCAA

CACCTCTCAA

CCTCTCAA
CACCTCTCAA
CACCTCTCAA
CCTCTCAA

CACCTCTCAA

CCTCTCAA

CACCTCTCAA

v 197

195
195
195
195

v 195

195
195
197
197
197

v 197

197
197

CAA 199

199

v 199

CACCTCTCAA
CCTCTCAA

CACCTCTCAA

CCTCTCAA

ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCACACCTCTCAA

KAKXKAKAKA A AKX AKX A AKX A A AKX A AKX AAXAAKAAKXN AKX XXX XXX XXX XA XXX XXX XK

A. tubingensis vs A. foetidus: A 78 G
A. tubingensis vs A. niger- A78 G

A. foetidus vs A. niger. keine Unterschiede

Aspergillus niger in Otomykosen

199
199
197
197
197

v 197

197
197
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A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t
6_Innsbruck t
12_Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus CBS 56465
3_Innsbruck f

5 Innsbruck f
7_Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA
TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

\ATGTGGAAAGGATTGGATTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA
TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTC \ATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA
TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTA

TTGGTCGACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACACGCAGGATAGTTA
TTGGTCGACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACACGCAGGATAGTTA

TTGGTCGACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACACGCAGGATAGTTA

TTGGTCGACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACACGCAGGATAGTTA
TTGGTCGACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACACGCAGGATAGTTA
TTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTA

TTGGTC CAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTA

TTGGTC VATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGAC CAGGATAGTTA

TTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTA
TTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTA

KAXKXKAKAKX AAXAKAAKX K KAAXAXAKX *AXA*AK*x * * *AAX*AK* *AAXXXAXAXAXAXA XX * %

A. tubingensis vs A. foetidus: A 207 G, G 237 A

A. tubingensis vs A. niger: T 214 G, G216 C,A222 G, T229C,C231T,G 237 A
A. foetidus vs A. niger- G207 A, T214 G, G216 C,A222G,T229C,C231 T

Aspergillus niger in Otomykosen

247
245
245
245
245
245
245
245
247
247
247
247
247
247
249
249
249
249
249
247
247
247
247
247
247
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A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t

6 _Innsbruck t
12_Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_ 56465
3 _Innsbruck f

5 Innsbruck f
7_Innsbruck f
Ja0972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 _Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG
CAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACG

Rk kb b kb kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b kb b b b b b h b b b b dh b b i

Aspergillus niger in Otomykosen
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A.tubingensis_CBS_13448

9755/10_t
29213/10
36873/09_t
6_Innsbruck t
12_Innsbruck_t
17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10
9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus CBS 56465
3_Innsbruck f
5 Innsbruck f
7 _Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT
AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCAC

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCAC CCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

ACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT
AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT
AGGTTAGATC

AGGTTAGATCA TGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTGAGATC

CATCGG! TTGGCTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

AGGTGAGATC-CATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCATCAATGT
AGGTGAGATC-CATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCATCAATGT

Rk Sk kb S Ok S * KKk K KKK K e AKX XXX XXX XXX XXX XA XXX XK

A. tubingensis vs A. foetidus: keine Unterschiede
A. tubingensis vs A. niger. T 305G, A311-,C314T,T317G,C318 A, G322T, A

323G, T325C

347
345
345
345
345
345
345
345
347
347
347
347
347
347
349
349
349
349
349
346
346
346
346
346
346

A. foetidus vs A. niger.- T 305 G,A311-,C314T,T317G,C318A,G322 T, A323

G, T325C

Aspergillus niger in Otomykosen
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A.tubingensis_CBS_13448

9755/10_t
29213/10
36873/09_t

6 _Innsbruck t
12 _Innsbruck_t
17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10
9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_ 56465
3 _Innsbruck f
5 Innsbruck f
7 _Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 _Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTC

CCTG!? CTTCAGCAGGCTAGCGGTA AGTATGTC JCGTGCCGTC

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTC
CTTCAGCAGGCTAGCGGTAA

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAA
CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAA

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAA

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTC

CCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTC

CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAA

AGTATGTTCCTCGTGCCGTC

CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTC

CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGT!? AGTATGTTCCTCGTGCCGTC

CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTA AGTATGTTCCTCGTGCCGTC

CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTC
CCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTC

KAK K AAKAAKAAAAAAAAAAAAXAXAXAAXAXAXAXAXAXA XA XXX **x *A*AXAXXAXx* %

A. tubingensis vs A. foetidus: keine Unterschiede
A. tubingensis vs A. niger. G354 A,C 388 T,C391T
A. foetidus vs A. niger- G354 A, C388T,C391T

Aspergillus niger in Otomykosen
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395
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395
395
395
395
397
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397
397
397
397
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0 399

399
399
399
396
396
396
396
396
396
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A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t

6 _Innsbruck t

12 _Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus_CBS_ 56465
3 _Innsbruck f

5 Innsbruck f

7 _Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 _Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT
'ATGGAC

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTAC
CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT
CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGT! ATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTT

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTT

CTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCLCGGTCCCTT

CTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTT

ACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTT

CTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTT

KAXKXKXKAKAAKX AXAAAXAXAXAAXAAAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAKX AXAXXAXXAXA XXX XXX KX * %

A. tubingensis vs A. foetidus: C 433 T
A. tubingensis vs A. niger. T 409 C, C 458 T
A. foetidus vs A. niger.- T433 C,C 458 T

Aspergillus niger in Otomykosen

447
445
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447
447
447
447
447
447
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449
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A.tubingensis_CBS_13448
9755/10_t

29213/10
36873/09_t
6_Innsbruck t
12_Innsbruck_t

17 _Innsbruck t
35329/09_t
29784/09_t
18318/10_t
11_TInnsbruck_t
32098/10

9914/10_t
15_Innsbruck_t
A.foetidus CBS 56465
3_Innsbruck f

5 Innsbruck f

7 _Innsbruck f
J40972/10
A.niger CBS 554 65
J05749/10_n

1 Innsbruck n
32557/10
J141101/10
J41102/10

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

Q Q0 Q0 Q0 Q0 Q@
H 439 43 39 43 39 3 439439 439 43 43 43 43 3493 3943 39 3 3 3 3 4

Q Q0 0 0 Q0 Q 0 0 Q@ Q@ @

T

TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT

Q Q0 0 0 0 Q 0 0 0 @ Q@ Q@ @

TT
TT

@
e

TT

@
=

TTCCGT
TTCCGT
TTCCGT
TT
TT
TT
TT

Q Q Q Q@ @

TT
TTCCG

A. tubingensis vs A. foetidus: C 466 T

A. tubingensis vs A. niger: keine Unterschiede
A. foetidus vs A. niger. T 466 C

Q0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 60 606 0 0 0 0 0 0 0 0 @ @

G

TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT

GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT

TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT

GG
GG
GG

G
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT

GTT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT

KAXKXKAKAK AAXKXKXKAKAAKX AAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAXAAKX *AXx X XXX xx*x %

493
491
491
491
491
491
491
491
493
493
493
493
493
493
495
495
495
495
495
492
492
492
492
492
492

n =46

Aspergillus niger

Aspergillus tubingensis

Aspergillus foetidus

25 (54%)

17 (37%)

4 (9%)

Tabelle 2: Spektrum der identifizierten Pilze

Aspergillus niger in Otomykosen
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3.3 Krankenakten

Bei 15 Patienten wurde, neben der exakten molekularbiologischen Identifizierung,
der Pilzbefund retrospektiv klinischen Befunden gegenubergestellt. Die Daten ent-

stammen vom klinischen Kommunikations- und Informationsnetzwerk MEDOCS.
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Tabelle 3: Krankenakten-Tabelle Teil 1

Ohr

Primarkrankheit/ Erstdi-

Alter | Geschlecht ) Symptome Diagnose im Verlauf Bakteriologie
re/li agnose
o . . L . .. . Otitis externa sin nach
18515 |38 weiblich li Otitis media sin Otalgie, Vollegefihl anbehandelter Otitis media 0.B.
18917 |39 | weiblich li+re |eitrige Otitis media bds. | Otalgie, Otorrhoe, spiter Juckreiz Otitis externa exzerbaziert, | g
Otomykose
26285 |20 weiblich re Otitits externa Otalgie, eingeschranktes Horen, Otitis externa prolongata, Koagulase neg. Staphylokokken
Otorrhoe Otomykose
35329 |37 weiblich re Otitis externa rechts Otalgie, Jucken, infraauricularer Otitis externa rechts (Oto- o.B.
(Otomykose) Druckschmerz mykose)
36873 |49 weiblich re +li | Otits externa Otalgie, Tragusdruckschmerz, Jucken | Otomykose Koagulase negative Staphylokokken, Entero-
coccus sp, Staphylococcus aureus
157 57 mannlich li Otomykose Otalgia, eingeschranktes Hoéren Otomykose 0.B.
6946 9 mannlich re Otitis media mit Gehor- Otorrhoe Klebsiella oxytoca
gangsmykose
9755 59 mannlich re re2|d_|V|erende Otitis Otitis media + Otomykose Staphylococcgs aureus, Enterococcus sp,
media u. externa rechts Corynebakterium sp
Otalgia, Véllegefiihl, Tra- Otitis externa dext (E.coli +
17935 |13 mannlich re Otitis ext. dext. gusdruckschmerz, eingeschranktes A. niger), Myringitis eventu- | Escherichia coli
Horen, spater Otorrhoe ell Pilz bedingt
18318 |65 | weiblich I protrahierte Ofitis medial | o) ie Cholesteatom 0B.
Cholesteatom links
18626 |52 mannlich li Cerumenobturation Otalgie, hartes Cerumen Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis
18879 |67 weiblich re Otomykose eingeschranktes Horen, Otorrhoe 0.B.
29213 |77 weiblich li infizierte Radikalhéhle feuchte Radikalhdhle, Otorrhoe Serratia liqufaciens
Otitis externa links (v.a. Otalgie, eingeschranktes Horen
32557 |27 weiblich li Mykose), Otitis media Vol 9 7f"hlg ’ Staphylococcus aureus
links oflegetu
32098 |52 weiblich li Otitis media sin perforiert Otalgie, Otorrhoe, druckschmerzhafte | weiters Otitis externa sin Koagulase negative Staphylokokken

Lymphknoten, Juckreiz

protrahiert

Aspergillus niger in Otomykosen
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Tabelle 4: Krankenakten-Tabelle Teil 2 (1/2)

Vorbehandlung Pilz Therapie der Otomykose Anamnese
Ciprofloxacin oral und Ciprofloxacin . .
Or?rentropfen Metamizolp Mefenamin- M0, Verordnung fir Duschotoplastik
18515 saure Seractil® (Dexibu{)rofen) Betne- A. niger ausgestellt, Fernhalten v. Schmutz und Nicht erhebbar
sol® (’Betamethason) ’ H>0 neuerlich erklart
Amoxicillin und Clavulansaure oral, L . . .
Xylometazolin Nasentropfen, Streifen Reinigung, Streifen mit Chlortetrazyklin und
18917 mit Chlortetrazvklin und Bur(;w Alkohol A. tubingensis | Clotrimazol L6sung, Otowick bds. Clotrima- | Nicht erhebbar
Diclofenac Me)t/amizol ’ zol L&sung auftropfen, Betamethason
26285 gggg{:ﬁﬁ;n lokal, Dexibuprofen, A. tubingensis | Econazol Hautmilch Nicht erhebbar
35329 | Keine Vorbehandlung A. tubingensis | Clotrimazol Losung; Mefenaminsaure Nicht erhebbar
ﬁ(r??ggrsvc\)lh'&lcﬁshno:nngr;lt;)ur:)erg%znykl|n Absaugen, Trockenhalten, 5% Acetum
36873 | Burow Alkohol mehrmals taglich, ab- A. tubingensis a(fetlkum, Trq_ckenhalten, Clot_nmaqu . Nicht erhebbar
saugen Ciprofloxacin, Ciprofloxacin Lo.sung, Gehdrgangspfiege mit gereinigten
Ohrentropfen, touchieren mit Octenidin Oliventropfen
Streifen mit Clotrimazol, Clotrimazol L6-
157 Keine Vorbehandlung A. niger sung, Diclofenac, Reinigung, Octenidin Nicht erhebbar
Wattetriller, trockenféhnen
Amoxicillin+ Clavulansaure, Xylometazolin
Nasentropfen, Otowickréhrchen mit Clotri-
. . mazol Lésung gereinigt, Touchierung mit .. )
6946 Keine Vorbehandlung A. niger Acetum acetikum, Ciprofloxacin Ohrentrop- Gehorgangs-abszess re. vor 2 Jahren
fen, Trockenféhnen, Desinfektion mit Octe-
nidin
9755 | antibiotische Therapie A. tubingensis | Streifen mit Econazol Creme Immunsup-pression
Ciprofloxacin Ohrentropfen abwechselnd
Reinigung, Betamethason Tropfen, . mit Clotrimazol Losung, Diclofenac, Reini- .
17935 Xomed-Stift, Diclofenac, Burrow Alkohol A. niger gung mit Chlortetrazyklin Salbe und Bur- Nicht erhebbar
wow Alkohol, BetamethasonTropfen
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Krankenakten-Tabelle Teil 2 (2/2)

Vorbehandlung

Pilz

Therapie der Otomykose

Anamnese

oraler Ciprofloxacintherapie, Ciprofloxa-
cin Ohrentropfen abwechselnd mit
Betametason Tropfen, Diclofenac,

A. tubingensis

18318 Reini . . + Candida keine spezifische antimykotische Therapie | Gaumen-spalten OP
einigung, operative Sanierung (Tym- ilosi
panoplastik) mit Bildung einer Radikal- parapsiiosis
hohle
Cerustop Ol und Reinigung, Trockenhal-
18626 | ten des Gehodrgangs, Reinigung mit A. niger keine spezifische antimykotische Therapie | Dermatophyten
Octenidin touchiert
Clotrimazol Lésung, nach Applikation
Trockenféhnen, Gabe von Betnesol, Par-
18879 | Keine Vorbehandlung A. tubingensis kemed, Schmutz u_nd Wasser_smd vom ohr Nicht erhebbar
fernzuhalten, Clotrimazol Streifen zusatz-
lich Zinnat, Reinigung des Gehdrgangs mit
Absaugen und Octensisept Wattedriller
feuchte Radikalhdhle, Betamethason Clortrimazol Lésung, stationare Aufnahme
29213 | Therapie und Trockenféhnen, Reini- A. tubingensis | zur intensiven Lokaltherapie war in Uberle- | Cholesteatom links, Attikoantroto-mie
gung, Ciprofloxacin Ohrentropfen gung, Ohr regelmafig trockenféhnen
Amoxicillin + Clavulansaure, Oxymetazolin
Nasentropfen, Diclofenac unter Ul-
cusprophylaxe (Esomeprazol), Clotrimazol
. , Lésung, statt Clotrimazol Econazol Haut- .
32557 | Keine Vorbehandlung A. niger milch, Ciprofloxacin Ohrentropfen und Nicht erhebbar
Clotrimazol Lésung, das Ohr Trockenfoh-
nen, Ciprofloxacin oral, Schmutz vom Ohr
fernhalten
Ohrspilung, dann Neomycin sowie
Dimetinden und Acetylcystein, Amoxicil- Xomed mit Chlortetrazyklin- Salbe und
lin + Clavulansaure, Dimetinden Trop- . Burow Alkohol, Gentamycin Salbe fiir .
32098 fen, Coldargan® Tropfen, Mefenamin- A. niger Ohrmuschel, Clotrimazol, Cerustop Ol Nicht erhebbar
saure, Ciprofloxacin Ohrentropfen, gegen Juckreiz
Betahistin
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Tabelle 5: Befunde der Ohrmikroskopien (1/2)

oM1 om2 OM3 Oom4 OM5
18515 | gerdtete Gehdrgangshinterwand, geringgradige
Belage
18917 | in beiden GG massive Otits externa, re.: komplett re.: putrides Sekret, weiller Pilzrasen | GG gerdtet, schollig belegte | weilllich gelbes Sekret vor allem
obliteriert, li.: massiv schuppiges eitriges Sekret schollig belegt, links idem Membran, Pilzrasen an Membran nahe, oberflachlich
abgesaugt, dahinter leicht gerétetes Trommelfell Membran entzindliche Defekte im Bereich
angesprochen auf Augmentin + Nasentropfen des Trommelfells rechts, aber
intakt
26285 | weiBlich gelblich schleimiger Pfropf, nach Entfernung | nach einem Monat: weilliches Sekret
etwas vulnerabel entzlindet abgesaugt, GG leicht gerotet, Trom-
melfell bland
35329 | massiv triibes dickes Sekret mit Pilzhyphen, ver-
mischt mit Cerumen; Membran dahinter etwas einge-
zogen, leicht gerdtet
36873 | GG Vorderwand deutlich geschwollen und entdiffe- GG abgeschwollen, Detritus auf re.: weildlich gelbe Massen, | massive Pilzbelage, beide GG
renziert Membran, darauf deutliche Pilzabsie- | leichte R6tung des GG, Ohr | stark gerdtet und geschwollen;
delung auf der Membran, nach Ab- li.: auch massiv schmieriger | linke Conchae beidseits ekzema-
saugen des Detritus gerotete auch geschwarzter Belag tos verandert;
GGwand, Membran noch gerétet, ersichtlich, gereinigt Memb- | Progenta Salbe
Perforation im hinteren Quadranten; ran dahinter leicht entziindet
Mittelohrschleimhaut dahinter bland
157 Pilzmycel im GG deutlicher Pilzrasen, nach Absaugen
blande GGwand
6946 | GG mit Pilzhyphen ausgefiillt, nach Reinigung GG Detritus weillicher Detritus, GG Detritus mit vereinzelt dunklen
mazeriert, Membran entdifferenziert und sezernie- leicht gerdtet Einlagerungen
rend
9755 | re.: GG von Pilzmassen ausgefiillt, GG mazeriert und
aufgelockert, Membran verdickt nur etwas sezernie-
rend, geschlossen
17935 | Trommelfell nicht einsehbar, GG normal angelegt, zwei Wochen spater: GG zu 2/3 ge- GG aufgelockert, eitriges GG deutlich gerotet, sichtbare GG vulnerabel,
re.: GG geschwollen, gerétet, Trommelfell bland schwollen, Detritus abgesaugt Sekret, Trommelfell lokal Pilzhyphen im GG und an Memb- | massiv Detritus,
granulierend ran schwarzliche Veran-
derungen
18318 | GG voller Sekret, massiv weilllicher Detritus, GG ausgedehntes Cholesteatom mit Watte im Gehdérgang ent-
geschwollen, Membran pulsierend eitriger Sekretion deckt, massiv weillicher
Dentritus eine Woche vor
der Operation
18626 | Cerumen beidseits, li.: hartes Cerumen, Reinigung Restcerumen entfernt, li: schlitzférmi- | li.: watteartiger Fremdkorper | freier Gehdrgang, membrannahe

schmerzbedingt nicht moglich

ge Perforation

entfernt mit schwarzlicher
Auflagerung, Membran
scheint wieder geschlossen
zu sein

etwas Cerumenauflagerung,
leicht gerdtete Vorwolbung unte-
rer Quadrant
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Befunde der Ohrmikroskopien (2/2)

oM1 om2 OoM3 Oom4 OM5
18879 | re.: massiv weiBlich, braunliches Sekret mit verein- Pilzbelag, dahinter infizierte nekroti- neuerlich Pilzmassen,
zelt Pilzhyphen, membrannahe noch etwas Sekret sche Gehoérgangshaut, GG sehr Membran entdifferenziert
vorhanden gerotet, Trommelfell schollig belegt und belegt
29213 | GGeingangsbereich mit braunlichem Sekret ver- schuppig belegte verdickte Membran, | dickes weiles Sekret, Pilzrasen am Trommelfell, sehr | Diskrete Auflagerun-
schmiert, im GG erhebliche Massen an Detritus Absaugen von weillichen und braun- | gerétete Membran, Perfora- | viel Zelldetritus im GG und gen am GGboden,
braunlich weillich gefarbt, nach Reinigung Sicker- lichem Sekret tion im obereren Quadran- | Eingang Trommelfellperforation
blutung, Perforationsstelle im vorderen unteren ten ist bland, Mittelohr
Bereich mit Granulationsgewebe diskret gerotet
32557 | stark geschwollener GG schmierig belegt, GG ger6- | Pilzrasen, GG bland, Membran leicht | schwarzer Pilzrasen, auf- GG leicht gerétet
tet, Pilzhyphen sichtbar, Membran gerétet entdiffe- gerotet steigend tribes Sekret aus
renziert Mittelohr
32098 | enger GG, Absaugen von weilllich gelben Sekret, Zelldetritus, matt schuppig belegte nach Absaugen von Zell- noch immer mazeriert, maRig

Membran schmierig belegt reizfrei

Membran

detritus und Reinigung mit
Octenisept zeigt sich eine
mazerierte GG Wand

geschwollen
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3.4 Statistische Auswertung der demographischen Daten
aller positiven Pilzbefunde aus dem Ohr (2006-2010)

Die statistische Auswertung aller positiven Pilzbefunde aus dem Ohr im Zeitraum von
2006 bis 2010 aus dem mykologischen Labor des Instituts fur Hygiene, Mikrobiologie
und Umweltmedizin zeigte 425 positive Pilzbefunde bei 360 Patienten. Insgesamt
wurden 478 Pilze gefunden, was auf ein mehrmaliges Erscheinen einzelner Patien-
ten/innen sowie das Vorhandensein von Misch- bzw. Mehrfachbefunden zurtickzu-
fuhren ist. Unter den gefundenen Pilzen befanden sich 28 verschiedene Arten. Die
Candida parapsilosis war in unserer Auswertung am haufigsten im Gehodrgang zu

finden, gefolgt von A. niger sensu lato. (Tabelle 6, Abbildung 10 und 11)
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Tabelle 6: Pilzspektrum (2006-2010)

Keimname Anzahl/Keimname | % bezogen auf Anzahl/Keimname
Candida parapsilosis 139 29,08%
Asperqillus niger 97 20,29%
Aspergillus fumigatus 85 17,78%
Candida albicans 83 17,36%
Asperygillus flavus 23 4,81%
Pseudallescheria boydii 7 1,46%
Candida glabrata 6 1,26%
Candida lusitaniae (Clavispora lusitaniae) 4 0,84%
Sprosspilze 3 0,63%
Scopulariopsis brevicaulis 3 0,63%
Aspergillus candidus 3 0,63%
Trichophyton mentagrophytes 2 0,42%
Candida non-albicans 2 0,42%
Candida guilliermondii (Pichia guilliermondii) 2 0,42%
Aspergillus sclerotiorum 2 0,42%
Steriles Myzel 1 0,21%
Scopulariopsis sp. 1 0,21%
Scedosporium apiospermum 1 0,21%
Paecilomyces sp. 1 0,21%
Microsporum canis 1 0,21%
Exophiala dermatitidis 1 0,21%
Chrysosporium queenslandicum 1 0,21%
Candida utilis 1 0,21%
Candida tropicalis 1 0,21%
Candida magnoliae 1 0,21%
Candida famata 1 0,21%
Candida ciferrii (Stephanoascus ciferrii) 1 0,21%
Aspergillus terreus 1 0,21%
Aspergillus sydowii 1 0,21%
Aspergillus sp. 1 0,21%
Aspergillus oryzae 1 0,21%
Asperqgillus glaucus 1 0,21%
Total 478 100%
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Fadenpilze
49%

(n=478)

Fadenpilze (n = 233) vs. Sprosspilze (n = 245)

Sprosspilze

51%

Abbildung 10: Diagramm Fadenpilze vs. Sprosspilze aller positiven Pilzbefunde (2006-2010)
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36%

Fadenpilze in Prozent

(n = 233)

42%

m Aspergillus niger

m Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Andere

Abbildung 11: Diagramm Fadenpilze aller positiven Pilzbefunde (2006-2010)
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Geschlechterverteilung
(n =360)

weiblich

43% v 1
mannlich

57%

Abbildung 12: Geschlechterverteilung der Patienten aller positiven Pilzbefunde (2006-2010)

Mannliche Patienten waren mit Pilzbefunden im Ohr haufiger konfrontiert. Die Ergeb-
nisse sind allerdings nicht auf diagnostizierte Otomykosen zurlckzufuhren und bieten

nur einen Gesamtuberblick der im Ohr gefundenen Pilze der letzten funf Jahre.

Altersverteilung der positiven Pilzbefunde in %
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Abbildung 13: Altersverteilung der Patienten aller positiven Pilzbefunde (2006-2010)

Der Alterschnitt betrug 52,3 Jahre mit einem Medianwert von 52 und einer Standard-
abweichung von 19,88 Jahren. Am haufigsten mit positiven Pilzbefunden konfrontiert

waren die Altersgruppen der 41- bis 50-Jahrigen und 51- bis 60-Jahrigen (je 18%).
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4. Diskussion

4.1 Biologische Diskussion

Morphologisch

Morphologisch konnten keine Unterschiede zwischen den schwarzen Aspergillen
entdecken. Auch in der bis vor einigen Monaten vorhandenen Literatur konnten keine
eindeutigen phenotypischen Unterscheidungsmerkmale gefunden werden.*4-20:52-4.5
In der erst kiirzlich erschienenen Arbeit von Daiani et al.°! wurden die Pilze der Ar-
tengruppe der Aspergillus section nigri, entnommen von Lebensmitteln, Getreidekor-
nern und Hohlen, unter dem Begriff ,polyphasic taxonomy®, also anhand verschiede-
ner morphologischer, physiologischer sowie molekularbiologischer Methoden diffe-
renziert.

Obwohl sie, wie der Rest der Fachwelt der Meinung sind, dass die drei Arten A. tu-
bingensis, A. foetidus und A. niger morphologisch ahnlich und dadurch schwierig zu
unterscheiden sind und wenn Uberhaupt die Unterschiede nur feinsinnig seien, sind
sie davon Uberzeugt, morphologische Differenzierungsmerkmale zwischen A. tubin-
gensis, A. foetidus und A. niger gefunden zu haben. A. tubingensis unterschied sich
makroskopisch bei seiner Produktion von Sklerotien, welche farblich vom Weilden ins
Pinke (ibergehen, wie schon Varga et al. 2007°° angemerkt hat. Samson et al. 2004
konnten diese Sklerotienproduktion bei Aspergillus tubingensis nicht immer beobach-
ten.>® Zusatzlich berichten sie von einem elektronenmikroskopisch nachweisbaren
Differenzierungsmerkmal, wobei sich A. foetidus anhand der Gestalt seiner Konidien

(conidial ornamentation) von den beiden anderen Aspergillen unterscheidet.’’

Molekularbiologische Identifikation

Trotz der Schwierigkeiten A. niger, A. tubingensis und A. foetidus morphologisch zu
differenzieren, kénnen diese Arten anhand ihrer DNA-Sequenzen von dem Cytoch-
rome b Gen®?, der ITS-Region*® und des B-Tubulin Gens®>*” und durch RFLP und

andere Fingerprinting Methoden*’ unterschieden werden.

Das ITS Daten Set kann verwendet werden, um zwischen vier Gruppen der Aspergil-

lus section nigri zu unterscheiden: 1. A. niger und A. lacticoffeatus Isolate; 2. A. bra-
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siliensis; 3. A. costaricaensis; 4. A. tubingensis, A. foetidus, A. vadensis und A. pipe-
ris.>

Heutzutage ist die Identifikation mittels Sequenz-basierender Methoden weit verbrei-
tet. In der Aspergillus section Nigri Gruppe kdnnen alle Arten (species) voneinander
mit Gebrauch der Calmodulin Sequenz Daten unterschieden werden.

51,56
(

Bis auf wenige Ausnahmen A. costaricaensis und A.sp UFLA, A. lacticoffeatus)

eignen sich hervorragend die B-tubulin Sequenzen.>®

In unserer Sequenzanalyse der ITS1 5,8S rDNA-ITS2 Region trennten die Sequen-
zen von A. niger und A. tubingensis bzw. A. foetidus drei Nukleotide. Dieselben Beo-
bachtungen machten Parenicova et al. 2000 und Gonzalez-Salgado et al. 2005.%°4°
Accensi et al. fanden sieben Basenunterschiede.®

Im Gegensatz zu Parenicova et al. 2000*° konnten in unseren Proben zwischen A.
tubingensis und A. foetidus keine Basenveranderungen nachgewiesen werden. Al-
lerdings waren diese auch nur in geringer Anzahl vorhanden.

Vielversprechender erwies sich, wie auch bereits in anderen Studien®*°®*" berichtet
wurde, das B-Tubulin Gen. A. foetidus und A. tubingensis konnten wir durch 10
Nukleotidveranderungen voneinander trennen und auch die Sequenzen von den mit-
gelaufenen A. niger Strangen unterschieden sich mit 34 Basenveranderungen von A.
foetidus sowie mit 31 unterschiedlichen Nukleotiden von A. tubingensis viel deutli-
cher als mit den Primern der ITS-Region. Zusatzlich sei noch erwahnt, dass sich die

A. foetidus Sequenz in sieben Nukleotiden von den beiden anderen abgrenzen liel3.
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4.2 Klinische Diskussion

Bei 15 Patienten der HNO-KIlinik Graz wurde zusatzlich, neben der exakten moleku-
larbiologischen Identifizierung, der Pilzbefund retrospektiv klinischen Befunden ge-
genubergestellt. Die Daten entstammen vom klinischen Kommunikations- und Infor-
mationsnetzwerk MEDOCS.

Symptome und ohrmikroskopischer Befund

Unter den 15 Patienten, deren klinische Befunde miteinbezogen worden waren, fand
sich als haufigstes Symptom Otalgie (75%). Otorrhoe (44%) wurde am zweithaufigs-
ten angegeben, gefolgt von beeintrachtigtem Gehor (31%).

Juckreiz war in unseren Aufzeichnungen nur in vier Fallen (25%) angegeben worden.
Weitere Symptome waren das Gefuhl, als ware ein Fremdkorper im Ohr (19%), Tra-

gusdruckschmerz (13%), sowie druckschmerzhafte Lymphknoten (6%).

Am ehesten finden sich Parallelen in einer amerikanischen Arbeit®®, welche auch
Otalgie und Otorrhoe (48%) als haufigste Beschwerden angibt, gefolgt von beein-
trachtigtem Gehor (45%), Vollegefuhl (33%) und Pruritus (23%). Zusatzlich erwahn-
ten die Autoren noch Tinnitus (4%), welcher auch von Fasunla et al. (78%),

Anjea et al. (27%) und Kaur et al. angegeben wird.?>%%3°

Die genannten Symptome stimmen im Grof3en und Ganzen mit anderen Beobach-
tungen®>#>262%31 (Otalgia 45% - 83,3%; Otorrhoe 30% - 67,3%, Véllegefiihl 29,2% -
93%) Uberein, allerdings wird von der Mehrheit der Fachliteratur als Leitsymptom und
auch als haufigstes Beschwerdebild Pruritus (60% - 97%) beschrieben. 24262931

Eine Otomykose ist anhand der Symptome kaum von einer bakteriellen Otitis externa
zu unterscheiden.?®%? Zumeist ist eine Primarerkrankung im Ohr vorhanden,?19:212%:60
wie auch bei unseren Patienten, welche eine Pilzbesiedelung direkt oder indirekt for-
dert und eventuell ahnliche Beschwerden wie Otaligie, Otorrhoe und Horverminde-
rung verursachen kann.?®> Am spezifischsten fiir eine Otomykose scheint noch das
Vollegefuhl zu sein. Kaur et al. bezeichneten ,Ear blockage® als haufigstes (mit 93%)

Symptom.?
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In der Ohrmikroskopie fanden sich folgende Beschreibungen, die auch in der Litera-
tur angefiihrt werden.'”2*23:59

Eine gerdtete Gehorgangshinterwand, Belage im Gehdrgang sowie um das Trom-
melfell, weilRer Pilzrasen, oberflachlich entzindliche Defekte am Trommelfell,
weilllich gelbes Sekret, dunkles Sekret und Cerumen, nach Entfernung eines weil3-
lich gelblichen Pfropfes zeigte sich ein vulnerabel entzindeter Gehdrgang, massiv
trGbes Sekret mit Pilzhyphen, leicht gerdtete Membran, geschwollener Gehdrgang,
Detritus auf Membran, im Gehorgang sowie im Gehdrgangseingangsbereich aufge-
lockerter Gehodrgang, weildlich gelbe Massen, schmierig geschwarzter Belag, watte-
artiger Fremdkorper mit schwarzlicher Auflagerung, weilllich braunliches Sekret mit
Pilzhyphen, hinter Pilzbelag infizierte nekrotische Gehodrgangshaut, nach Reinigung
Sickerblutung, Pilzrasen am Trommelfell, enger Gehdrgang, Membran schmierig be-
legt, nach Entfernung von Detritus auch blander Gehérgang und blandes Trommel-
fell.

In drei Fallen zeigte sich auch eine Trommelfellperforation, wobei jedoch nicht nach-
zuvollziehen war, inwieweit der Schimmelpilz daran beteiligt war. Von Seiten der be-
fundenden Arzte zeigte sich in unseren 15 Fallen nie ein Befall der Mittelohrschleim-

haut.

Pradisponierende Faktoren

In den 15 retrospektiv betrachteten Fallen stand zu 67% (10/15) immer eine andere
Diagnose vor dem Auftreten eines Pilzrasens bzw. der Diagnose einer Otomykose.
Primare Ohrerkrankungen, wie eine Otitis media oder bakteriell bedingte Otitis exter-
na, scheinen in unseren Fallen als direkter oder indirekter (nach Anbehandlung mit
Antibiotika) Ausléser von Otomykosen eine grol3e Rolle zu spielen. Viele Autoren

teilen ebenfalls diese Ansicht.?3"2122:24.25,27,28

Vennewald et al. 2002 fanden eine Otomykose zum grofdten Teil in Patienten mit
chronischer Otitits media mit oder ohne Cholesteatom. Sie sind der Meinung, dass
der permanente Ohrausfluss zu einer Mazeration des Gehoérgangsepithels flhrt und
eventuell ein Pilzwachstum in Patienten mit Otitis media fordern konnte. Der Fund
von Conidophoren im dul3eren Gehorgang vermittelte die Hypothese, dass die Pilze

den Schleim als Nahrmedium benutzen kénnen.®
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Es war aber auch mdglich, ein Auftreten einer Otomykose ohne eine Primarerkran-
kung oder Pradisposition in der Krankengeschichte zu entdecken. Eine Otomykose
kann alleine in Verbindung mit einer bakteriellen Infektion existieren oder sekundar

Zu einer entstehen 20262728

Mitunter wird der Gebrauch von Antibiotika und Steroiden von vielen Autoren verant-
wortlich firr ein Auftreten von Otomykosen gemacht.> 19222473160 Aych bei uns ging
in einer Vielzahl (8/15; 53%) der Falle eine lokale sowie orale antibiotische Behand-
lung dem Pilzbefund voraus. In einigen Fallen wurde auch ein topisches Corticoste-

roid angewendet.

Einmal zeigte sich eine Kolonisation von Aspergillus niger bei einem Patienten mit
Cerumenobturation. Schon oft wurde in der Vergangenheit Pilzwachstum auf Ceru-

men beschrieben® %%

und seine Rolle vielmals diskutiert. Fungistatisch soll das Ce-
rumen nur auf Trichophytonarten und nur in geringem Mal} gegen Aspergillen wir-
ken.” Andere sprechen von einer Férderung des Wachstums von Aspergillen durch
Cerumen, wahrend andere Pilzarten ihr Wachstum durch dessen Anwesenheit nicht
beeintrachtigen lieRen.'?* Einige Autoren geben allerdings ein fehlendes Vorhan-

densein von Cerumen als auslésenden Faktor fiir eine Otomykose an.?®3':2

Einmal entwickelte sich bei einer Patientin nach Attikoantrotomie eine Pilzbesiede-
lung in einer chronisch feuchten Radikalhdhle. Kurnatowski und Nielsen beobachte-

ten ein vermehrtes Auftreten in solchen Fallen.?>°

Weitere pradisponierende Faktoren laut Literatur®'"?%%!

wie Immunsuppression,
Trauma durch Kratzen mit Fingernageln, eine Pilzinfektion an einer anderen Stelle
des Korpers, eine Gaumenspalten-OP in der Anamnese und ein enger Gehorgang

konnte in den Krankengeschichten je einmal aufgefunden werden.

Auf dem Boden eines Cholesteatoms trat ebenfalls ein Wachstum von Aspergillus

niger auf, was auch anderen Beobachtungen entspricht.®?’

Therapie
Therapie der Otomykose erfolgte, wie auch in der Literatur Ublich, mit einer grindli-

3,17,22,24-29,59

chen Reinigung in Kombination mit antimykotischen Ohrentropfen. In
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zehn von 15 Faéllen (67%) wurde Clotrimazol angewendet. In zwei Fallen (13%) wur-
den Econazol Produkte verwendet.

Einmal wurde nur eine Desinfektion mit H,O, durchgefihrt. Zweimal flhrte eine me-
chanische Reinigung mit der Beseitigung des Grundleidens zu einer Besserung.
Wenn sich nach der Entfernung eine reizlose Gehdrgangshaut zeigt und der Patient
weder Juckreiz oder Schmerzen angibt, so ist nach der minutidsen Reinigung keine

weitere spezifische Therapie erforderlich.?*

Eine breite Palette an antimykotischen Ohrentropfen steht zur Verfligung, wobei die
Frage nach der Ototoxizitat dieser Ohrentropfen in der Literatur wiederholt diskutiert
wurde. Wie Vennewald et al. 2010 jedoch bestatigten, sind, neben dem bei uns ver-
wendeten Clotrimazol, auch Miconazol, Bifonazol, Ciclopiroxolamin und Tolfanat eine
potente, aber auch zugleich sichere Wahl fur eine Behandlung einer Otomykose,
auch fir Patienten mit einem perforierten Trommelfell.??*

Far den Fall einer invasiven Form einer Otomykose, oft verkompliziert durch Mastoi-
ditis oder Meningitis, stehen orale Triazole (ltraconazol, Voricoconazol und Posaco-
nazol) zur Verfugung. Diese Medikamente wirken gegen Aspergillus und Candida
Spezies und haben eine gute Penetration von Knochen und dem zentralen Nerven-
system. In der Schweiz verabreichte man erfolgreich intraven6s Amphothericin B ge-
folgt von einer langeren oralen Therapie mit Itraconazol bei einer durch Aspergillus

niger ausgeldsten Infektion bei einem Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2.3
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Demographie

Aspergillus species und Candida species sind die haufigsten Verursacher einer Oto-

17,24

mykose. Ihr Auftreten variiert mit den klimatischen Bedingungen. In gemaRigten

Klimazonen werden vermehrt Candida species®>®°

r,;[.23,26,30

und in tropischen, subtroptischen
Gebieten vermehrt Aspergillen isolie
Die Candida sp. ist in unseren Breitengraden am haufigsten im Gehorgang zu finden.
Sie |6sen hier auch haufiger Otomykosen aus, wie uns amerikanische und europai-
sche Arbeiten demonstrieren.®2%27:60

Weltweit gesehen wird Aspergillus niger am haufigsten in Otomykose-Fallen publi-

ziert.?® Vor allem in Indien?*?** 29,61

und Nigeria, wo die Krankheit haufiger diagnosti-
ziert und behandelt wird.

Nicht zu unterschatzen ist auch die Prasenz von Aspergillus niger sensu lato in unse-
ren Klimaten.>?*?® Von den letzten fiinf Jahren wurden die positiven Pilzbefunde im
aulleren Gehorgang im GrofRraum Graz Uberprift und sie zeigen, nach Candida pa-
rapsilosis (29%) mit 197 Isolaten (20%), das zweithaufigste Vorkommen. Aspergillus

niger sensu lato ist im Grolsraum Graz der am haufigsten isolierte Fadenpilz.

Bis dato ist noch keine Arbeit Gber Otomykosen auf eine molekularbiologische Diffe-
renzierung der als Aspergillus niger identifizierten schwarzen Kulturen eingegangen.
Unsere Arbeit zeigt nach einer Differenzierung der Aspergillus section nigri durch
Primer der ITS-Region und des B-Tubulin Gens ein Auftreten von Aspergillus niger
zu nur 54%, den Rest der schwarzen Aspergillen machen Aspergillus tubingensis
und Aspergillus foetidus aus. Ob diese Differenzierung auch Auswirkung auf die The-
rapie oder den Verlauf der Otomykose hat, mussen erst weitere Untersuchungen

zeigen.
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5. Zusammenfassung

Unter Otomykosen versteht man im Allgemeinen pilzbedingte superfizelle Infektionen
des auleren Ohres, aulleren Gehorgangs, Trommelfells, Mittelohrs und gegebenen-
falls postoperativer Hohlen. Otomykosen sind seit der Mitte des 19. Jahrhunderts
bekannt.

Aspergillus niger ist ein Umweltkeim, dessen Sporen ubiquitéare Bestandteile der Au-
Renluft sind. Verwendung findet dieser Schimmelpilz vor allem in der Lebensmittelin-
dustrie, wo er schon seit vielen Dekaden in der Produktion von extrazellularen En-
zymen (Lebensmittel) und Zitronenséure eingesetzt wird.”® Dieses ,Engagement"
macht ihn vor allem fur die Molekularbiologie interessant und Molekularbiologen ent-
decken immer mehr unterschiedliche Arten in schwarzen Kulturen, welche alle zur
Aspergillus section nigri (Aspergillus niger sensu lato) zahlen.

Aspergillus niger sensu lato ist nicht nur der am haufigsten isolierte Schimmelpilz,
weltweit gesehen ist er sogar der am o6ftesten isolierte Pilz in Otomykosen. Selten
aber wird bis zum Species Level differenziert.

Im Zeitraum von Juni/09 bis Dezember/10 wurden insgesamt 46 unterschiedliche
Proben an im Gehdrgang entdeckten oberflachlich schwarzen Aspergillen sowohl
von der Universitatsklinik fur HNO in Graz als auch von der Universitatsklinik Inns-
bruck gesammelt. Diese Stdmme wurden morphologisch und mittels molekularbiolo-
gischer Methoden (ITS-Region, B-Tubulin Gen) untersucht, um sie mittels Referenz-
stammen eindeutig zu differenzieren. ldentifiziert werden konnten Aspergillus niger
(54%), Aspergillus tubingensis (37%) und Aspergillus foetidus (9%).

Weiters wurde der klinische Hintergrund von Patienten aus dem Probengut, von de-
nen Daten zur Verfugung standen, untersucht, um ein besseres Verstandnis fur die
Verhaltnisse, die fur das Entstehen dieser Art der Mykose verantwortlich sind, zu be-
kommen. Bei vielen dieser Patienten waren bereits diagnostizierte Primarerkrankun-
gen (bakteriell bedingte Otitis externa, Otitis media, Cholesteatom, Cerumenobturati-
on) und dadurch sehr oft antibiotische und/oder steriodale Behandlungen gegeben.
Patienten prasentierten sich aber auch beim Erstbesuch mit einer Otomykose ohne
den Nachweis einer Primarerkrankung, einer Pradisposition und eines positiven bak-
teriologischen Befundes. Symptome waren, bis auf ein Voéllegefuhl, eher unspezifisch

im Vergleich zu einer bakteriellen Otitis externa. Mischinfektionen mit Bakterien so-
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wie mit einem Hefepilz waren genauso prasent wie ein alleiniges Vorhandensein von
Aspergillus niger.

AbschlieRend wurden die Pilzbefunde (aus dem Ohr) der letzten funf Jahre im Grol3-
raum Graz Uberpruft. Aus 425 positiven Pilzbefunden und 360 Patienten fanden wir
eine knappe Mehrheit auf Seiten der Hefepilze (51%) gegenuber den Fadenpilzen
(49%).

Das vorherrschende Isolat unter den 28 verschiedenen Arten war Candida parapsilo-
Sis (29%), am zweithaufigsten und somit der haufigste Schimmelpilz war Aspergillus
niger sensu lato (20%).

Der Alterschnitt betrug 52,3 Jahre (Medianwert: 52) mit einer Standardabweichung
von 19,88 Jahren. Am haufigsten mit positiven Pilzbefunden konfrontiert waren die
Altersgruppen der 41- bis 50-Jahrigen und 51- bis 60-Jahrigen (jeweils 18%). Manner

(57%) waren haufiger mit einem positivem Pilzbefund konfrontiert als Frauen (43%).
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6. Abstract

Aspergillus niger in otomycosis

Otomycosis is a superficial mycotic infection of the external ear, external auditory
canal, middle ear and postoperative cavities, and known since the mid nineteenth
century. Among other Aspergillus species, Aspergillus niger is the most prevalent in
this entity. Other fungi, as Scedosporium sp. and yeasts are seen with variable fre-
quency.

Aspergillus niger is ubiquitous and is one of the most important microorganisms used
in biotechnology to produce extracellular enzymes (food) and citric acid. Molecular
methods revealed recently, that Aspergillus sensu lato rather comprises a species
group called the Aspergillus section nigri.

Aspergillus niger sensu lato is the major causal agent in otomycosis reported glob-
ally, but to our knowledge there are no reports where identification of otomycosis-
related isolates to the species level was performed.

We have collected all Aspergillus species of the auditory canal in the University ENT
Hospitals of Innsbruck and Graz for two years. 46 of these isolates belonged to As-
pergillus niger sensu lato. These strains were investigated morphologically and with
molecular methods in order to identify them on the species level. In summary we
have identified the three closely related species Aspergillus niger sensu stricto
(54%), Asperqillus tubingensis (37%) und Aspergillus foetidus (9%).

Furthermore the clinical background of the patients was investigated to gain a better
understanding of the underlying conditions for these mycoses. In many cases a pri-
mary disease was observed and therefore the patients often received a prior treat-
ment with antibiotics and/or topical steroids. Patients also presented with otomycosis
without any other diseases or prior antimicrobial treatment. Mixed infections with bac-
teria and yeasts were also discovered.

Finally all positive fungal cultures of the ears over the last five years were investi-
gated. In 425 positive fungal cultures yeasts represented 51%, moulds 49%. Candida
parapsilosis (29%) was more common than Aspergillus niger sensu lato (20%), rep-
resenting the dominating mould.

The average age of this patient group was 52,3 years (median: 52) and positive fun-
gal cultures were most common in the age groups of the 41-50 and 51-60 age (18%

each). Males (57%) were more frequently affected than females (43%).
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Otomykosen - Pravalenz und Erreger

Information und Einwilligungserklarung fiir Studienteilnehmerinnen

und Studienteilnehmer
(Version 1.0 vom 15.01.2010)

Sehr geehrte Patientin!
Sehr geehrter Patient!

1. Einleitung und Studienziel

Sie sind aufgrund lhrer Erkrankung zur Therapie an unsere Klinik gekommen. Wir
werden Sie bestmdglich unterstitzen und hoffen, dass Sie sich hier wohl fiihlen.
Neben der optimalen Unterstiitzung sind wir auch bemiiht, neue wissenschaftliche
Erkenntnisse zu gewinnen, um in Zukunft noch besser helfen zu kénnen. Zu diesem
Zweck wurde an unserer Abteilung eine Studie gestartet, die sich mit dem Befall des
Gehoérganges mit Pilzen beschaftigt. Wir sind vor allem daran interessiert
festzustellen, um welche Pilze es sich handelt und ob bestimmte Grunderkrankungen
oder Medikamente eine Pilzbesiedelung des Gehérganges beeinflussen.

2. Was bedeutet die Teilnahme an der Studie fiir Sie?

Wir wiirden uns sehr freuen, Sie als Teilnehmerin/Teilnehmer an der Studie
gewinnen zu kénnen. Die Teilnahme an der Studie bedeutet fur Sie folgendes:

. Befragung durch die behandelnde Arztin/den behandelnden Arzt
. Durchfiihrung eines schmerzfreien Ohrenabstriches

Natirlich werden Sie lber alle Untersuchungsergebnisse genau informiert und tber
deren Bedeutung aufgeklart.

3. Freiwilligkeit der Teilnahme und Abbruchmdéglichkeiten

Die Teilnahme an der Studie ist naturlich freiwillig. Bei Nichtteilnahme entstehen
Ihnen keinerlei Nachteile. Sie kénnen die Teilnahme an der Studie jederzeit ohne
Angabe von Griinden beenden.

Eine Teilnahme an der Studie dndert nichts an lhrer Behandlung. Die zusétzlichen,
nicht-invasiven und  schmerzlosen  Untersuchungen dienen nur dem
wissenschaftlichen Wissensgewinn und |hrer Information.
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Selbstverstandlich entstehen lhnen durch eine Teilnahme an der Studie auch keine
Kosten fiir die darin enthaltenen Untersuchungen.

4. Anonymitat

Die erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen Schweigepflicht und werden vom
Studienleiter bzw. Studienmitarbeiter anonymisiert. Das bedeutet, dass niemand
auBerhalb des Projektteams zuriickverfolgen kann, von welchem Studienteilnehmer
welche Daten stammen. Die gesammelten, anonymisierten Daten werden
elektronisch verarbeitet und statistisch ausgewertet.

5. Riickfragen

Falls Sie noch Fragen zur Studie und zu den Untersuchungen haben, wenden Sie
sich bitte direkt an den Studienleiter bzw. den Studienmitarbeiter oder ihren
behandelten Arzt/ ihre behandelnde Arztin.
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6. Einwilligungserkldrung zur Teilnahme an der Studie

Ich bin von oben genannter/m Studienverantwortlichen eingehend Uber die Studie
informiert worden. Der Ablauf und Zweck wurde mir verstandlich erldutert. Ich wurde
tber Freiwilligkeit der Teilnahme und Uber die Méglichkeit die Studie jederzeit
abzubrechen aufgeklart. Ich wurde Uber alle Fragen eingehend informiert, und die
Telefonnummern fiir spater auftretende Fragen sind mir bekannt.

Eine Kopie der Patienteninformation und Einwilligung habe ich erhalten, gelesen und
verstanden.

Ich wurde Uber Art und Weise der Datenverarbeitung und Uber die
Datenschutzmalinahmen informiert.

Hiermit erkldre ich, dass ich alle mir erteilten Informationen verstanden habe,
ich zur Teilnahme an der Studie bereit bin und mit der anonymen Verarbeitung

mainar Matan ainuvarctandan hin
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Ort, Datum Unterschrift Studienteilnehmer/in

Ort, Datum Unterschrift Studienverantwortliche/r
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