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Neuartige und kostengiinstige LCD-Array-Technologie zur Diagnostik der 50

wichtigsten Hausfaulepilze entwickelt

Das Mykolabor Dresden hat im Rahmen eines ZIM/KF-Forderprojektes gemeinsam mit der Chipron
GmbH Berlin ein sicheres und preiswertes Kit fiir die Diagnostik der ca. 50 wichtigsten Hausfau-
lepilze entwickelt. Basis des Systems zur Analyse spezifischer Pilz-DNA ist die LCD-Array-
Technologie (Low Cost Density), bei der Kunststoff-Slides und eine kostengiinstige Scannertechnik

eingesetzt werden.

Erfahrungen mit der Entwicklung von Diagnostik-Tools fiir Pilze waren durch das Mykolabor Dresden
bereits in einem anderen Kooperationsprojekt (2007 bis 2010) tber die SAB-Technologieférderung
gesammelt worden. Die damals verwendete Fluoreszenz-Technologie mit Glas-Arrays war jedoch
aufwandig (Rangno und Jacobs 2014), weshalb die Produktion durch den Industriepartner wegen

hoher Kosten und zu geringer Nachfrage zwischenzeitlich wieder eingestellt wurde.

Hintergrund

Die als Hausfaulepilze bezeichneten Braun-, Weill- und Moderfaulepilze bauen Holz ab, zerstéren
Holzkonstruktionen und Bauteile und fiihren zu erheblichen Wertminderungen der betroffenen Im-
mobilien. Die Erkennung und Beseitigung von Pilzschdden an verbautem Holz erfordern eine eindeu-
tige Artidentifizierung der Pilze (siehe auch DIN 68800 Holzschutz Teil 1 Allgemeines). Allerdings wa-
ren flr diese Schaderreger bisher keine wirtschaftlichen und ausreichend spezifischen bzw. sensiti-

ven Diagnostikmethoden bzw. kommerziellen Produkte auf dem Markt verflgbar (Jacobs et al. 2015).

Material und Methoden

Fir die Erarbeitung genetischer Datensatze zur Generierung von Sonden fiir 40 Spezies und 10 Gat-
tungen sowie fir die experimentelle Validierung der zu entwickelnden Diagnostik wurden innerhalb
des ZIM/KF-Projektes 370 Proben verschiedener Referenzmaterialen (Pilzstdmme, Praxisproben und
Fremdorganismen) untersucht. Hierfiir wurden diese zuvor makroskopisch, mikroskopisch sowie

molekularbiologisch bestimmt. Die molekulardiagnostischen Methoden umfassten DNA-Extraktion,
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PCR, Sequenzierung, Generierung von 170 validen ITS-Daten fiir das Sonden-Design sowie die Her-
stellung von 13 Kontrollplasmiden fiir die Entwicklung der LCD-Array-Kits.

Fir die Entwicklung eines optimierten Verfahrens zur automatisierten DNA-Extraktion aus Holz- und
Baustoffproben wurde das automatische Extraktionssystem InnuPure® C16 der Firma Analytiklena
als technologische Plattform gewahlt und verschiedene Protokolle getestet und optimiert. Durch eine
umfangreiche Validierung an 50 Referenzproben (Pilzstdmmen und Fremdorganismen) wurde die
Reproduzierbarkeit der entwickelnden LCD-Array-Technologie nachgewiesen. AbschlieRend wurden
50 Praxisproben, denen zusatzlich Lambda-Kontroll-DNA beigesetzt wurde, unter Anwendung der
entwickelten Protokolle zur automatisierten DNA-Extraktion und PCR-Amplifikation mit den LCD-
Array-Labormustern analysiert. Zum Vergleich wurden die Praxisproben zudem mit konventionellen
Methoden und mittels direkter ITS-Sequenzierung auf vorhandene holzzerstérende Pilzarten unter-

sucht.

Ergebnisse

Im Ergebnis des Projekts wurden zwei DNA-Makroarrays zur Diagnostik der wichtigsten Hausfaulepil-
ze (holzzerstorende Basidiomyceten und Moderfaulepilze) auf Basis der LCD-Array-Technologie ent-
wickelt. Zudem wurde ein IHD-Protokoll auf Basis des "innuPREP Plant DNA Kits-IPC16" fiir das auto-
matische DNA-Extraktionssystem InnuPure” C16 fiir Praxisproben aus den Bereichen Bau- und Holz-
schutz entwickelt. Die Analyse von 100 Referenzproben und die erfolgreiche Validierung an 50 Pra-
xisproben zeigen, dass die beiden entwickelten Verfahren die Diagnostik fiir relevante Hausfaulepilze
erheblich vereinfachen. Gegeniliber den unsicheren konventionellen und zeitaufwandigen moleku-
larbiologischen Methoden stellt die LCD-Array Technologie in Verbindung mit automatischem DNA-
Extraktionsverfahren eine leicht handhabbare, routinefahige Diagnostik zur parallelen Differenzie-
rung von Pilzarten bei geringem Zeitaufwand dar. In Anbetracht der Ergebnisse der Validierung ist es
im Projekt gelungen, mit den LCD-Array-Kits "WDF-1" und "WDF Plus 1.0" zwei neue, sich erganzen-
de, marktfahige Produkte zur Diagnostik der 44 wichtigsten Hausfaulepilze zu entwickeln. Beispiel-
haft sind hier Ergebnisse der Analyse der acht Pilzarten mit dem LCD-Array WDF-1 in der Abbildung

dargestellt.
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Ergebnis-Plot der Analyse von acht
Pilzproben mit dem LCD-Array WDF-1:
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Fazit

Im Rahmen des Projektes wurde eine neuartige, kostengiinstige LCD-Array-Technologie fiir die Diag-
nostik von praxisrelevanten Hausfaulepilzen entwickelt. Die darauf basierenden LCD-Array-Kits WDF-
1 und WDF Plus 1.0 ermdglichen eine sichere Bestimmung von ca. 50 der wichtigsten holzzerstéren-
den Basidiomyceten und Moderfaulepilze. Die neuen LCD-Arrays erfordern einen deutlich geringeren
Aufwand an Geraten, Material und Probenaufbereitung, und die erforderliche Ausstattung ist bereits
in vielen molekularbiologischen Labors vorhanden (Rangno und Heiser 2015). Die Markteinflihrung
der neuen LCD-Array-Kits ist vom Projektpartner Chipron GmbH im 3. Quartal 2016 geplant. Das My-
kolabor Dresden wird die Markteinfihrung als Referenzlabor begleiten und die LCD-Arrays fiir For-

schung und Dienstleistung einsetzen.
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