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Mykologische Diagnostik: Methoden

 konventionelle Diagnostik (Phänotypie)
• erfordert erfahrenes Personal
• ist zeitaufwändig (Ausbildung „charakteristischer“ morphologischer Strukturen) 
• unsichere Identifizierung (subjektiver Faktor, Taxonomie im Fluss, kryptische Spezies)
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Mykologische Diagnostik: Methoden

 molekularbiologische Diagnostik (Sequenzierung)
• aufwändig und teuer
• schwierig in Laborroutine zu integrieren
• sichere Identifizierung (Goldstandard)
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Mykologische Diagnostik: Methoden

 MALDI-TOF MS

• weitgehend etabliert für Hefen

• kommerzielle Datenbanken für Fadenpilze 

 wenig umfangreich (Bruker MBT FFL 4: 247 Spezies/Spezies-Komplexe, 
Referenzspektren basieren auf Flüssigkulturen)

 z. T. aufwändige Präparation (über Flüssigkultur)

• Alternativen

 in-house Datenbanken --> i. d. R. nicht leistbar

 Web-basierte Anwendungen --> MSI Applikation
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MSI V1.0 Applikation (setup 2017)
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MSI V2.0 Applikation (setup 2019): https://msi.happy-dev.fr/
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• Plattform entwickelt von Sorbonne Universität, Paris

• Datenbank kuratiert in Kooperation mit Sciensano, Brüssel (BCCM/IHEM Sammlung)

• weltweit umfangreichste Pilz-Datenbank: 1.582 Spezies; 16.446 Referenzspektren

• in mehreren Vergleichsstudien beste  Performance (Stein et al., 2018; Becker et al., 2019; 
Dupont et al, 2019; Heireman et al. 2020; Normand et al. 2021; Robert et al. 2021)

• nach Registrierung frei zugänglich



MSI V2.0 Applikation: Präparation (Extraktion)
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48 – x h Kultur
auf Sabouraud-Agar

oder anderem Agarmedium

Koloniematerial mit Skalpellklinge
behutsam abschaben (ca. 1 mm3),

kein Agarmedium aufnehmen!

Material in
900 µl EtOH + 300 µl H2O

suspendieren

Zentrifugation
13000 x g, 5 min

1 µl Extrakt auftragen,
Vierfachansatz

mit 1 µl HCCA
überschichten

 10 µl Ameisensäure (70%),
gründlich mischen,

5 min einwirken lassen

Zentrifugation
13000 x g, 2 min

 10 µl Acetonitril (100%),
gründlich mischen,

5 min einwirken lassen

Überstand entfernen,
Pellet lufttrocknen



MSI V2.0 Applikation: Präparation

 Praxis-Tipp

• alternatives Agarmedium: Id Fungi Plates (Fa. Conidia, France)

• ID-Fp: mit Chloramphenicol; ID-Fp+: mit Chloramphenicol und Cyclohexemid

• Polyolefin Membran auf Agaroberfläche

• Pilzwachstum auf Membran, dadurch vereinfachte Materialgewinnung für MALDI-TOF

• Einsatz für Primär- und Subkultur

• Studien weisen auf bessere Identifizierungsquote hin
(Heireman et al., 2020; Cardot Martin et al., 2021)
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Quelle: conidia.fr



MSI V2.0 Applikation: Messung & Datenmanagement
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• Messung Bruker MBT gem. Standardprozedur

• Praxis-Tipp: Proben für MSI separat präparieren und messen

• generierten Projektordner im Verzeichnis D/Data/MaldiBiotyperRealTimeClassification
markieren



MSI V2.0 Applikation: Messung & Datenmanagement
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• mit Maus-Rechtsklick --> „send to“ --> „compressed zip file“ --> zip-Datei erstellen

• MSI öffnen --> „New identification“ --> zip-Datei auswählen --> Bank „Fungi“ --> „Identify“



MSI V2.0 Applikation: Ergebnisansicht 
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MSI V2.0 Applikation: Bewertungsalgorithmen
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Index Identifikation Bedingung

A bis Spezies

 1st score >22 and 2nd score >20 and 1st-2nd >8

 1st score >22 and 2nd score <20

 1st score >20 but <=22 and 1st-2nd >2

B
bis

Spezies-Komplex

 1st score >22 and 2nd score >20 and 1st-2nd <8

 1st score >20 but <=22 and 1st-2nd <2

C nicht relevant  1st score <20



MSI V2.0 Applikation: LLBB Bewertungsschema
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Identifikationsebene Bedingung

Spezies
 Index A gleiche Spezies

 Index A und Index B gleiche Gattung

Gattung

 kein Index A

 Index B gleiche Gattung

 Index A unterschiedliche Spezies

 Index A und Index B gleiche Gattung

No ID  Bedingungen für Spezies oder Gattung nicht erfüllt



MSI V2.0 Applikation: LLBB Bewertungsschema
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Spezies: Trichophyton benhamiae

Gattung: Trichophyton sp.

Spezies: Trichophyton indotineae



MSI V2.0 Applikation: LLBB Bewertungsschema
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Spezies: Trichophyton erinacei



MSI V2.0 Applikation: Validierung
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 eigene Stamm-Asservate mit „Referenzidentifikation“

• 89 Stämme (21 Sequenz, 4 DSMZ, 24 RV, 40 Mykologie-Kurse)

• 49 Spezies aus 20 Gattungen

• basierend auf Nomenklatur Stand August 2021 (MycoBank)

Ergebnis Stämme n (%)

Spezies korrekt 62 (69,6)

Referenz-ID/Spezies fraglich 8 (9,0)

Gattung korrekt 16 (18,0)

No ID 3 (3,4)



MSI V2.0 Applikation: Validierung
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Referenz-ID/Spezies fraglich

Referenz-Identifikation Identifizierte Spezies

Nannizzia gypsea 1) Nannizzia incurvata

Lichtheimia corymbifera Lichtheimia ramosa

Aspergillus glaucus Aspergillus pseudoglaucus

Aureobasidium pullulans Aureobasidium melanogenum

Fusarium solani Fusarium petroliphilum (FSSC)

Didymella glomerata Didymella aurea

1) 3 Stämme aus Ringversuchen eines Anbieters bzw. entsprechendem Vorbereitungskurs --> ggf. identisch



MSI V2.0 Applikation: Validierung
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 Ringversuche

• INSTAND Sprosspilze/Hyphomyzeten, Dermatophyten; LGA BW Schimmelpilze

• 18 Stämme

• 17 Spezies aus 11 Gattungen

Ergebnis Stämme n (%)

Spezies/Sektion korrekt 16 (88,8)

Gattung korrekt 1 (5,6)

No ID 1 (5,6)

1 Stamm (T. indotineae) in 09/21 zunächst Fehlidentifikation (T. tonsurans/equinum)
--> bei Wiederholung in 07/22 Identifikation korrekt (Datenbank-Update)



Zusammenfassung

• sehr umfangreiche Datenbank

• gut kuratiert und ständig erweitert

• zuverlässige Identifizierung über breites mykologisches Spektrum 

• kostenfrei

• kein aktuelles Tutorial, keine Hinweise zur Präparation

• Angabe der Bewertungsalgorithmen inkorrekt bzw. unvollständig

• keine Hinweise zu Datenbank-Updates

• ID-Raten auf Speziesebene z. T. (noch) unbefriedigend (Trichophyton-Arten)

• Datenmanagement umständlich und schwer zu automatisieren

• nur mit Bruker-MBT kompatibel
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Schlussfolgerung

Die MSI Applikation besitzt großes 
Potential für eine zeitgemäße 
mykologische Diagnostik.
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Unbedingt ausprobieren!
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