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Zusammenfassung 

Einleitung: Die Pseudallescheria/Scedosporium-Artengruppe gehört zu den 

Schimmelpilzen bzw. Ascomyceta. Diese fakultativ pathogenen Umweltpilze 

verursachen ein breites Spektrum von Erkrankungen wie zum Beispiel den 

Madurafuß, Hirnabszesse bei Beinahe-Ertrunkenen, eine chronische Kolonisation 

bei CF-Patienten oder schwere invasive Systemmykosen. Aufgrund ihrer 

schweren Behandelbarkeit mit den zurzeit verfügbaren Antimykotika zählen sie zu 

den „emerging pathogens“. 

Material und Methoden: Für dieses Projekt stellte das CBS folgende Pilzstämme 

und Pilzarten zur Verfügung: Scedosporium aurantiacum (4 Stämme), S. 

apiospermum, Pseudallescheria ellipsoidea, P. angusta und P. boydii (2 Stämme). 

Auf der Suche nach neuen verbesserten diagnostischen und therapeutischen 

Möglichkeiten wurden diese Schimmelpilze untersucht. Als erstes Experiment 

wurde die Identifikation des Metabolitenprofils bzw. eines Biomarkers mittels GC-

MS erprobt. Des Weiteren wurde die Empfindlichkeit der Pilze gegenüber den 

Substanzen Resveratrol, Salizylsäure, Juglon, Emodin, Quercetin, 2-Methoxy-1,4-

naphtochinon und Physcion getestet. Mit Hilfe des Modellorganismus Galleria 

mellonella wurde die Pathogenität der Pilzstämme bestimmt.  

Ergebnisse: Als flüchtige Metaboliten der Scedosporium/Pseudallescheria-

Artengruppe wurden 25 Verbindungen identifiziert. Die Substanzen Salizylsäure, 

Juglon und 2-Methoxy-1,4-naphtochinon inhibierten das Wachstum bei 

Konzentrationen zwischen 1 und 0,001 mg/ml, bei allen anderen Substanzen 

konnte keine Inhibierung erreicht werden. Im Versuch zeigte sich, dass die Larven 

von Galleria mellonella nach einer artifiziellen Infektion mit P. angusta am 

schnellsten und durch P. boydii am langsamsten verstarben. 

Diskussion: Das Metabolitenprofil konnte ermittelt werden und es deutete sich 

an, dass die Unterscheidung der Arten mittels Metabolitenprofil zielführender war 

als die Suche nach einem artspezifischen Biomarker. Die Extrakte aus den 

Neophyten konnten das Pilzwachstum nicht in einem befriedigend Ausmaß 

hemmen.  Es empfiehlt sich, andere Substanzen auf ihre wachstumshemmende 

Wirkung zu untersuchen. Die unterschiedliche Pathogenität der Artengruppe 

wurde nachgewiesen, aber aufgrund der Diskrepanzen der Ergebnisse und der 

Unsicherheit, was die Todesursache der Raupen war, ist eine Wiederholung des 

Experimentes unter einem erweiterten Protokoll sinnvoll.  
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Abstract 

Introduction: The Pseudallescheria/Scedosporium species complex belongs to 

the clade of ascomycete or sac fungi. These ubiquitous environmental microbes 

can cause a wide range of disease, e.g. the Madura foot, brain abscess after a 

near drowning event and disseminated mycotic infections of immunosuppressed 

patients. Patients with cystic fibrosis often show chronical colonization of 

Scedosporium. Treatment possibilities are very rare due to the therapy refractory 

character of this fungi. Therefore they are part of the so called “emerging 

pathogens”. 

Material and Methods: The CBS provided the following species of the 

Scedosporium-complex for this research: Pseudallescheria angusta, P. boydii (2 

strains), Scedosporium apiospermum, P. ellipsoidea and S. aurantiacum (4 

strains). Those nine strains were analysed with three novel methods to find better 

ways for diagnosis and treatment of infections. First of all we tried to detect volatile 

metabolites using the means of gas chromatography in combination with a mass 

spectroscopy. The second method tested compounds (resveratrol, emodin, 

quercetin, physcion, 2-methoxy-1,4-naphthoquinone, juglon, salicylic acid) of 

neophytes and other plants for their antimycotic activities. The last trail included 

the investigation of the virulence of the different strains using an animal model. We 

choose the larvae of the great wax moth Galleria mellonella as suitable model. 

Results: It was possible to detect 25 potentially volatile metabolites of the 

Scedosporium species. Salicylic acid, Juglon and 2-methoxy-1,4-naphthoquinone 

showed a MIC which ranged from 1 to 0.001 mg/mL. All other tested compounds 

were not able to inhibit fungal growth at all concentrations tested. The data of the 

animal testing demonstrated that larvae with an infection of P. angusta died first 

and P. boydii. lived longest. 

Conclusion: The metabolite profile was identified and it is very likely that the 

distinction of species by means of metabolite profile is more effective than the 

search for species-specific biomarkers. The fungicidal effects of the extracts from 

the neophytes tested were rather low and not convincing. We suggest to 

investigate other compounds. We have been able to prove the different virulence 

of the species group. Yet two other problems occurred: we had matters with the 

reproducibility of the results and the actual cause of death. The repetition of the 

trial with the animal model with an extended protocol seems absolutely essential. 
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1 Einleitung  

 

1.1 Pilze  

Pilze bilden ein eigenständiges Reich der höheren Lebewesen (Eukaryoten) und 

sind phylogenetisch mit den Tieren näher verwandt als mit den Pflanzen. Derzeit 

sind über 600.000 Pilzarten bekannt. [Mora et al. 2011] Die Besonderheit der Pilze 

ist, dass sie eine große Varietät bezogen auf Form, Fortpflanzungsmodus und 

metabolische Prozesse zeigen. [Wöstemeyer 2009] 

1.1.1 Biologie der Pilze 

Pilzzellen sind gekennzeichnet durch einen Zellkern, Chromosomen, 

endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien und Ribosomen. Im Gegensatz zu 

den autotrophen Pflanzen besitzen sie kein Chlorophyll für die Photosynthese und 

sind daher auf exogene Ernährungsquellen angewiesen. [Seebacher et al. 1990] 

Pilze wachsen entweder in Form von Sprosspilzen (Hefepilze), in Form eines 

Pseudomyzels (lose Sprossenkette) oder als Hyphen (fadenartiges Gebilde mit 

oder ohne Kompartimente). Ihre Zellwände bestehen aus Polysacchariden, 

Glykosacchariden, Proteinen und Chitin. Es gibt dimorphe Pilze, welche sich je 

nach Temperatur als Hefe oder myzelbildende Pilze differenzieren. [Fuchs et al. 

2014] 

Pilze zählen zu den Aerobiern und ernähren sich heterotroph. Die 

Stoffwechselprozesse der Pilze sind sehr vielschichtig. Daraus erklärt sich ihre 

Anwendung in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie. [Buselmaier 2012] 

Viele Pilze besitzen die Fähigkeit, Enzyme zu sezernieren. Sie spalten 

hochkomplexe Stoffe wie Cellulose oder Lignin. Damit tragen Pilze erheblich zur 

Umsetzung der Biomasse bei. [Munk und Dersch 2008] 

Jahrzehntelang galt die Art der Fortpflanzung als Einteilungskriterium der Pilze, 

wobei diese in eine sexuelle sowie asexuelle Gruppe unterteilt wurden. Bei der 

sexuellen Fortpflanzung (Teleomorph) kommt es zur Fusion von zwei haploiden 

Zellkernen, wodurch eine diploide Zygote entsteht. Nach dem Ablaufen einer 

Meiose entsteht eine haploide sexuelle Spore, welche zur Ausbreitung dient. Die 
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asexuelle Vermehrung (Anamorph) kann auf zwei Wegen ablaufen. Bei Hefen 

kommt es zur Zellsprossung und Zellwandausstülpung, bis sich die Tochterzelle 

abschnürt. Bei Fadenpilzen entstehen rein klonale asexuelle Sporen. [Campbell 

und Reece 2011] 

Je nach Pilzgattung unterscheidet sich die Morphologie in den zwei 

Fortpflanzungsstadien massiv voneinander. Deshalb war es bisher  sehr häufig 

der Fall, dass die teleomorphe Form eines Pilzes nicht wie seine anamorphe Form 

benannt ist, sondern als eine andere eigenständige Art betrachtet wurde. Derzeit 

wird jedoch ein neues Nomenklatursystem ausgearbeitet, welches unter der 

Maxime „One Fungus One Name“ steht. [Hawksworth et al. 2011] 

Es gibt eine Reihe von Pilzen, bei denen kein sexuelles Stadium bekannt ist. 

Diese bezeichnet man als Anamorphen und auch als fungi imperfecti. [Hof et al. 

2014] 

1.1.2 Klassifikationen 

Die Kriterien, anhand derer die Klassifikationen vorgenommen werden, sind die 

medizinischen Aspekte, der Fortpflanzungsmodus beziehungsweise die 

Erkenntnisse aus phylogenetischen DNA-basierten Untersuchungen.  

Die DHS-Klassifikation gliedert die Pilze in vier Kategorien: Dermatophyten, 

Hefen, Schimmelpilze und dimorphe Pilze. Dermatophyten bilden Hyphen und 

manifestieren sich typischerweise an Haut und Hautanhangsgebilden. Hefen 

zeichnen sich durch die Vermehrung durch Sprossung aus. Die Gruppe der 

Schimmelpilze fasst alle Pilze zusammen, welche ein watteartiges koloriertes oder 

weißes Myzel aufweisen.  

Früher zählte man die Pilze zu den Pflanzen. Deshalb orientierte sich die 

Klassifikation, wie allgemein in der Botanik üblich, an der Art der Reproduktion. 

Diese teilt die Pilze in Anamorphe (asexuelle) und Teleomorphe (sich sexuell 

fortpflanzende Pilze) ein. Diese Einteilung bestimmte auch die Nomenklatur der 

Pilze. [Seebacher et al. 1990] 

Im Zuge der molekularbiologischen Entwicklungen zeigte sich jedoch, dass diese 

Einteilung nicht mehr korrekt ist, da Pilze mit Tieren näher verwandt sind als mit 

Pflanzen. Es wurde lange Zeit angenommen, dass Trichophyton mentagrophytes 
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und Arthroderma benhamiae zwei verschiedene Arten seien. PCR-Analysen 

zeigten aber, dass diese genetisch völlig identisch sind und es sich lediglich um 

die anamorphe und teleomorphe Form handelt. Dies ist nur einer von vielen 

Fällen, bei denen die teleomorphe Form der Pilzgattung einen anderen Namen 

trägt als ihre anamorphe. [Taylor 2011] Seit Jahren diskutieren führende 

Mykologen, welche Namen in der Nomenklatur zu verwenden seien. [Hawksworth 

et al. 2011] 

Die biologische Einteilung auf Grundlage phylogenetischer Untersuchungen sieht 

folgende fünf Klassen vor: Basidiomyceta (Ständerpilze), Ascomyceta 

(Schlauchpilze), Zygomyceta (Jochpilze), Glomeromyceta (arbuskuläre 

Mykorrhizapilze) und Chytridiomyceta (Töpfchenpilze). [Fuchs et al. 2014] 

 

1.1.3 Medizinische Bedeutung  

Nur ein kleiner Teil der bekannten Pilzarten ist humanpathogen. Man spricht je 

nach Literaturquelle von 100 bis 300 Arten. [de Hoog 2011] Die Anzahl der 

Pilzinfektionen, insbesondere der invasiven Mykosen, ist aktuell zunehmend. Als 

Ursachen dafür werden unter anderem die steigende Anzahl der 

Immunsupprimierten, häufiger Antibiotikagebrauch, zytostatische Therapien bei 

Malignomen oder der Anstieg der Prothesenimplantation genannt. Deshalb 

werden viele Pilze auch als opportunistische Erreger bezeichnet. In den 

vergangen Jahren änderte sich das Erregerspektrum bei invasiven Mykosen. 

Früher galt Candida albicans als Haupterreger, jetzt nehmen Infektion mit 

Fusarien, Aspergillus-Arten und Zygomyzeten zu. [Lass-Florl 2009] 

Trotzdem findet man auch bei immunkompetenten Patienten Pilzinfektionen, 

welche aber meist lokal beschränkt sind. Dazu zählen viele Pilze der 

Dermatophyten-Gruppe (zum Beispiel Trichophyton rubrum), die Fuß- und 

Nagelpilz hervorrufen. Bekannt sind auch allergische und toxische Reaktionen auf 

eingeatmete oder verzehrte Pilzbestandteile. Gefürchtet werden Pilze, die Toxine 

produzieren wie beispielsweise das Aflatoxin des Aspergillus flavus. Seine 

gebildeten Toxine gelten als kanzerogen und verursachen hepato-zelluläre 

Karzinome. [Suerbaum und Hahn 2012, Kew 2013]  
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1.2 Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe 

 

1.2.1 Die Artengruppe 

Die Artengruppe Scedosporium/Pseudallescheria wird den Schlauchpilzen 

(Ascomyceta) beziehungsweise in der DHS-Klassifikation den Schimmelpilzen 

zugeordnet und kann eine Vielzahl von Erkrankungen verursachen. Allgemein gilt, 

dass Scedosporium-Arten das anamorphe Äquivalent zu Pseudallescheria 

darstellen. [Neumeister et al. 2009] 

Die Artengruppe Scedosporium/Pseudallescheria hatte in der Vergangenheit 

bereits einige Namensänderungen erfahren. [Buzina et al. 2006] Gegenwärtig breit 

anerkannt sind die von Gilgado und Mitarbeitern publizierten Arten: P. boydii, P. 

ellipsoidea, P. angusta, P. fusoidea, S. apiospermum, S. dehoogii, P. minutispora, 

S. aurantiacum sowie S. prolificans. [Gilgado et al. 2008] Letztere Art hebt sich 

deutlich phylogenetisch als auch in ihrem Resistenzverhalten von den anderen ab. 

Aus diesem Grunde und auch als Konsequenz auf die Amsterdam Declaration on 

Fungal Nomenclature [Hawksworth et al. 2011] beziehungsweise auf den 

International Code of Nomenclature for Algae, Fungi, and Plants (Melbourne 

Code) [McNeill 2012], wonach nach dem Prinzip „One Fungus One Name“ 

anamorphe und teleomorphe Formen nur mehr einen (gemeinsamen) Namen 

haben sollen, wird eine Abspaltung von S. prolificans als Lomentospora prolificans 

sowie der Ersatz von Pseudallescheria durch Scedosporium für alle Arten dieser 

Gruppe diskutiert. [Lackner et al. 2015] 

Bei der In-vitro-Kultivierung zeigen die Scedosporium-Arten ein zuerst weißes 

watteartiges Myzel, welches sich nach einiger Zeit grau bis braun verfärbt. [Darai 

2012] 

Mikroskopische Charakteristika sind die hyalinen Hyphen mit einzelligen runden 

bis ovalen Konidien, die an der Spitze verlängerter Konidiophoren gebildet 

werden. [Neumeister et al. 2009] 

Ein Reservoir für Scedosporium-Arten stellen stehende Gewässer, der Erdboden 

und Tierkot dar. Deshalb werden sie auch als Umweltpathogene bezeichnet. [de 

Hoog 2011] 
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1.2.2 Erkrankungen 

Die Stämme S. apiospermum, S. boydii, S. aurantiacum und S. prolificans werden 

als humanpathogen angesehen.  

Wohl am längsten bekannt ist das Krankheitsbild des Madurafußes, welches nach 

einer traumatischen Inokulation mit S. apiospermum entsteht. Scedosporium-Arten 

können auch Auslöser von Augen-, Nasennebenhöhlen- und Lungeninfektionen 

sein [Cortez et al. 2008]. Bei immunsupprimierten Patienten kann sich durch eine 

disseminierte Infektion unter anderem eine septische Arthritis oder Osteomyelitis 

entwickeln. [Issakainen et al. 2010] 

Bei Beinahe-Ertrunkenen manifestieren sich die neurotrophen Pilze nach einigen 

Wochen in Form von multiplen zerebralen Abszessen und führen zu einem 

schwerwiegenden Krankheitsverlauf. [Buzina et al. 2006] 

Patienten mit zystischer Fibrose neigen zur chronischen Besiedlung mit Pilzen, 

wobei Scedosporium-Arten dabei sehr häufig sind. [Masoud-Landgraf et al. 2014] 

Dies stellt ein Problem dar, wenn sich die Erkrankung im Endstadium befindet. 

Das Mittel der Wahl wäre eine Lungentransplantation, welche aber aufgrund der 

Pilzkolonisation kontraindiziert ist. [Cimon et al. 2000] 

Es lässt sich zusammenfassen, dass Scedosporium-Arten zu den „emerging 

pathogens“ gezählt werden. Infektionen sind zwar nicht häufig, betreffen aber zum 

größten Teil immuninkompetente Patienten. Ist die Infektion erst einmal 

ausgebrochen, gibt es aufgrund der ausgeprägten Resistenzlage keine allzu 

großen therapeutischen Möglichkeiten. [Kaban 2008]  

1.2.3 Diagnostik und Therapie  

Um eine Diagnose zu stellen, wird zuerst geeignetes Material für die 

Untersuchung gewonnen. Bei Verdacht auf eine Scedosporium-Infektion bei 

einem Hirnabszess ist es notwendig, dass man geeignetes Probematerial direkt 

von der infizierten Stelle gewinnt. Anders als bei Bakterien kann man die Pilze 

nicht im Liquor diagnostizieren. Proben, welche durch eine Broncho-alveoläre 

Lavage gewonnen werden, oder die Untersuchung des Bronchial- oder 

Trachealsekrets und des Sputums eignen sich zur Identifikation von pulmonalen 

Scedosporium-Infektionen. Es soll darauf geachtet werden, dass es nicht zu einer 
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Kontamination mit Erregern der oberen Atemwege kommt. [Neumeister et al. 

2009] 

Für die Diagnostik ist es notwendig, dass man selektive Nährmedien wie SceSel+ 

oder SceSel II verwendet, um eine Kontamination durch z.B. Aspergillus-Arten zu 

vermeiden. Im Routinebetrieb findet die Diagnostik nur bis zur Identifikation der 

Artenebene statt. Für phylogenetische Untersuchungen verwendet man 

molekularbiologische Untersuchungsmethoden. [Horre et al. 2009] 

Die Testung von antimykotischen Substanzen aus der Gruppe der Azole und 

Echinocandine zeigt, dass viele Antimykotika keine effektive Wirkung besitzen. Am 

besten inhibiert Voriconazol das Pilzwachstum. Micafungin und Posaconazol 

besitzen eine mäßige Wirksamkeit bei den meisten Scedosporien-Stämmen. 

Aktuell wird entweder eine Monotherapie mit Voriconazol oder eine 

Kombinationstherapie von Voriconazol mit Micafungin beziehungsweise 

Posaconazol mit Micafungin favorisiert. S. prolificans wird als multirestistenter 

Stamm eingestuft. [Lackner et al. 2012] 

 

1.3 Volatile Organic Compounds 

Jeder Organismus sondert bestimmte flüchtige organische Verbindungen aus 

Stoffwechselprozessen ab, welche man teilweise als charakteristischen Geruch 

wahrnehmen kann. Als Beispiele können Schimmelkäse aber auch der modrige 

Geruch von Kellern mit Schimmelpilzbefall genannt werden. [Kai et al. 2009] Der 

Geruch von Mikroorganismen wird aus einer komplexen Zusammenstellung von 

flüchtigen organischen Verbindungen gebildet. [Dunkel et al. 2009] Aus 

chemischer Sicht sind VOC flüchtige organische Substanzen mit einer geringen 

molekularen Masse (unter 300 g/mol), einem hohen Dampfdruck und niedrigem 

Siedepunkt. [Piechulla und Degenhardt 2014] 

Forschungsarbeiten zeigen, dass VOC für eine Vielzahl von biologischen 

Prozessen verantwortlich sind, wie zum Beispiel für die Kommunikation von Pilzen 

und Bakterien. 

Um das Metabolitenprofil eines Organismus zu untersuchen, wird entweder das 

Material eines kultivierten Organismus oder die von ihm produzierte Gasphase 
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verwendet. Der Goldstandard dafür ist die Gas-Chromatografie gekoppelt mit einer 

Massenspektroskopie (GC-MS). Die Probe wird zuerst gaschromatografisch 

aufgetrennt. Im Anschluss werden die sich in der Probe befindlichen Stoffe durch 

eine Massenspektroskopie analysiert. Das am Ende erhaltene Chromatogramm 

zeigt alle in der Probe detektierten Verbindungen. Weitere sehr häufig 

angewendeten Methoden sind die ion-flow tube mass spectrometry, ion-molecule 

reaction mass spectrometry und electronic nose. [Shestivska et al. 2002] 

Aktuelle Forschungen befassen sich mit der Untersuchung mikrobieller VOC. 

Sowohl bei den Bakterien als auch bei den Pilzen gibt es vielversprechende 

Erkenntnisse. So zeigen Studien, dass es möglich ist, mit dieser Methode 

verdorbene Lebensmittel zu identifizieren [Sberveglieri et al. 2014] und den 

Schimmelpilzbefall in Trockenbauwänden [Betancourt et al. 2013] zu entdecken. 

Das Prinzip besteht darin, dass anhand des Metabolitenprofils ein Biomarker 

identifiziert wird, der eindeutig auf das Vorhandensein eines spezifischen Keimes 

hinweist. In der medizinischen Forschung wird aktuell versucht diese Methode zu 

verfeinern, sodass sie im klinischen Alltag Verwendung finden kann. Es ist 

möglich, VOC mit geeigneten Methoden in der Atemluft, im Urin oder im Stuhl zu 

bestimmen. Ziel dieser neuen Methode ist es, dass schneller und einfacher 

erkannt werden kann, ob ein Patient mit einem bestimmten Mikroorganismus 

infiziert ist und ob somit eine therapeutische Intervention erforderlich ist. [Sethi et 

al. 2013] Momentan dauert es zwei bis vier Tage, bis man bei einem Verdacht auf 

eine Pneumonie den Kulturnachweis und das Antibiogramm erhält. Eine Vision ist, 

dass mittels dieser Methode schon nach 24 Stunden der Keim identifiziert werden 

kann und so schneller eine optimale Target-Therapie eingeleitet werden kann. 

[Junger 2012] 

Seit 2014 existiert eine kontinuierlich wachsende Datenbank für VOC. Doch 

aktuell gibt es noch keine Information zu VOC der Scedosporium-Arten. [Lemfack 

et al. 2014] 

 

1.4 Pflanzenextrakte von Neophyten 

Als Neophyten bezeichnet man Pflanzen, welche in den letzten Jahrhunderten 

nach Europa eingeschleppt wurden und hier zuvor nicht heimisch waren.  
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Diese können sich teilweise aufgrund von fehlenden Feinden enorm schnell 

verbreiten und die einheimischen Gewächse verdrängen. Häufig werden sie als 

Schädlinge bewertet, doch eventuell stellen sie eine potentielle Quelle für 

medizinisch wirksame Pflanzenextrakte dar. [Purves et al. 2011] 

Zu den Neophyten zählt Fallopia japonica, welche auch unter dem Namen 

japanischer Staudenknöterich bekannt ist und bevorzugt in der Nähe von Flüssen 

wächst. Schon seit Jahrtausenden werden die getrockneten Wurzeln dieser 

Pflanze in der Traditionellen Chinesischen Medizin bei Erkältungen oder bei der 

Behandlung von Schlangenbissen verwendet. [Zhang 2013] Extrakte dieser 

Pflanze wurden auf ihre pharmakologischen Eigenschaften untersucht. Es wurde 

gezeigt, dass F. japonica-Extrakte sowohl antivirale als auch antibakterielle 

Wirkung zeigen. [Peng et al. 2013] Pandit bewies in einer Studie, dass eine 

Mundspülung aus diesem Pflanzenextrakt vor dem kariesverursachenden 

Streptococcus mutans schützt. [Pandit et al. 2012] Die antimykotische 

Wirksamkeit besteht gegenüber Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, 

Fonsecaea pedrosoi und Candida albicans. [Peng et al. 2013] 

Aus dieser Pflanze können eine Vielzahl von organischen Verbindungen wie 

Resveratrol, Quercetin, Emodin und Physcion gewonnen werden. Ihre 

wachstumshemmende Wirkung auf Mikroorgansimen wurde bereits von einigen 

Arbeitsgruppen untersucht.  

In keiner Studie konnte bislang bestätigt werden, dass das Antioxidans 

Resveratrol das Wachstum von diversen Candida-Arten negativ beeinflusst. 

[Collado-Gonzales et al. 2012, Weber et al. 2011]  

Über Emodin ist bekannnt, dass es bei einer Infektion mit Escherichia coli [Ubbink-

Kok et al. 1986], Enterovirus 71 und Japan-Enzephalitis-Virus positive Effekte 

besitzt. [Lin et al. 2008] 

Physcion zeichnet sich dadurch aus, dass es wirksam gegen den 

Pflanzenschädling Blumeria graminis (echter Mehltau) ist. [Ma et al. 2010]  

Auch über den Bestandteil Quercetin gibt es Erkenntnisse bezüglich seiner 

inhibitorischen Wirkung auf den Influenza-A-Virus [Fan et al. 2011] und den 

pflanzenpathogenen Pilz Magnaporthe oryzae. [Liu et al. 2010] 

Das indische Springkraut (botanischer Name: Impatiens glandulifera) ist für seine 

harntreibende Wirkung und als Brechmittel aus der Naturheilkunde bekannt. Für 
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die pharmakologischen Eigenschaften wird 2-Methoxy-1,4-naphtochinon 

verantwortlich gemacht. Dieses wirkt antibakteriell auf Helicobacter pylori. [Wang 

und Lin 2012] Die antimykotischen Effekte konnten für Candida albicans, 

Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum und 

Fusarium oxysporum nachgewiesen werden. [Yang 2001] Zur Prävention von 

oralen Candida-Infektionen wurde ein Extrakt mit 2-Methoxy-1,4-naphtochinon mit 

einer Chlorhexidin-Mundspülung verglichen und als gleich effektiv eingestuft. 

[Sritrairat et al. 2011] 

Salizylsäure wird aus der Rinde der Silberweide und aus den Blättern der 

Moosbeere gewonnen. Sie ist für ihre bakteriostatischen, fungiziden und 

keratolytischen Eigenschaften bekannt, was durch eine Vielzahl von Studien 

belegt ist. In einer Vergleichsstudie wurde gezeigt, dass Salizylsäure einen 

vergleichbaren Effekt wie Nystatin besitzt, wenn es um die Behandlung von oralen 

Candida-Infektionen geht. [Petruzzi et al. 2010] Eine Beschichtung von 

Harnkathetern mit Salizylsäure soll die Rate der Katheter-assoziierten 

Harnwegsinfekte reduzieren. [Farber und Wolff 1993] 

Aus der unreifen Rinde der Walnuss wird der braune Naturfarbstoff Juglon 

gewonnen. Seine antikanzerogene, antimikrobielle und 

lebensmittelkonservierende Wirkung wurde beschrieben. Simonsen et al. fanden 

heraus, dass Juglon zwar das Wachstum bei Candida albicans hemmt, aber 

dagegen bei Aspergillus fumigatus und Penicillium expansum keine inhibierenden 

Wirkungen zu verzeichnen sind. [Simonsen et al. 2006] Gegen einen weiteren 

Pilz, Pleurotus sajor-caju, besteht eine antimykotische Wirksamkeit. [Curreli et al. 

2001] 

 

1.5 Der Modellorganismus Galleria mellonella 

Das Insekt Galleria mellonella aus der Familie der Pyralidae wird auch als Große 

Wachsmotte oder als „honeycomb moth“ bezeichnet, da sie in Bienenstöcken als 

Parasit wohnt. Eine Wachsmotte lebt zwischen vier und 24 Wochen. [Robinson 

2005] Während dieser Zeit durchläuft sie dabei eine Metamorphose mit den 

Stadien Ei, Larve, Raupe, Verpuppung und Falter. Die Raupe, welche zwischen 

23 und 28 mm groß ist, besitzt ein weiß-gräuliches Colorit. [Lewbart 2012] Nach 

etwa 18 Tagen verpuppt diese sich zum Falter.  
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Die Larve der Wachsmotte kann verwendet werden, um die Pathogenese von 

mikrobiellen Infektionen zu erforschen und um pharmakologische Substanzen zu 

testen. Ausschlaggebende Gründe für die Verwendung dieses 

Minimodellorganismus sind die einfache Handhabung im Labor, der niedrige 

Einkaufspreis und auf Grund ihrer Größe eine einfachere Injektion von 

Sporenmaterial in die Haemozöle. Außerdem findet die Verwendung von Insekten 

als Versuchstiere mehr Akzeptanz als Versuche mit Wirbeltieren; sie ist zudem 

nicht genehmigungspflichtig. [Fuchs und Mylonakis 2006, Scully und Bidochka 

2006] Speziell für diese Arbeit war es wichtig, dass sowohl die zu untersuchenden 

Pilze als auch das verwendete Versuchstier das gleiche Temperaturoptimum 

besitzen, um optimale Versuchsbedingungen zu schaffen. 

Mehrere Studien gelangten zu dem Ergebniss, dass das angeborene 

Immunsystem von G. mellonella eine große Ähnlichkeit mit dem der Säugetiere 

aufweist, weshalb diese gerne für Studienzwecke herangezogen wird. Die 

Haemolymphe, welche die Haemozöle ausfüllt, übernimmt Aufgaben wie den 

Transport von Stoffwechselprodukten oder von Signalmolekülen. [Matha und Acek 

1984] Das Immunsystem der Motte besteht aus folgenden Zellen: Granulozyten, 

Plasmazellen, Prohämozyten, Coagulozyten, Sphärozyten und Onozytoide. 

[Junqueira 2012] Die Hämatozyten werden bei dem Eindringen von 

Mikroorganismen aktiviert und versuchen, Keime unschädlich zu machen. [Lavine 

und Strand 2002] Features der humoralen Immunantwort des Insektes sind die 

Melaninproduktion, Wundheilung, Bildung von antimikrobiellen Peptiden und die 

Gerinnungsaktivierung durch Hämatozyten. [Kavanagh und Reeves, 2004] Die 

produzierten Peptide richten sich gegen Komponenten der Zellwände und 

Membranen der fremden Keime. Durch Versuche ist bekannt, dass eine 

Modulation des Immunsystems durch Wärme [Mowlds und Kavanagha 2008] oder 

Nahrungsreduktion [Banville et al. 2012] möglich ist.  

Limitierende Faktoren für die Arbeit mit Wachsmotten sind, dass diese kein 

vollständig sequenziertes Genom aufweisen und dass es keine Möglichkeit gibt, 

mutierte Stämme zu generieren. Untersuchungen des Galleria-Genoms durch 

Vogel et al. brachten neue Erkenntnisse über stressinduzierte Gene und das 

grundlegende Verständnis über die Immunantwort von G. mellonella. [Vogel et al. 

2011]  
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1.6 Anliegen der Studie 

Im Rahmen der ISHAM und ECMM Working Group for 

Scedosporium/Pseudallescheria Infections und Barcoding of Medical Fungi 

wurden an ausgewählte Labore weltweit neun Pilzstämme aus der Artengruppe 

Scedosporium/Pseudallescheria versandt. Die Aufgabe bestand darin, diese mit 

unterschiedlichsten Methoden zu untersuchen, um neue Erkenntnisse für 

Diagnostik und Therapie zu erhalten. 

Diese Studie untersucht die Pilzstämme mittels dreier Methoden:  

1) Untersuchung der MVOC von Scedosporium/Pseudallescheria 

Diese Methode verwendet die Detektion von VOC mittels einer 

Gaschromatografie gekoppelt mit einer Massenspektroskopie in Kooperation 

mit dem Institut für Analytische Chemie und Lebensmittelchemie der 

Technischen Universität Graz. Die entstandenen Chromatogramme werden auf 

mögliche spezifische Verbindungen analysiert, da es aktuell noch keine 

Erkenntnisse über die VOC von Scedosporium-Arten gibt.  

2) Untersuchung von Extrakten aus Neophyten 

Aufgrund der aktuell nicht zufriedenstellenden Behandlungsmöglichkeit von 

Scedosporium-Infektionen soll in einem In-vitro-Versuch eine mögliche 

wachstumshemmende Wirkung der Substanzen Resveratrol, Salizylsäure, 

Juglon, Emodin, Quercetin, 2-Methoxy-1,4-naphtochinon und Physcion in 

verschiedenen Konzentrationsstufen geprüft werden. Dies wird im Anschluss 

mit der Sensitivität der Antimykotika Voriconazol und Posaconazol verglichen.  

3) Galleria mellonella Modell 

Der letzte Teil dieser Versuchsgruppe befasst sich mit einer 

Pathogenitätsbestimmung der Scedosporium-Artengruppe unter Verwendung 

des Modellorganismus G. mellonella. Es soll untersucht werden, ob es 

Unterschiede bezüglich der Pathogenität der einzelnen Arten gibt. 

 

 



 

 12 

2 Material und Methoden 

 

2.1 Pilze 

2.1.1 Herkunft 

Die Pilzstämme wurden vom niederländischen Centraalbureau voor 

Schimmelcultures (CBS) − Fungal Biodiversity Centre für die Versuche zur 

Verfügung gestellt (Tabelle 1). 

Name der Pilze 

und 

Probennummer 

Erstmalige Beschreibung Herkunft der Probe 

S. aurantiacum 

CBS 116910 

Gilgado, Cano, Gené und 

Guarro 

2005 

 

 

 

Wundsekret eines Ulkus am Knöchel 

Spanien/ 2004 

S. aurantiacum  

CBS 136046 

menschliche Lunge 

Australien/ kein Jahr bekannt 

S. aurantiacum  

CBS 136047 

Erde 

Australien/ kein Jahr bekannt 

S. aurantiacum  

CBS 136049 

Erde vom Spielplatz 

Österreich/ kein Jahr bekannt  

S. apiospermum 

CBS 117410 

Saccardo ex. Castellani und 

Chalmers 1919 

Gartenerde 

Spanien/ kein Jahr bekannt 

P. ellipsoidea  

CBS 301.79 

McGinnis, Padhye und Ajello 

1982 

Kuhdung 

Niederlande/ 1979 

P. angusta  

CBS 254.72  

McGinnis, Padhye und Ajello 

1972 

Kläranlage  

USA/ 1972 

P. boydii 

CBS 120157 

McGinnis, Padhye und Ajello 

1982 

Lunge eines Leukämiepatienten 

Frankreich/ Jahr nicht bekannt 

P. boydii 

CBS 117432  

Sputum eines Patienten mit CF 

Frankreich/ 1998 

Tabelle 1: Herkunft und erstmalige Beschreibung der verwendeten Proben  
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2.1.2 Anzucht der Kulturen 

Die Pilze wurden als bewachsene Schrägagarröhrchen geliefert. Diese wurden auf 

SAB-Agar (Herkunft bzw. Zusammensetzung siehe unten) und SecSel+-Agar (ein 

Malzager mit den Zusätzen Ciprofloxacin, Streptomycin, Chloramphenicol, 

Dichloran und Benomy hergestellt von der Firma Mykon, Österreich) überimpft und 

im Brutschank bei 35°C inkubiert. Nach dem erfolgreichen Anwachsen wurden die 

Keime für die Versuche verwendet.  

 

2.2 Untersuchung der VOC von 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe 

2.2.1 Material 

Reagenzien und Laborutensilien 

• Sabouraud-Dextrose-Agar  

bestehend aus Sabouraud-Dextrose-Agar (Merck, Deutschland) und den 

Antibiotika Gentamicin und Chloramphenicol (im Institut für Hygiene, 

Mikrobiologie und Umweltmedizin Graz hergestellt) 

• Schraubflaschen mit 20 ml Fassungsvermögen mit passendem 

Silikondeckel (Supelco Analytical, USA) 

Geräte 

• Brutschrank (Binder, Deutschland) 

• Agilent 6890 GC mit 5975 MSD (Agilent Technologies, USA)  

Software 

• GC/MSD ChemStation Software (Agilent Technologies, USA) 

2.2.2 Methoden 

Insgesamt wurden 50 Schrägagarschraubflaschen mit SAB hergestellt, um die 

neun Pilzstämme auf ihrer VOC zu untersuchen. Die zuvor autoklavierten 

Schraubflaschen wurden mit fünf ml des flüssigen Agars gefüllt und härteten in 

Schräglage bei Raumtemperatur aus. Danach wurden fünf Flaschen mit dem 

jeweiligen Keim beimpft und fünf als Negativkontrolle nur mit Medium belassen. 

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden bei 35°C im Brutschrank wurden die 
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Schraubflaschen luftdicht verschlossen und mittels Gaschromatografie gekoppelt 

mit einer Massenspektroskopie auf VOC untersucht.  

 
Abbildung 1: Schrägagarschraubflaschen, obere Reihe mit Pilzen bewachsen, untere Reihe mit SAB-Agar ohne Keim 

Die GC-MS, welche am Institut für Analytische Chemie und Lebensmittelchemie 

der Technischen Universität Graz durchgeführt wurde, verwendete die in                                       

Tabelle 2 stehenden Parameter 
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Ofenprogramm 

-10°C für 1 min, dann 12°C/min auf 230°C für 3 min 

Injektionsart 

Heater 

Druck 

Totaler Flow 

Laufzeit 

Splitles 

270° Grad 

106,24 kPa 

10,734 ml/min 

28,167 min 

Säulenparameter 

Säule 

Säulenlänge 

Säulendurchmesser 

Schichtdicke 

Trägergas 

HP-5MS-Säule  

30 m  

250 µm  

0,25 µm 

Helium 

Detektor 

Detektorart 

Solvent Delay 

Messbereich 

Massenspektrometer 

2,7 min 

20-300 Dalton 

                                      Tabelle 2: Parameter der GC-MS 

Die entstandenen Chromatogramme wurden in zwei Schritten analysiert.  

Im ersten Schritt wurden von jedem Stamm die gemeinsamen Peaks der fünf 

Proben notiert. Dazu in Bezug gesetzt wurden die Peaks des SAB-Nährmediums. 

Stellte sich heraus, dass der identifizierte Peak mit gleicher Höhe im Nährmedium 

und bei den Stämmen zu finden war, wurde dieser aus den Daten eliminiert.  

Danach erfolgte die Identifikation der VOC durch einen Vergleich der 

Massenspektren mit der Wiley7Nist05 Bibliothek.  

 

 

 

 

 



 

 16 

2.3 Untersuchung von Extrakten aus Neophyten 

2.3.1 Material 

Reagenzien und Laborutensilien 

• Eteststreifen der Antimykotika Voriconazol und Posaconazol (BioMérieux, 

Frankreich) 

• RPMI1640-Nährlösung (Sigma-Aldrich, USA)  

• Aceton (Sigma-Aldrich, USA) 

• 0,85% NaCl-Lösung (Sigma-Aldrich, USA) 

• Microtiterplatten 96 Well F (Sarstedt, Deutschland) 

• Eppendorfcups Fassungsvolumen 1,5 ml (Eppendorf, Deutschland) 

• RPMI1640-Platten (Astellas, UK)  

Testsubstanzen 

• Resveratrol (Sigma-Aldrich, USA) 

• Salizylsäure (Sigma-Aldrich, USA) 

• Juglon  

Pflanzenextrakt, zur Verfügung gestellt vom Institut für 

Pflanzenwissenschaften der Karl-Franzens-Universität Graz, Österreich 

• Emodin (Sigma-Aldrich, USA) 

• Quercetin (Sigma-Aldrich, USA) 

• 2-Methoxy-1,4-naphtochinon (Sigma-Aldrich, USA) 

• Physcion (Sigma-Aldrich, USA) 

Geräte 

• Analysenwaage (Mettler Toledo, Schweiz) 

• Vitex Densicheck (BioMérieux, Frankreich) 

• Vortex Mixer (VWR, USA)  

2.3.2 Methoden 

Für die Ausgangslösungen wurden die Testsubstanzen abgewogen und in Aceton 

gelöst.  

Bei Resveratrol und Salizylsäure war es möglich, eine Ausgangskonzentration von 

20 mg/ml zu erreichen. Die anderen Stoffe gingen bei dieser Konzentration nicht in 

Lösung, weshalb bei Juglon, Emodin, Quercetin, 2-Methoxy-1,4-naphtochinon und 
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Physcion eine Startkonzentration von 2 mg/ml verwendet wurde.  

Es wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe beginnend bei 2 mg/ml bis zu 0,00002 

mg/ml für Resveratrol und Salizylsäure hergestellt. Bei den anderen Substanzen 

begann die Verdünnungsreihe erst bei 0,2 mg/ml und endete bei 0,000002 mg/ml. 

Schlussendlich beinhalteten die Wells sechs Konzentrationsstufen, wobei die erste 

für Resveratrol und Salizylsäure bei 1 mg/ml lag und bei den anderen bei 0,1 

mg/ml.  

Von jedem Pilzstamm wurde eine Suspension mit einem McFarland von 0,5 in 

0,85% NaCl hergestellt und mittels Vitex Densicheck überprüft. Diese wurden 

zuerst 1:50 mit NaCl verdünnt und danach 1:20 mit RPMI-Nährlösung. 

In die Wells der Microtiterplatten wurden 100 µl Keimsuspension und 100 µl der 

Testsubstanz in der entsprechenden Verdünnung pipettiert. Zusätzlich wurde eine 

Negativkontrolle mit 200 µl RPMI und eine Positivkontrolle mit 100 µl 

Keimsuspension und 100 µl RPMI angefertigt. In einer feuchten Kammer wurden 

die Platten für 72 Stunden bei 35°C im Brutschrank inkubiert. 

Am Ende des Versuches wurden die Platten optisch unter dem Gesichtspunkt 

Wachstum (ja/nein) beurteilt und die entsprechenden Daten dokumentiert. 

Dieser Versuch wurde zweimal durchgeführt, und die Ergebnisse untereinander 

verglichen.  

Zum Vergleich wurde für jeden Stamm eine Resistenztestung mittels Etest mit 

Voriconazol und Posaconazol auf RPMI1640-Platten durchgeführt, die MIC 

abgelesen und dokumentiert. [Arendrup et al. 2012] 

 

2.4 Galleria mellonella Modell 

2.4.1 Material 

Versuchstiere 

Die Versuchstiere der Großen Wachsmotte Galleria mellonella wurden über eine 

biologische Wurmzucht bezogen. Die Raupen, welche sich im sechsten 

Larvenstadium befanden, wurden in kleinen Plastikdosen mit Luftlöchern und 

Sägespänen bis zur weiteren Verwendung im Kühlschrank bei 6°C gelagert. Drei 
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Stunden vor der Injektion wurden die Raupen aus dem Kühlschrank genommen.  

Reagenzien und Laborutensilien 

• IPS-Puffer bestehend aus 8,76 g NaCl, 0,36 g KCl, 15,76 g TRIS HCl, 3,72 

g EDTA, 4,72 g Natriumcitrat mit destillierten H2O auf einen pH-Wert von 

6,9 adjustiert  

 hergestellt im Institut für Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin Graz 

• Tween 80 (Polysorbitanum 80 oleinatum PHE 97) (ACM 

Handelsgesellschaft Apoka, Österreich) 

• Malzextraktagarplatten 

hergestellt im Institut für Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin Graz 

aus Malzextraktagar (Merck) 

• Sabourauddextroseagarplatte  

• leere Petrischalen (Greiner, Ungarn) 

• 40 µm Zellsiebe (BiologixResearch, China) 

• Eppendorfcups Fassungsvolumen 1,5 ml (Eppendorf, Deutschland) 

• U-100 Insulinnadeln mit 0,3 ml Volumen (BD Medical, Frankreich)  

• Türk Zählkammer (Preciss, Frankreich)  

Geräte 

• Vitex Densicheck (BioMérieux, Frankreich) 

• Vortex Mixer (VWR, USA) 

• Brutschrank (Binder, Deutschland) 

• Klima-Brutschrank (Binder, Deutschland)  

• Mikroskop (Zeiss, Deutschland)  

2.4.2 Methoden 

Um ausreichend Sporenmaterial für die Suspensionen zur Verfügung zu haben, 

wurden pro Stamm jeweils zehn MEA Platten beimpft und bei 35°C im Brutschrank 

für acht Tage bebrütet.  

Für die Herstellung der Injektionssuspensionen wurden die Konidien mit IPS 

abgelöst, wobei der Puffer mit Tween 80 versetz wurde, um dessen 

Oberflächenspannung zu reduzieren. Die Suspension wurde durch ein Zellsieb 

filtriert und in Reagenzgläsern aufgefangen. Nach der Sedimentierung wurde der 

Überstand abpipettiert und das Sediment in Eppendorfcups gefüllt. Der Cup wurde 
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mit IPS auf 2 ml aufgefüllt. Mit dem Vortex Mixer wurden die Konidien gleichmäßig 

in der Flüssigkeit verteilt.  

Unter Zuhilfenahme der Zählkammer wurde die Zellzahl in den Suspensionen 

ermittelt und so adaptiert, dass alle Suspensionen eine Konzentration von 5*108 

Konidien pro ml aufweisen.  

Pro Stamm wurden zehn gleich große lebendige Raupen ohne graue Stellen 

ausgewählt. Mit einer Subkutan-Spritze wurden 20 μl Keimsuspension in das 

Haemozöl des Tieres injiziert (siehe Abbildung 2 und Abbildung 3), welches somit 

1*107 Konidien erhielt. 

 
Abbildung 2: Hämozol einer Galleria mellonella 

 
Abbildung 3: Injektion der Keimsuspension in den Modellorganismus 

Zusätzlich wurden zwei Kontrollgruppen mit je zehn Versuchstieren verwendet. 

Eine Gruppe erhielt keine Injektion, bei der anderen wurde 20 μl IPS injiziert. Die 

Raupen wurden in Petrischalen gelegt, welche zuvor mit Zellstoff und Sägespänen  

auslegt wurden. Alle Schalen wurden in den Klima-Brutschrank bei 30°C, 65 %  
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Luftfeuchtigkeit und Dunkelheit gestellt.  

Alle 24 Stunden erfolgte eine Kontrolle. Es wurde ermittelt, wie viele Raupen noch 

am Leben sind, indem ihre Reaktion auf mechanische Reize getestet wurde. 

Regierte die Raupe nicht, so wurde diese aus der Petrischale entfernt und als 

verstorben dokumentiert. Der Versuch wurde nach dem Absterben aller 

Versuchstiere bzw. spätestens nach 14 Tagen beendet. 

Es wurde eine Versuchswiederholung durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit der 

Daten zu überprüfen.  

Die Daten wurden in Excel-Tabellen erfasst. Es wurde eine Sterbekurve für jeden 

Stamm ermittelt. Bei den Stämmen der Gattung P. boydii und S. aurantiacum 

wurde eine Durchschnittsgerade gebildet. Die Sterbekurven wurden untereinander 

verglichen. 

Zur Überprüfung einer möglichen Kontamination der Keimsuspensionen wurde 

von jeder Suspension ein Ausstrich auf SAB-Platten angefertigt. Dieser wurde bei 

35°C für 72 Stunden inkubiert. Beurteilt wurden die Platten nach alleinigem 

Scedosporien-Wachstum (rein), partieller Kontamination mit begrenztem 

Scedosporien-Wachstum und vollständige Kontamination.  
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3 Ergebnisse  

3.1 Untersuchung der MVOC von 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe 

3.1.1 Allgemeine Ergebnisse  

Um die VOC der Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe zu untersuchen, 

wurden die mit den Pilzstämmen bewachsenen Schrägagarschraubflaschen 

mittels GC-MS analysiert. Die dadurch entstandenen Chromatogramme mit ihren 

detektierten Verbindungen werden hier beschrieben. Insgesamt wurden 25 

verschiedene Verbindungen identifiziert, wobei es keine Substanz gab, welche in 

allen Proben zu finden war.  

Bei der Datenauswertung fällt auf, dass die Verbindungen Ethanol, 1-Propanal, 2-

Methyl-Propanal, 2-Methyl-1,3-Pentadien, 4-Methyl-1,3-Pentadien, 3-Methyl-

Butanal, Styrol, Cyclohexanon und Farnesen aus dem Überstand des 

Nährmediums ohne Pilze isoliert wurden, aber nicht bei allen neun Stämmen im 

VOC-Profil wieder zu finden sind. 
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S
A

B
 

Ethanol  702 - X X X - - - - X X 

Pentan  8003 - - - - - X X X - - 

Isobutanal  6561 - X X X X - - - X - 

1-Propanol  1031 - - - - - X X - X X 

2-Methyl-1-Propanol  6560 - X X X X X X X X X 

2-Methyl-1,3-Pentadien 638070 - X - X - - - - X - 

4-Methyl-1,3-Pentadien  13555 - X X X - - - - X X 

3-Methyl-Butanal 11552 - - - - - - - - X X 

Butanal        261 X - - - - - - - - - 

3-Hydroxy-2-Butanon  179 - - - - - - - - X - 

3-Methyl-Butanol  31260 X X X X X X X X - X 

4-Methyl-3-Hexanon  86501 - - - - - - - X - - 

Styrol  7501 - - - - - X - - X X 

Cyclohexanon  7967 X X X X X - X X - X 

1-Octen-3-ol  18827 - X X X - - - - - - 

3-Octanon  246728 - - - - - - - - X - 

2-Octanol  20083 - X X X X X X X X - 

Octylacetat  8164 - X - - - - - - - - 

2-Phenylethanol  6054 X - - - - - - - - - 

α-Phellandren  7460 - X - - - - - - - - 

α-Gurjunen  16213731 - - - - - - - - X - 

AC1LJS3K  979031 - - - - - - - - X - 

β-Sesquiphellandren 12315492 X - - - - - - - - - 

Farnesen  5281517 - X X X X - - - - X 

α-Bisabolen  86597 - X - - - - - - - - 

Tabelle 3: Übersicht aller gefundenen VOC im Experiment  
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3.1.2 Auswertung der Chromatogramme der einzelnen Arten  

Bei dem Stamm S. apiospermum (CBS 117410) konnten Butanal, 3-Methyl-

Butanol, Cyclohexanon, 2-Phenylethanol und β-Sesquiphellandren identifiziert 

werden (siehe Abbildung 4).  

 
Abbildung 4: Chromatogramm von S. apiospermum CBS 117410 

Das Metabolitenprofil für S. aurantiacium zeigte je nach Stamm ein 

unterschiedliches Metabolitenprofil. Die Verbindungen, die bei allen Stämmen 

dieser Art zu finden waren, sind Isobutanal, 2-Methyl-1-Propanol, 3-Methyl-

Butanol, Cyclohexanon, 2-Octanol und Farnesen. Weitere Verbindungen, welche 

nicht bei allen Stämmen zu finden waren, stehen in Tabelle 3. 

 
Abbildung 5: Chromatogramm von S. aurantiacum CBS 136046 
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Die Auswertung des Chromatogrammes von P. ellipsoidea (CBS 301.79) zeigt die 

Substanzen Pentan, 1-Propanol, 2-Methyl-1-Propanol, 3-Methyl-Butanol, Styrol 

und 2-Octanol (siehe Abbildung 6).  

 
Abbildung 6: Chromatogramm von P. ellipsoidea CBS 301.79 

Die VOC der beiden P. boydii Stämme wichen nur bei zwei Stoffen voneinander 

ab. In beiden Proben wurden folgende Verbindungen gefunden: Pentan, 2-Methyl-

1-Propanol, 3-Methyl-Butanol, Cyclohexanon und 2-Octanol. Bei der Probe CBS 

120157 wurde zusätzlich 1-Propanol nachgewiesen. Diese Verbindungen gab es 

bei der Probe CBS 117432 nicht, dafür aber 4-Methyl-3-Hexanon (siehe  

Abbildung 7).  

 
Abbildung 7: Chromatogramm von P. boydii CBS 117432 
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Bei P. angusta mit der Nummer CBS 254.72 wurden in der Auswertung des 

Chromatogrammes (siehe Abbildung 8) die VOC Ethanol, Isobutanal, 2-Methyl-1-

Propanol, 2-Methyl-1,3-Pentadien, 4-Methyl-1,3-Pentadien, 3-Methyl-Butanal, 3-

Hydroxy-2-Butanon, Styrol, 3-Octanon, 2-Octanol, α-Gurjunen, AC1LJS3K, 1-

Propanol und 2-Methyl-1-Propanal identifiziert.  

 
Abbildung 8: Chromatogramm von P. angusta CBS 254.72 

In den Schraubflaschen, welche nur das SAB-Nährmedium enthielten, wurden 

folgende Verbindungen identifiziert: Ethanol, 1-Propanol, 2-Methyl-1-Propanol, 4-

Methyl-1,3-Pentadien, 3-Methyl-Butanal, 3-Methyl-Butanol, Styrol, Cyclohexan und 

Farnesen (siehe Abbildung 9).  

 
Abbildung 9: Chromatogramm des Nährmediums mit SAB 
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3.1.3  Nachschlagen der MVOC in der Datenbank der Charité 

In der 2014 angelegten Datenbank zur Sammlung aller bekannten MVOC mit 

dazugehörigen Mikroorganismen wurden die in dieser Arbeit ermittelten MVOC 

nachgeschlagen. [Lemfack et al. 2014] Es wurde untersucht, bei wie vielen 

anderen Mikroorganismen diese schon nachweisbar waren beziehungsweise ob 

es Verbindungen gab, die noch nicht als MVOC identifiziert wurden. Die Stoffe 2-

Methyl-1,3-Pentadien, 4-Methyl-1,3-Pentadien und AC1LJS3K sind in der 

Datenbank noch nicht enthalten. In Tabelle 4 sind die ausführlichen Ergebnisse 

aller nachgeschlagenen Verbindungen des Experimentes aufgeführt. Die 

ermittelten Verbindungen sind bei folgenden Proben zu finden: 2-Methyl-1,3-

Pentadien ist bei zwei S. aurantiacum Stämmen und bei P. angusta zu finden. 4-

Methyl-1,3-Pentadien wurde bei drei S. aurantiacum Proben, bei P. angusta und 

im Nährmedium gefunden. Bei P. angusta konnte nur AC1LJS3K nachgewiesen 

werden. 

VOC, welche bei mehr als 

zehn anderen 

Mikroorganismen vorkamen 

VOC, welche bei zwei bis 

zehn anderen 

Mikroorganismen vorkamen 

VOC, welche nicht in der 

Datenbank zu finden waren 

Ethanol 
1-Propanol 
2-Methyl-1-Propanol 
3-Methyl-Butanal 
3-Methyl-Butanol 
Styrol 
1-Octen-3-ol 
3-Octanon 
2-Octanol 
2-Phenylethanol 
Farnesen 

Isobutanal  
Pentan 
Butanal 
Octylacetat 
β-Sesquiphellandrene 
α-Phellandren 
α-Gurjunen 
α-Bisabolen 
3-Hydroxy-2-Butanon 

2-Methyl-1,3-Pentadien 
4-Methyl-1,3-Pentadien 
AC1LJS3K 

Tabelle 4: Ergebnis der Recherche der gefunden MVOC in der Datenbank der Charité  

3.2 Untersuchung der antimykotischen Eigenschaften von 

Extrakten aus Neophyten 

Um die mögliche pilzwachstumshemmende Wirkung der Extrakte aus Neophyten 

zu untersuchen, wurden von den Pflanzenstoffen Lösungen in unterschiedlichen 

Konzentrationsstufen angefertigt. Die Lösung wurde mit den Keimsuspensionen in 

Microtiterplatten zusammengebracht und nach 72 h auf Wachstum überprüft, um 

die MIC zu bestimmen. Zusätzlich wurden zum Vergleich dieselben Stämme noch 

mittels Etest mit Voriconazol und Posaconazol untersucht. 
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3.2.1 Ergebnisse der Testsubstanzen 

Den weiteren Beobachtungen ist voraus zu stellen, dass P. boydii (CBS 117432) 

weder in den Wells der Positivkontrolle noch in den Lösungen der sieben 

Testsubstanzen wuchs und daher nicht ausgewertet werden konnte. Die 

Negativkontrollen (nur Medium ohne Keimsuspension) zeigten kein Pilzwachstum. 

Abbildung 10 zeigt exemplarisch eine Microtiterplatte. 

 
Abbildung 10: Microtiterplatte von Salizylsäure 

Die Stoffe Resveratrol, Quercetin, Physcion und Emodin konnten, unabhängig 

vom Pilzstamm und der Konzentrationsstufe, keine Wachstumsinhibierung 

erreichen.  

Bei Salizylsäure begann das Pilzwachstum in den Wells erst ab einer 

Konzentration von 0,1 mg/ml. 

Die Ergebnisse von Juglon teilen sich in zwei Gruppen. Für die Pilze P. boydii 

(CBS 120157), P. ellipsoidea (CBS 301.79) und S. apiospermum (CBS 117410) 

lag die MIC bei 0,01 mg/ml. Bei den anderen Pilzen war diese mit 0,1 mg/ml um 

eine Konzentrationsstufe höher.  
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Die Microtiterplatte von 2-Methoxy-1,4-naphtochinon zeigte, dass bei einer 

Konzentration von 0,1 mg/ml kein Wachstum zu sehen war. Zusätzlich wurde bei 

S. apiospermum (CBS 117410), P. boydii (CBS 120157), P. ellipsoidea (CBS 

301.79) und S. aurantiacum (CBS 116910) das Wachstum zusätzlich bei einer 

Konzentration von 0,01 mg/ml unterdrückt.  

Die Ergebnisse des zweiten Parallelversuches waren identisch mit jenen des 

ersten.  

3.2.2 Ergebnisse der Etests 

Der Etest mit den Antimykotika ergab eine MIC von 0,047 bis 0,25 µg/ml für 

Voriconazol. Bei Posaconazol schwankte die MIC zwischen 0,75 und >32 µg/ml. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 ausführlich dargestellt.  

MIC  Voriconazol 

[µg/ml] 

Posaconazol 

[µg/ml] 

 

2-Methoxy-1,4-

naphthoquinone 

[mg/ml] 

Juglon 

[mg/ml] 

Salizylsäure 

[mg/ml] 

Resveratrol 

Quercetin  

Physcion   

Emodin 

S. aurantiacum 

CBS116910 

0,19  6  0,01  0,1   

 

 

 

 

 

1 

 

 

 

 

 

keine 

Wachstums-

inhibierung 

S. aurantiacum  

CBS 136046 

0,125  3  0,1 0,1  

S. aurantiacum  

CBS 136047 

0,25  > 32  0,1  0,1 

S. aurantiacum  

CBS 136049 

0,19  16  0,1  0,1  

S. apiospermum 

CBS 117410 

0,064  2  0,01  0,01  

P. ellipsoidea  

CBS 301.79 

0,094  0,75  0,01  0,01  

P. angusta  

CBS 254.72  

0,125  4  0,1  0,1  

P. boydii 

CBS 120157 

0,047  1,5  0,01  0,01  

P. boydii 

CBS 117432  

0,023  0,74  keine MIC bestimmbar 

Tabelle 5: Ergebnisse der MIC der Testsubstanzen und Etests 
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3.3 Galleria mellonella Modell 

In diesem Experiment wurde die Pathogenität der neun Stämme von 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe untersucht und miteinander 

verglichen. Dazu wurden für alle zu untersuchenden Stämmen je zehn Larven der 

Wachsmotte Galleria mellonella mit einer Keimsuspension geimpft. Der 

Beobachtungszeitraum betrug zwei Wochen. Die Beurteilung erfolgte danach. Es 

wurde eruiert in welchem Zeitintervall nach der Injektion die Raupen verstarben 

und welche Charakteristika die Sterbekurve aufwies. Dafür wurden Daten von 

zwei Kontrollgruppen inkludiert (unbehandelt bzw. Injektion mit IPS), um daraus 

eine Durchschnittsgerade zu ermitteln. Bei mehreren Stämmen einer Art wurden 

die Daten in einer Sterbekurve durch eine Mittelwertbildung zusammengefasst. 

Ein weiterer Aspekt der Auswertung war, ob die Daten reproduzierbar sind. Als 

identisch galten zwei Versuche, wenn der Tag, an dem alle Tiere tot waren, 

derselbe war.  

3.3.1 Allgemeine Beobachtungen 

Allgemein wurde beobachtet, dass die mit Konidien beimpften Raupen weniger 

mobil waren als die Tiere der Kontrollgruppen. Verstorbene Raupen fielen 

zusätzlich durch eine dunkelbraune bis schwarze Verfärbung ihres Körpers auf.  

Die Raupen der Kontrollgruppen setzten im Experiment ihre natürliche 

Entwicklung fort. Einige von ihnen fingen an, sich zu verpuppen. Am 14. Tag 

schlüpften sie und man fand sie als Falter in der Petrischale vor. Diese Tiere 

wurden als lebend bewertet.  

3.3.2 Überblick Galleria mellonella Modell 

Das Gesamtergebnis (siehe Abbildung 11) dieses Experiments gliedert sich in vier 

Gruppen:  

Die Raupen, welche mit P. angusta beziehungsweise S. aurantiacum infiziert 

waren, starben am schnellsten. Zwischen dem 11. und 13. Tag verstarben die 

Larven der P. ellipsoidea- und S. apiospermum-Gruppe. Die Tiere, welche mit P. 

boydii beimpft wurden, überlebten teilweise die gesamte Versuchsdauer von 14 

Tagen. In den zwei Kontrollgruppen reduzierte sich die Zahl der vitalen Tiere auf 
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neun beziehungsweise sieben. Teilweise zeigten sich deutliche Unterschiede 

zwischen den Daten der ersten und zweiten Versuchsreihe. 

3.3.3 Auswertung der einzelnen Stämme 

Die Sterbekurve von P. angusta CBS 254.72 (Abbildung 12) zeigte den steilsten 

Abfall. Nach drei Tagen waren bereits alle Versuchstiere verstorben. Die 

Ergebnisse der beiden Versuche stimmten überein.  

 
Abbildung 12: Sterbekurve von P. angusta CBS 254.72 

Die Kurve von P. boydii fasst die Daten von P. boydii CBS 117432 und P. boydii 

CBS 120157 zusammen (siehe Abbildung 13). Charakteristisch war ein steiler 

Abfall der überlebenden Raupen bis zum fünften Tag auf fünf Tiere. Im weiteren 

Verlauf flachte die Kurve nur noch leicht ab und am 14. Tag waren durchschnittlich 

Abbildung 11: Sterbekurve der gesamten Versuchsreihe 
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noch drei Tiere am Leben. Die detaillierte Analyse der Daten der zwei Stämme 

zeigt den Unterschied sowohl bei der Sterbekurve als auch bei der 

Reproduzierbarkeit der Versuchsreihen deutlich. Durch P. boydii CBS 117432 

starben die Raupen vier Tage früher als durch P. boydii CBS 120157. Zwischen 

den zwei Versuchsreihen zeigte sich folgende Diskrepanz: Bei der Probe von P. 

boydii CBS 120157 unterschied sich die Anzahl der lebenden Raupen am 14. Tag 

um zwei lebende Raupen. Beim ersten Versuch mit P. boydii CBS 117432 verstarb 

innerhalb von 14. Tagen die Hälfte der Population, beim zweiten Versuch waren 

alle Versuchstiere bereits nach sieben Tagen tot. 

Abbildung 13: Sterbekurve von P. boydii CBS 120157 und CBS 120157 

Bei dem Keim P. ellipsoidea CBS 301.79 war zu beobachten, dass bis zum fünften 

Tag die Sterbekurve (siehe Abbildung 14) sehr steil abfiel und bis zum elften Tag, 

wo sie bei null angelangte, nicht mehr viele Tiere verstarben. Die Differenz der 

Daten aus beiden Versuchen war minimal. Im zweiten Versuch dauerte es bis zum 

Versterben aller Versuchstiere nur zehn anstelle von elf Tagen wie im ersten. 

 
Abbildung 14: Sterbekurve von  P. ellipsoidea CBS 301.79 
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Bei S. apiospermum CBS 117410 ist der Kurvenverlauf gleichmäßig abfallend. Es 

dauerte 13 Tage, bis die gesamte Population tot war (siehe Abbildung 15). Die 

erhobenen Daten aus den zwei Versuchsreihen zeigten geringfügige 

Unterschiede. Im ersten Versuch lebten zum Ende des Experimentes noch drei 

Raupen, beim zweiten waren bereits am 13. Tag alle Raupen tot.  

 

Die Sterbekurve von S. aurantiacum setzt sich aus den erhobenen Daten von S. 

aurantiacum CBS116910, S. aurantiacum CBS 136046, S. aurantiacum CBS 

136047 und S. aurantiacum CBS 136049 zusammen (siehe Abbildung 16). Im 

Durchschnitt dauerte es sechs Tage, bis die zehn Versuchstiere verstorben waren. 

Bei genauer Betrachtung aller erstellten Diagramme für diese Art zeigt sich, dass 

die Sterbekurven voneinander abweichen. Die Dauer bis zum Versterben aller 

Tiere betrug minimal drei Tage bei S. aurantiacum CBS116046 und maximal fünf 

bei S. aurantiacum CBS116910. Beim Vergleichen der Daten des ersten und 

zweiten Versuches zeigt sich folgendes Bild: Beim ersten Versuch mit S. 

aurantiacum CBS 136049 dauerte es doppelt so lange, bis alle Versuchstiere 

verstorben waren. Die Daten der anderen drei Proben von S. aurantiacum waren 

in beiden Versuchen identisch. 

Abbildung 15: Sterbekurve von S. apiospermum CBS 117410 
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Abbildung 16: Sterbekurve der gesamten S. aurantiacum Proben 

3.3.4 Ergebnisse der Kontrollgruppen 

Die Kurven der zwei Kontrollgruppen (unbehandelt bzw. Injektion mit IPS) waren 

bis zum siebten Tag identisch (siehe Abbildung 17). Bis dahin fiel die 

Populationsmenge auf neun ab. Danach starben in der Gruppe ohne Injektion 

keine weiteren Raupen mehr. Im Gegensatz dazu verstarben von den Raupen, 

welche IPS-Puffer injiziert bekamen, weitere zwei bis zum Ende des 

Experimentes.  

Wesentliche Unterschiede zeigten sich zwischen den beiden Versuchsreihen. Im 

ersten Versuch überlebten alle Versuchstiere die Dauer des Experimentes. Diese 

Ergebnisse bestätigten sich nicht im zweiten Versuch. Von den Raupen, welche 

eine IPS-Injektion erhalten hatten, verstarben innerhalb der 14 Tage sechs Stück. 

Bei der nativen Kontrollgruppe waren es nur zwei. 



 

 34 

 
Abbildung 17: Sterbekurve der zwei Kontrollgruppen 

3.3.5 Kontaminiationskontrolle 

Bei der Überprüfung der Stämme auf Kontaminationen durch Kultivieren der 

Keimsuspensionen auf SAB-Platten zeigte sich, dass die Keime P. boydii CBS 

120.157, P. ellipsoidea CBS 301.79, S. aurantiacum CBS 116910, S. aurantiacum 

CBS 136047 und S. aurantiacum CBS 136049 frei von anderen Keimen waren. 

Bei den Stämmen P. angusta CBS 254.72 und S. apiospermum CBS 117410 

wuchs, trotz einer leichten Kontamination mit A. fumigatus, der zu erwartende 

Keim der Suspension im ausreichenden Umfang. 

Die Verunreinigung der Probe S. aurantiacum CBS 136046 und P. boydii CBS 

117432 mit A. fumigatus war so fulminant, dass kein Scedosporium wachsen 

konnte. 
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der MVOC von 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe 

4.1.1 Interpretation des Versuches  

Ziel der GC-MS war es, dass Metabolitenprofil der 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe zu identifizieren, da bis jetzt keine 

Forschungsarbeiten darüber publiziert wurden. Bei diesem Versuch wurden 25 

Verbindungen gefunden (siehe Tabelle 3). Es gab keine einzige Substanz, die bei 

allen Proben zu finden war. Die Auswertung ergab, dass neun Stoffe (zum Beispiel 

Ethanol oder Cylohexanon), welche im Nährmedium vorkamen, nicht bei allen 

Stämmen nachweisbar waren. Zudem zeigte sich, dass das Metabolitenprofil auch 

innerhalb einer Art von Stamm zu Stamm schwankte. Als potenzielle Biomarker 

wurden die Stoffe 2-Methyl-1,3-Pentadien, 4-Methyl-1,3-Pentadien und AC1LJS3K 

ermittelt.  

Aufgrund des Fehlens spezifischer Daten über die VOC von Scedosporium 

mussten Erkenntnisse von anderen erforschten Pilz- oder Bakterienarten wie 

Aspergillus fumigatus für die kritische Auseinandersetzung der Ergebnisse dieser 

Diplomarbeit herangezogen werden. 

So fanden Chambers et al. heraus, dass 2-Pentylfuran als Indikator für einen 

Befall mit Aspergillus fumigatus erfolgversprechend sei, da es sowohl in vitro als 

auch in der Atemluft von Patienten mit zystischer Fibrose mittels GC-MS 

nachweisbar war. [Chambers et al. 2009] Im Zuge dieser Diplomarbeit konnte kein 

solcher Biomarker gefunden werden. 

Die Arbeitsgruppe von Bos et al. untersuchte das Metabolitenprofil der am 

häufigsten Sepsis verursachenden Bakterien und gelangte zu der Erkenntnis, 

dass der Subtyp der Bakterien bereits die VOC-Produktion beeinflussen kann. 

[Bos et al. 2013] Diese Variabilität konnte auch in den Ergebnissen dieser 

Diplomarbeit belegt werden. Ein aussagekräftiger Beweis dafür sind die Proben 

von S. aurantiacum. Dort gibt es sieben VOC, welche nicht bei allen Stämmen zu 

finden sind. So liegt die Vermutung nahe, dass beispielsweise Ethanol, welches 
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vom Nährmedium abgesondert wurde, von drei S. aurantiacum-Stämmen nicht 

verstoffwechselt werden konnte. Bei allen weiteren untersuchten Scedosporium-

Arten (Ausnahme: P. angusta) gab es keine Hinweise auf das Vorhandensein von 

Ethanol. Des Weiteren wies die Arbeitsgruppe auf die Problematik der 

Reproduzierbarkeit und der Vergleichbarkeit von Daten hin. Das VOC-Profil wird, 

wie schon aus den oben erwähnten Arbeiten bekannt, vom Stamm des jeweiligen 

Mikroorganismus, von der Art des verwendeten Nährmediums und zusätzlich 

durch den Zeitpunkt der GC-MS beeinflusst. Daher ist es schwierig, gefundene 

VOC mit anderen Versuchen zu vergleichen. Zudem variieren die verwendeten 

Methoden zur Analyse der VOC. In der Arbeit von Bos et al. wurden Ethanol und 

Isopren als potenzielle Biomarker in Erwägung gezogen. Aus der Literatur ist 

jedoch bekannt, dass diese zwei Stoffe sehr häufig auch in der Atemluft von 

Säugetieren gefunden wurden, sodass diese als Biomarker wieder verworfen 

wurden. Auch bei Scedosporien wurde Ethanol nachgewiesen. Als Biomarker 

eignet es sich aber nicht, weil Ethanol nicht bei jedem Stamm vorkam und es 

zudem Überschneidungen mit anderen Organismen gab. Diese Erkenntnis 

erschwert das Finden eines spezifischen Biomarkes erheblich. [Bos et al. 2013] 

Bei der Prüfung von 2-Methyl-1,3-Pentadien, 4-Methyl-1,3-Pentadien und 

AC1LJS3K als potenzielle Biomarker sind aktuell (Stand April 2015) keine 

beschriebenen Zusammenhänge mit VOC beziehungsweise Mikroorganismen zu 

finden. Es ist nicht geklärt, was die Identifikation dieser Stoffe für eine Relevanz in 

weiteren Arbeiten zu diesem Thema haben könnte. 

Thorn et al. standen bei ihren Experimenten ebenfalls vor dem Problem, einen 

einzelnen Biomarker zu finden. In ihrer Arbeit untersuchten sie die VOC unter 

anderem von Pseudomonas ssp., Escherichia coli und Staphylococcus aureus. In 

ihrer Datenanalyse fokussierten sie sich nicht auf das Finden eines einzelnen 

Biomarkers, sondern wendeten die Methode der Multidimensionalen Skalierung 

an, um VOC-Profile zu ermitteln. Diese Auswertung basierte auf der Art und der 

Konzentration der verschiedenen VOC der Mikroorganismen. Somit war es in 

ihrem Versuch möglich, die untersuchten Keime zu identifizieren und deutlich 

gegeneinander abzugrenzen. [Thorn et al. 2011]  
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Die Forschungsergebnisse von Thorn et al. wurden zum Anlass genommen, die 

gemessenen Daten der GC-MS nachträglich mit einer Hauptkomponentenanalyse, 

welche der Multidimensionalen Skalierung ähnlich ist, auszuwerten. Das Ergebnis 

ist in Abbildung 18 in Form eines Scores Plot zu sehen. Um die Ergebnisse zu 

vereinfachen und eine strukturierte Darstellung zu erreichen, wurden bei der 

Hauptkomponentenanalyse die Daten von P. ellipsoidea CBS 301.79, P. angusta 

CBS 254.72 und S. aurantiacum CBS 116910 nicht berücksichtigt. So gruppieren 

sich die Proben der zwei P. boydii Stämme (in Abbildung 18 lila Kreis) im II. 

Quadranten. Deutlich zu sehen ist, dass die Proben von S. apiospermum (in 

Abbildung 18 dunkelgrau) eine zusammenhängende Einheit bilden. Die Daten von 

S. aurantiacum (in Abbildung 18 grüner Kreis) verteilen sich in der 

Hauptkomponentenanalyse auf zwei Bereiche. Die Probe CBS 136049 (in 

Abbildung 18 hellblauer Kreis) bildet eine eigenständige Einheit an der Grenze 

zwischen dem III. und IV. Quadranten. Die zwei anderen Proben (in Abbildung 18 

roter Kreis) von S. aurantiacum gruppierten sich zusammen an einer anderen 

Stelle. Es bestätigt sich, wie in den Versuchen von Thorn et al., dass mittels der 

hier durchgeführten Hauptkomponentenanalyse eine Unterscheidung auf 

Artenebene möglich scheint.  

 

 
Abbildung 18: Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse 

4.1.2 Schwachpunkte des Versuches 

Um genauere Aussagen über das Metabolitenprofil treffen zu können, müsste der 

Versuch mit einer größeren Anzahl an Proben und mehr Stämmen pro Art 

wiederholt werden. In dieser Diplomarbeit wurde nur eine Versuchsreihe mit fünf 
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Proben pro Stamm durchgeführt. Wahrscheinlich würde sich auch hier das aus 

anderen Forschungsarbeiten bekannte Problem der Reproduzierbarkeit ergeben, 

welches es zu überwinden gilt. Vielleicht wäre es auch denkbar, mit einem 

genaueren Wissen über die Enzymaktivität der Scedosporium/Pseudallescheria-

Artengruppe anhand von abgebauten VOC eine Identifizierung mit GC-MS zu 

prüfen. Weiterhin müsste die hier nachträglich durchgeführte 

Hauptkomponentenanalyse um die noch fehlenden Proben erweitert werden, um 

deutlichere Aussagen zum Metabolitenprofil ableiten zu können. 

 

4.1.3 Schlussfolgerung aus dem Versuch  

Mit dieser Diplomarbeit ist es gelungen, das Metabolitenprofil der 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe zu untersuchen. Es wurde deutlich, 

dass die noch offenen Fragen zu dieser neuen Untersuchungsmethode 

hauptsächlich im Bereich der Datenauswertung liegen. Eine Auswertung mittels 

Hauptkomponentenanalyse sollte favorisiert werden, da diese die einzelnen Arten 

dieser Artengruppe voneinander unterscheiden kann. 

 

4.2 Diskussion der antimykotischen Eigenschaften von 

Extrakten aus Neophyten 

4.2.1 Interpretation des Versuches  

Die Forschungshypothese dieses Experimentes war, dass die Substanzen 

Resveratrol, Quercetin, Physcion, Salizylsäure, Juglon, 2-Methoxy-1,4-

naphtochinon und Emodin eine wachstumshemmende Wirkung gegenüber den 

Pilzstämmen besitzen und die Ergebnisse der Etests identisch mit der Literatur 

sind. 

Für die Stoffe aller getesteten Substanzen ist die Forschungshypothese 

abzulehnen.  

Dies wird wie folgt begründet: Für Resveratrol, Quercetin, Physcion und Emodin 

ist das die logische Konsequenz, da es keine Unterdrückung des Pilzwachstums  
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gab. Für Juglon, Salizylsäure und 2-Methoxy-1,4-naphtochinon konnte zwar in 

höheren Konzentrationen eine Inhibierung erzielt werden, aber diese 

Konzentrationen sind um das Hundertfache bis Tausendfache höher als die MIC 

der Antimykotika. Deshalb kann für diese Stoffe die Hypothese nicht bestätigt 

werden.  

Auffällig war, dass der Stamm P. boydii CBS 117432 bei keinem Versuch ein 

Wachstum zeigte.  

Für die Evaluierung des Resistenzverhaltens von Pilzen aus der Artengruppe 

Scedosporium/Pseudallescheria gibt es derzeit weder vom US-amerikanischen 

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) noch vom 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

verbindliche Interpretationsrichtlinien. Als Hilfestellung für die antimykotische 

Therapie empfiehlt der Atlas of Clinical Fungi [de Hoog 2011] die in Tabelle 6 

angeführten Richtwerte. Unter Berücksichtigung dieser reagierten alle getesteten 

Pilzstämme sensibel auf Voriconazol. Im Gegensatz dazu waren sie resistent 

gegenüber Posaconazol.  

Antimykotikum  MIC in μg/ml 

Posaconazol ≤0,5 sensibel ≥ 1 resistent 

Voriconazol  ≤ 2 sensibel ≥ 4 resistent 

Tabelle 6: Richtlinien zur Resistenzevaluation aus dem Atlas of Clinical Fungi [de Hoog 2011] 

Grundlage der Auswahl der Extrakte war der aktuelle Forschungsstand, der in 

Tabelle 7 zusammengefasst ist und um die MIC-Werte aus diesem Versuch 

ergänzt wurde.  

Bei allen Stoffen, mit Ausnahme von Resveratrol, war eine hemmende Wirkung 

auf Mikroorganismen bekannt. Das ließ vermuten, dass es auch bei ihrer Testung 

an Scedosporium spp. erfolgreich sein könnte. In anderen Forschungsarbeiten 

wurde mit viel niedrigeren Konzentrationen eine Unterdrückung des mikrobiellen 

Wachstums erreicht. Bei Resveratrol ist aus der Literatur bekannt, dass es keine 

Effektivität auf bereits getestete Mikroorganismen besitzt. Dies bestätigte sich 

auch für die getesteten CBS-Stämme.  
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Hier zeigt sich die Sonderstellung dieser Artengruppe sowie ihre äußerst 

schwierige Behandlung. 

Stoff  Aktueller wissenschaftlicher Stand mit Quelle Daten dieses 

Versuches  

MIC [mg/ml] 
Getestete Mikroorganismen  MIC 

[mg/ml] 

Resveratrol  keine antimikrobielle Wirkung bekannt  

[Collado-Gonzales et al. 2012] 

  

 

 

 

keine Wachstums-

inhibierung 

 

 

 

Quercetin  7 Bakterien und 1 Pilz 

[Liu et al. 2012] 

0,1- 0,006 

Physcion  Blumeria graminis  

[Ma et al. 2010] 

0,01 

Emodin  Japan-Enzephalitis-Virus 

Enterovirus 71 

[Lin et al. 2008] 

0,5- 1,51 

0,14- 0,52 

Salizylsäure Aspergillus ssp. 

[Panahirad et al. 2013] 

1,83 1 

Juglon Candida albicans  

[Simonsen et al. 2006]  

0,008  

 

0,1– 0,01 

Pleurotus sajor-caju  

[Curreli et al. 2001] 

0,5- 1 

2-Methoxy-1,4-

naphtochinon 

Candida albicans  

[Sritrairat et al. 2011] 

0,00125 0,1– 0,01 

Tabelle 7: Zusammenfassung der Literaturrecherche 

Die aktuellen Empfehlungen zur Therapie einer Scedosporiose sind entweder eine 

Monotherapie mit Voriconazol oder eine Kombinationstherapie des Echocandins 

Micafungin mit einem Triazol (Posaconazol oder Voriconazol). [Lackner et al. 

2012] 

Im Experiment der Diplomarbeit wurde die Sensibilität auf Voriconazol nochmals 

nachgewiesen. Sie ist identisch mit den allgemeinen Therapierichtlinien. 

Posaconazol wird nur im Rahmen einer Kombinationstherapie verwendet. In 

dieser Diplomarbeit wurden aber nur Etests mit einer antimykotischen Substanz 

durchgeführt.  
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Die hier angewendeten Empfehlungen aus dem Atlas of Clinical Fungi [de Hoog 

2011] sind sehr allgemein gefasst und nicht immer auf den jeweiligen Pilz 

vollständig zutreffend. Aktuell gibt es keine spezifischeren Richtlinien, um eine 

Aussage bezüglich des Resistenzverhaltens von Scedosporium spp. ableiten zu 

können.  

Bei dem Vergleich (siehe Tabelle 8) der ermittelten MIC-Werte mit der Literatur 

[Lackner et al. 2012] zeigt sich, dass die Werte nicht identisch sind, aber im selben 

Bereich liegen. Unter Berücksichtigung der Empfehlungen des Atlas of Clinical 

Fungi (siehe Tabelle 6) ist die Einteilung in resistente und sensible Arten identisch. 

Die Schimmelpilze sind sensibel gegenüber Voriconazol und resistent gegenüber 

Posaconazol. 

 MIC für Voriconazol in μg/ml  MIC für Posaconazol in μg/ml, 

 eigene Daten Literatur eigene Daten Literatur 

S. aurantiacum 0,125 bis 0,25 0,5 3 bis größer 32 1 

S. apiospermum 0,064 1 2 1 

P. ellipsoidea 0,094 1 0,75 1 

P. angusta 0,125 0,5 4 1 

P. boydii 0,023 bis 0,047 1 0,74 bis 1,5 1 

Tabelle 8: Vergleich der eigenen Daten mit der Literatur [Lackner et al. 2012] 

4.2.2 Schwachpunkte des Versuches  

Aus chemischer Sicht ist es nicht möglich, die Konzentration der Testsubstanzen 

zu erhöhen, weil ihr Löslichkeitsprodukt dann überschritten wird und sie sich nicht 

mehr vollständig auflösen. Zudem würde die Forschungshypothese trotzdem 

wieder abgelehnt werden, weil die Hemmkonzentrationen dann um das 

Zehntausendfache höher als die Ergebnisse der Etests wären. 

Trotz mehrmaliger Wiederholungen wuchs der Stamm P. boydii CBS 117432 bei 

keinem Versuch. Dafür konnte keine Erklärung gefunden werden.  
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4.2.3 Schlussfolgerung aus dem Versuch  

Bei diesem Experiment konnte keine wachstumshemmende Wirkung der Extrakte 

aus Neophyten nachgewiesen werden. Zudem gab es keine artspezifischen 

Unterschiede. Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die Konsequenz, dass in 

zukünftigen Forschungsarbeiten andere Substanzen getestet werden sollten. Die 

Ergebnisse dieses Experimentes korrelierten mit den Aussagen der Arbeitsgruppe 

um Sharon Chen aus der „ECMM-ISHAM Working Group on 

Pseudallescheria/Scedosporium Infections“. Diese vertritt die Ansicht, dass das 

Potenzial der Behandlung mit herkömmlichen Antimykotika noch nicht voll 

ausgeschöpft ist. Aufgrund des Mangels an neuen Medikamenten sollte die 

Therapie mit den derzeit zugelassen Pharmazeutika weiter optimiert werden. 

[Chen 2014] 

 

4.3 Diskussion des Versuches mit Galleria mellonella 

4.3.1 Interpretation des Versuches  

Bei diesem Versuch wurde unter Verwendung des Modellorganismus Galleria 

mellonella die Reaktion der Tiere auf eine artifizielle Infektion mit den CBS-

Barcode-Stämmen aus der Artengruppe Scedosporium/Pseudallescheria 

untersucht. Es zeigte sich, dass mit P. angusta infizierte Raupen am schnellsten 

verstarben. Die Arten S. aurantiacum, P. ellipsoidea und S. apiospermum 

gruppierten sich im Mittelfeld. Am spätesten trat der Tod nach einer Infektion mit 

P. boydii ein. Die Hypothese für diesen Versuch lautete, dass es zwischen den 

einzelnen Arten Unterschiede bezüglich ihrer Pathogenität gibt. Die Hypothese 

konnte durch den Versuch verifiziert werden. Marker für die Pathogenität war der 

Todeszeitpunkt der Raupen. Somit ist P. angusta am virulentesten und P. boydii 

nur schwach pathogen.  

In den letzten Jahren wurde die Pathogenität der Scedosporium-Artengruppe in 

nur sehr geringem Umfang erforscht.  

Anlässlich des ISHAM Workshops on Barcoding of Medical Fungi bestimmte eine 

weitere Arbeitsgruppe aus Innsbruck, geleitet von Frau Mag.Dr.rer.nat. Ulrike 
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Binder, die Pathogenität der durch das CBS zur Verfügung gestellten Stämme 

unter Verwendung des gleichen Modellorganismus Galleria mellonella. Diese 

Arbeitsgruppe kam zu der Erkenntnis, dass in ihrem Versuch S. apiospermum die 

geringste und S. aurantiacum die höchste Pathogenität zeigte. Dies widerspricht 

den Ergebnissen der hier vorliegenden Diplomarbeit. Ursache dafür könnte sein, 

dass die Innsbrucker Arbeitsgruppe andere Einteilungen für die Stämme vornahm 

und zusätzlich noch einen weiteren Temperaturbereich verwendete. Die 

Gemeinsamkeit beider Versuche bestand darin, dass die gleiche Konzentration an 

Konidien (1*107) verwendet wurde. Die Unterschiede ergaben sich bei der Wahl 

der Temperaturbereiche, der Versuchsdauer und in der Anzahl der 

Kontrollgruppen. [Binder et al. 2014] 

In Innsbruck gab es neben der in dieser Arbeit verwendeten Temperatur von 30°C 

noch einen zusätzlichen Versuchsteil mit einer Temperatur von 37°C im 

Klimaschrank. Daraus ergab sich für Binder et al. die Erkenntnis, dass die 

Mortalität bei 37°C höher sei als bei 30°C.  

Der Beobachtungszeitraum in diesem Experiment betrug nur sechs Tage und 

nicht wie im Versuch dieser Diplomarbeit 14 Tage.  

Weiterhin gab es im Versuch der Innsbrucker Forschungsgruppe drei 

Kontrollgruppen (nativ/ mit IPS-Injektion/ durch Hitze inaktivierte Konidien). 

Obwohl die Konidien in der Kontrollgruppe durch Hitze inaktiviert wurden, starben 

auch in dieser Kontrollgruppe genauso viele Tiere wie Tiere mit einer noch 

lebenden Konidieninjektion. Daraus ergab sich eine neue Fragestellung, nämlich 

ob die Tiere entweder durch das Pilzwachstum oder aufgrund der Immunantwort 

auf die Pilzinfektion gestorben sind.  

Aber auch bei der Betrachtung der einzelnen Stämme zeigen sich deutliche 

Unterschiede bezüglich des Todeszeitpunktes. In den Experimenten dieser 

Diplomarbeit zeigte sich, dass es deutliche Ergebnisschwankungen abhängig von 

den Versuchstieren gab. Dies wirkte sich mit aller Wahrscheinlichkeit auf die 

beiden Experimente aus und kann die unterschiedlichen Ergebnisse 

möglicherweise erklären. Zudem war die Menge der Versuchstiere sehr gering, 

sodass statistische Schwankungen stärker ins Gewicht fallen.  
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Tabelle 9: Vergleich der eigenen Daten mit jenen der Innsbrucker Arbeitsgruppe [Binder et al. 2014] bei 30 °C („nicht 
definiert“ wurde verwendet, wenn bei Beendigung des Experimentzeitraumes noch Versuchstiere am Leben waren) 

Gilgado et al. untersuchten die Pathogenität von P. boydii, S. apiospermum und S. 

aurantiacum an Mäusen. Es wurden zwei Gruppen von Mäusen (mit/ohne 

Immunsupression) verwendet. Die Autoren zeigten, dass eine Infektion mit allen 

Scedosporium ssp. zu 100 % tödlich ist. Am virulentesten war S. aurantiacum. 

Durch diese Art verstarben innerhalb von 30 Tagen über 80 % der Tiere. Für P. 

boydii und S. apiospermum lag die Pathogenität bei 20 %. [Gilgado et al. 2009] 

4.3.2 Schwachpunkte des Versuches 

Als problematisch bei diesem Versuch ist anzusehen, dass es teilweise massive 

Unterschiede zwischen den beiden Versuchsreihen gab, sogar in der 

unbehandelten Kontrollgruppe. Ursachen dafür könnten sein, dass für beide 

Serien die Versuchstiere aus der gleichen Bestellung verwendet wurden und somit 

beim zweiten Experiment die Raupen deutlich älter waren. Daher hat sich 

wahrscheinlich ihre Qualität verschlechtert. Das könnte erklären, warum es 

teilweise deutliche Unterschiede zwischen den Daten des ersten und zweiten 

Versuches gibt.  

Durch die Kontaminationen bei P. boydii CBS 117432, P. angusta, S. 

apiospermum und S. aurantiacum CBS 136046 war es bei diesem 

Versuchsaufbau nicht möglich, zu unterscheiden, ob die Tiere durch eine Infektion  

mit Scedosporium oder durch den Erreger der Kontamination (A. fumigatus) 

verstarben. Um dies eindeutig zu klären, gäbe es entweder die Möglichkeit, den 

Versuch zu wiederholen oder eine Pathologie der verstorbenen Raupen zur 

Klärung durchzuführen. 
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4.3.3 Schlussfolgerungen aus dem Versuch  

Die Hypothese dieses Experimentes konnte zwar bestätigt werden, dennoch 

empfiehlt sich eine Wiederholung des Versuches unter verbesserten 

Laborbedingungen. Zum einen sollte die Qualität der Raupen gleich sein. Zum 

anderen wäre es besser, die Kontamination der Injektionsflüssigkeit vorher zu 

überprüfen und nur kontaminationsfreie Suspensionen zu verwenden. 

Um die statistischen Schwankungen zu minimieren, sollte eine größere Menge an 

Versuchstieren verwendet werden und mehr als zwei Versuchsreihen durchgeführt 

werden.  

Die Innsbrucker Arbeitsgruppe kam zu der Erkenntnis, dass es nicht 

nachvollziehbar ist, ob die Versuchstiere am Pilzwachstum selbst oder aufgrund 

der Immunantwort verstarben. Für künftige Versuche sollte das Versuchsprotokoll 

daher um einen Punkt erweitert werden. Dieser müsste eine Histologie zur 

Klärung der tatsächlichen Todesursache (Pilzwachstum oder Immunantwort) der 

verstorbenen Raupen beinhalten. Durch diese Untersuchung könnte außerdem 

noch geklärt werden, ob die Injektionsflüssigkeiten kontaminiert waren 

beziehungsweise ob eine Kontamination überhaupt einen Einfluss hat.  
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4.4 Zusammenfassende Schlussfolgerungen aus den drei 

Versuchen  

Ziel dieser Diplomarbeit war es, neue Untersuchungsmethoden an der 

Scedosporium/Pseudallescheria-Artengruppe zu erproben. Dazu wurden drei 

Experimente ausgewählt, welche bis dahin noch nicht oder nur in sehr geringem 

Umfang bei diesen Pilzen eingesetzt wurden.  

Die schon bei vielen anderen Mikroorganismen verwendete Methode der VOC-

Bestimmung konnte erfolgreich durchgeführt werden. Eine artspezifische 

Unterscheidung war dadurch möglich. Zwar sind noch intensive 

Forschungsarbeiten notwendig, aber es scheint durchaus denkbar, dass diese 

Methode Anwendung in der mikrobiologischen Diagnostik finden kann.  

Bei den Extrakten aus Neophyten konnte lediglich die Erkenntnis gewonnen 

werden, dass diese Pflanzenstoffe sich nicht wachstumshemmend auf die 

Artengruppe auswirken und keine artspezifischen Unterschiede zu erkennen 

waren. 

Im Tierversuch mit Galleria mellonella wurde deutlich, dass es innerhalb der 

Artengruppe wesentliche Unterschiede bei der Pathogenität gibt und eine 

Unterscheidung bis auf Artenebene sinnvoll und umsetzbar erscheint. 

Zusammengefasst erscheint basierend auf den Erkenntnissen dieser Diplomarbeit 

nur eine weitere Erforschung der Metabolitenprofile und der 

Pathogenitätsmerkmale der Artengruppe zielführend.  
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