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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS VI 

 

Abkürzungsverzeichnis  

BAL Broncho-Alveoläre-Lavage 

BIP Backward Inner Primer 

Bzw. Beziehungsweise 

B3 Backward Outer Primer 

chs1 Chitinsynthase 1 Gen 

CMA Cornmeal Agar 

CY20S Czapek Yeast Extract Sucrose 20% Agar 

DG-18 Dichloran-18% Glycerin Agar 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

ESI Elektrospray-Interface 

FiP Forward Inner Primer 

F3 Forward Outer Primer 

HeLa Humane Zervixkarzinomzellen (HenriettaLacks) 

hogA mitogen-aktivierte Protein-Kinase 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

Hyd5p Hydrophobin-Protein 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 

Idh Isoepoxydon Dehydrogenase Gen 

ITS Internal Transcribed Spacer 

LAMP Loop Mediated isothermal Amplification 

LC-MS/MS Flüssigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie 

MEA Malzextraktagar 

MTT 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-y1)2, 5-diphenyltetrazoliumbromid 

OAT Oat Meal Agar 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PDA Potato Dextrose Aagar 

RM Rice Meal Agar 

S. Stachybotrys  

SBS Sick-Building-Syndrome 

SC1, 2, 3 Abschnitt 1, 2 und 3 des Satratoxin-Gencluster 
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SK Schweine Nierenzellen 

SNA Synthetischer nährstoffarmer Agar 

sp. Spezies (Singular) 

spp. Spezies (Plural) 

tri5 Trichodiensynthase 5 Gen 

tub2 Beta Tubulin 2 Gen 

v. a. vor allem 

vgl. vergleiche 

z. B. Zum Beispiel
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1 Einleitung und Zielsetzung 

Stachybotrys chartarum (S. chartarum) ist ein saprobiotischer, ubiquitär vorkommender 

Schimmelpilz, der in der Lage ist, hochtoxische Mykotoxine zu bilden. S. chartarum wächst 

bevorzugt auf cellulosereichen Substraten wie Stroh, Rigipsplatten und Tapeten nach Feuch-

teschäden in Innenräumen (Nielsen et al., 1998).  

Das Krankheitsbild der Stachybotryotoxikose wurde in der englischsprachigen Literatur erst-

mals von Forgacs (1972) zusammengefasst. Als Auslöser gelten die zytotoxischen makrozykli-

schen Trichothecene. Eine Gesundheitsgefährdung des Menschen besteht bei Umgang mit 

befallenem Futter und Einstreumaterial, sowie durch Exposition in Innenräumen (Hintikka, 

1978; Johanning, 1994). 

Die makrozyklischen Trichothecene werden nur von S. chartarum Chemotyp S gebildet, wäh-

rend andere Chemotypen der gleichen Art dazu nicht befähigt sind (Andersen et al., 2003). 

Der Chemotyp A produziert einfache Trichothecene und Atranone (Andersen et al., 2002). 

Ulrich et. al (2019) schlugen anhand der Detektion von Atranon- und Satratoxin-Genclustern 

aus der Arbeit von Semeiks et al. (2014) eine weitere Unterteilung der Art in drei verschiedene 

Genotypen vor, wobei nur Isolate der als Genotyp S bezeichneten Kategorie den Chemotyp S 

repräsentieren.  

Ziel dieser Arbeit war es, eine Nachweismethode zu entwickeln und zu optimieren, mit der der 

hochtoxische Genotyp von S. chartarum spezifisch und mit einfachen Mitteln nachgewiesen 

werden kann. Bei dem hier eingesetzten Verfahren der loop-mediated isothermal amplifica-

tion (LAMP) wird ein spezifischer Genlocus unter isothermalen Bedingungen amplifiziert. Der 

Nachweis des Amplifikats und somit der positiven Reaktion wird durch einen I ndikator-ba-

sierten Farbumschlag im Reaktionsgefäß angezeigt und kann mit bloßem Auge abgelesen wer-

den. 
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2 Literatur 

2.1 Gattung Stachybotrys (Ehrenb.) S. Hughes, 1958 

2.1.1 Taxonomie 

Die aktuelle Systematik der Gattung Stachybotrys ist in Abbildung 1 dargestellt. 

 

Abbildung 1: Aktuelle Systematik der Gattung Stachybotrys (Encyclopedia of Life, 2021) 

 

Es sind sieben Synonyme für die Gattung Stachybotrys beschrieben (Seifert et al., 2011): Fu-

ckelina Sacc.(1875), Gliobotrys Höhn. (1902), Hyalobotrys Pidopl. (1948), Spinomyces Saito 

(1939), nom. inval. Art. 36 (nomen invalidum) (= Memnoniella), Synsporium Preuss (1849) und 

Hyalostachybotrys (1958) 

Der Botaniker Corda isolierte als erster den Pilz Stachybotrys von einer befallenen Tapete und 

beschrieb diesen als S. atra CORDA (Corda, 1837).  

Heute führt Enzyclopedia of Life (2021) 87 beschriebene Arten in der Gattung Stachybotrys 

auf. Darunter sind Produzenten von hochtoxischen makrozyklischen Trichothecenen (S. 

chartarum Chemotyp S, S. dichroa), einfachen Trichothecenen (S. nephrospora, S. oenanthes), 

Atranonen (S. chartarum Chemotyp A, S. chlorohalonata, S. microspora) und Phenylspirodri-

manen (Andersen et al., 2002; Andersen et al., 2003; Jarvis et al., 1995). 

Früher wurde die Einteilung zur Gattung Stachybotrys rein morphologisch vorgenommen 

(Bisby, 1943). 

Eine exaktere Ordnung und Abgrenzung der Arten konnte erst unter Zuhilfenahme von mo-

dernen Methoden der DNA-Analyse erreicht werden (Wang et al., 2015b). Mithilfe von DNA-
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Analysen (Haugland et al., 2001) und Untersuchungen des Metabolitenprofils (Wang et al., 

2015a; Wang et al., 2015b) wurde Memnoniella zunächst der Gattung Stachybotrys zugeord-

net, inzwischen aber als eigene Gattung bestätigt (Lombard et al., 2016; Samson et al., 2019).  

Aufgrund der Mykotoxinproduktion (Andersen et al., 2002; Andersen et al., 2003; Ulrich et al., 

2019) wurde die Spezies S. chartarum in einen makrozyklische Trichothecene produzierenden 

Chemotyp S und einen Atranon bildenden Chemotyp A unterteilt. 

Inzwischen lassen sich bei S. chartarum anhand der für die Toxine verantwortlichen Genclus-

tern drei verschiedene Genotypen unterschieden (Semeiks et al., 2014). Der Genotyp S besitzt 

alle nötigen Gene für die Satratoxin Produktion, der Genotyp A vereint die Gene für die Syn-

these von Atranonen. Der Genotyp H hingegen wird als Hybridtyp bezeichnet, da er alle At-

ranon-Gene aber einen unvollständigen Satz der Satratoxin-Gene aufweist (Ulrich et al., 2019). 

2.1.2 Morphologie von S. chartarum 

Zur Anzucht von Stachybotrys werden Potato Dextrose Agar (PDA) und Synthetischer Nähr-

stoffarmer Agar (SNA) als Festnährmedien empfohlen (Samson et al., 2019). Feste Anzucht-

medien im Hinblick auf Kultivierung von Stachybotrys werden in Tabelle 1 dargestellt. Nach 

Frazer et al. (Frazer et al., 2011) liegt die Temperatur für optimales Wachstum von S. charta-

rum zwischen 25 °C und 30 °C. Der optimale Gehalt an freiem Wasser liegt bei aw = 0,997. Für 

die Sporulation hingegen erwiesen sich 30 °C bei gleichbleibender Wasseraktivität als hervor-

ragende Parameter. Tages- und UV-Licht hemmen die Sporenbildung des Pilzes, deshalb er-

folgt die Bebrütung im Dunkeln (Samson et al., 2019).  
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Tabelle 1: Wachstum und Versporung von Stachybotrys auf verschiedenen Festnährmedien 

 nach Andersen und Nissen (2000)

Nährboden Wachstum Sporulation 
Mittlerer 

Koloniendurchmesser 
nach 7 Tagen 

AFPA  
(Aspergillus flavus und 

parasiticus Agar) 

+1 -2 n. b.3 

CREA  
(Creatine Sucrose Agar) 

+/-4 - n. b. 

CYA 
(Czapek Yeast Extract Agar) 

+ - 23 mm5 

CY20S  
(Czapek Yeast Extract Sucrose 

20% Agar) 

+ + n. b. 

DG18  
(Dichloran 18% Glycerol Agar) 

+/- - 3 mm - 7mm6 

DRBC 
(Dichloran Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar) 

+ - n. b. 

DRYES 
(Dichloran Rose Bengal Yeast 

Extract Sucrose Agar) 

+ - n. b. 

OAT  
(Oat Meal Agar) 

+ + n. b. 

PSA  
(Potato Sucrose Agar) 

+ - n. b. 

PDA7  
(Potatoe Dextrose Agar) 

+ + 28 mm6 

SNA  
(Synthetischer Nährstoffarmer 

Agar) 

+/- - 12 mm – 30 mm6 

CMA  
(Cornmeal Agar) 

+ + n. b. 

MEA  
(Malzextrakt Agar) 

+ - 18 mm – 22mm6 

RM  
(Rice Meal Agar) 

+ + n. b. 

V8  
(V8 Juice Agar) 

+ - n. b. 

1 + = Alle 9 getesteten Stachybotrys-Isolate zeigten Wachstum 
2 - = Keines der 9 getesteten Stachybotrys-Isolate zeigte Wachstum 
3 n. b. = nicht bekannt 
4 +/- = Zwischen 1 und 6 Stämmen der 9 getesteten Stachybotrys-Isolate zeigten kein Wachstum 
5 nach Andersen et al.(2003) 
6 nach Samson et al. (2019) 
7 nach Frazer et al. (2011) 

 

Ausgehend von einer siebentägigen Kultivierung bei 25 °C erreichen Kolonien auf PDA einen 

Durchmesser von 28 mm, sind schwarzgrün mit weißem Rand und erscheinen pudrig. Bei man-

chen Isolaten entstehen orange-braune extrazelluläre Pigmente (Samson et al., 2019). Auf 

SNA ist nach siebentägiger, lichtgeschützter Kultivierung bei 25 °C ein Durchmesser von 30 

mm erreicht. Das fadenförmige Myzel besitzt auf diesem Medium ein schwarzgrünes Zentrum 

(Samson et al., 2019). Auf Malzextraktagar (MEA) erscheint S. chartarum grau bis schwarz. Es 

findet sich wie auch bei PDA gelegentlich ein orange-braunes extrazelluläres Pigment 
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(Andersen et al., 2003). Die Kolonien haben auf diesem Medium nach siebentägiger Kultivie-

rung einen Durchmesser von 22 mm und bilden federartige Synnemata (Samson et al., 2019). 

 

Abbildung 2: S. chartarum auf MEA – Dreipunktkultur (eigene Aufnahme) 

 

Die Konidiophoren von S. chartarum sind einfach oder (seltener) verzweigt und erlangen bis 

zu 100 µm in der Länge und 3 µm bis 6 µm in der Breite auf SNA. S. chlorohalonata dagegen 

erreicht bei den Konidiophoren Größen von 40 µm -70 µm in der Länge und 3 µm – 6 µm in 

der Breite. Sie sind glatt an der Basis und rau und dunkel an der Spitze. Die Phialiden, die in 

Haufen von 4 bis 10 auf jedem Konidiophor gebildet werden sind glatt, obovoid und hyalin an 

der Basis und zeigen zur Spitze hin. Auf Cornmeal Agar (CMA) erreichen sie eine Maximalgröße 

von 13 µm x 6 µm (Andersen et al., 2003), bei S. chlorohalonata hingegen nur 11 µm x 6 µm. 

Die Konidien werden oft von ellipsoiden und hyalinen Schleimköpfen umgeben und messen 

maximal 12 µm x 6 µm (S. chlorohalonata 11 µm x 6 µm) auf CMA (Andersen et al., 2003). 

Reife Konidien sind nicht septiert, ellipsoidal, grob aufgeraut und schwarz (Samson et al., 

2019). Die Konidien von S. chlorohalonata hingegen stellen sich glatt, ellipsoidal bis breit el-

lipsoidal dar (Andersen et al., 2003). 
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Abbildung 3: Konidiophore mit Phialiden und einer einzelnen Konidie von S. chartarum,  

 Laktophenolblau, 400-fache Vergrößerung (eigene Aufnahme) 

2.1.3 Genetische Disposition der Chemotypen in S. chartarum 

Die Spezies S. chartarum wird in die Genotypen S, A und H eingeteilt. Die unterschiedliche 

genetische Ausstattung der drei Typen führt zur Ausbildung eines von zwei Chemotypen 

(Andersen et al., 2003; Ulrich et al., 2019). Das Set der Gene bestimmt folglich die Fähigkeit 

zur Synthese von Metaboliten, die spezifisch für den jeweiligen Chemotyp sind. Die Genotypen 

A und H werden dem Atranon-produzierenden Chemotyp A, der Genotyp S hingegen wird dem 

Chemotyp S zugeordnet. Dieser ist in der Lage, die hochtoxischen makrozyklischen Trichothe-

cene wie Satratoxin G und H zu produzieren (Andersen et al., 2002; Jarvis et al., 1983) (siehe 

2.1.4). An der Synthese von makrozyklischen Trichothecenen sind spezifische Gencluster be-

teiligt. Die Gene SAT1 – SAT21 wurden von Semeiks et. al (2014) in drei SAT Cluster eingeteilt 

(SC1 - SC3). Alle 21 SAT Gene konnten in der Arbeit von Ulrich et. al (2019) nur im Genotyp S 

nachgewiesen werden, der Genotyp A hingegen wies keines der SAT Gene auf. In der Studie 

konnten sowohl alle Gene des SC1 (SAT1 – SAT10) in Genotyp H nachgewiesen werden als 

auch vier von fünf Genen des SC3 (SAT17 – SAT 21). SAT21 war nur in zwei der fünf getesteten 

H-Typen präsent. Bei Genotyp A und H konnten die Gene des SC2 (SAT11 – SAT16) nicht nach-

gewiesen werden (Ulrich et al., 2019).  
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Abbildung 4: Darstellung der unterschiedlichen genetischen Ausstattung von S. chartarum 

(Genotypen) und die daraus resultierenden Chemotypen; ----- = keines der Gene 

des entsprechenden Cluster konnte nachgewiesen werden. * = Bei zwei von vier 

der getesteten S. chartarum Genotyp H konnte SAT 21 nachgewiesen werden. 

Die Gene des SC2 wurden in der vorliegenden Arbeit als genetischer Marker für die hochgradig 

zytotoxischen Stämme unter S. chartarum genutzt, da nur der Chemotyp S diese aufweist. 

2.1.4 Mykotoxine 

Metabolite des sekundären Stoffwechsels sind Produkte, die scheinbar nicht zur Lebenserhal-

tung der sie bildenden Organismen nötig sind. Folglich können auch Pilze ohne die Produktion 

solcher Sekundärmetabolite wachsen (Bennett und Bentley, 1989; Gräfe, 1993). Sie wurden 

in der Literatur oft als „Abfall – und Detoxifikationsprodukte“ bezeichnet (Haslam, 1986).  

Der Begriff Sekundärmetabolite für Mykotoxine ist zu ungenau. Sie werden nun als Extrolite 

bezeichnet, da sie für die Interaktion des bildenden Organismus mit der Umwelt Funktionen 

wahrnehmen, wozu sie in die Umgebung abgesondert und/oder an der Zellwand angereichert 

werden können (Samson und Frisvad, 2004). 

Bei einigen Arten findet man sie auch hochkonzentriert in den als Guttationströpfchen be-

zeichneten wässrigen Ausscheidungen, die sich auf der Oberfläche von Pilzkulturen und an 

deren Hyphen finden (Gareis und Gottschalk, 2014). Im Falle von S. chartarum treten 
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Mykotoxine sowohl in den Guttationstropfen, Konidiosporen und Pilzmycel sowie im umge-

benden Nährsubstrat auf. Ein möglicher Grund für die aktive Exkretion von toxischen Extroli-

ten ist die Habitatskonkurrenz zwischen Mikromyzeten untereinander und anderen Konkur-

renten wie z. B. Bakterien (Gareis und Gottschalk, 2014).  

 

 

Abbildung 5: Guttationströpfchen auf einer Kultur von S. chartarum auf MEA  

 (eigene Aufnahme) 

 

Die Extrolite von Stachybotrys spp. gliedern sich in die drei übergeordneten Gruppen der At-

ranone, Trichothecene und Phenylspirodrimane. Die beiden Spezies S. chartarum und S. chlo-

rohalonata synthetisieren zusammen Mykotoxine aller drei Gruppen (Andersen et al., 2003) 

(siehe Tabelle 2).  
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Tabelle 2: Metabolitenprofil von S. chartarum und S. chlorohalonata  

 (Andersen et al., 2002; Andersen et al., 2003; Jarvis et al., 1995; Jarvis et al., 1998)

Stachybotrys 
Spezies 

Makrozyklische 
Trichothecene 

Einfache 
Trichothecene 

Atranone Pheylspirodrimane 

chartarum 
Chemotyp S 

+1 + -2 + 

chartarum 
Chemotyp A 

- + + + 

chartarum 
Genotyp H3 

- n. b.4 n. b. n. b. 

chlorohalonata - + + + 
     

1 Wird gebildet 

2 Wird nicht gebildet 

3 nach Ulrich et al. (2019) 

4 Nicht bekannt 

 

2.1.4.1 Trichothecene 

Trichothecene umfassen eine Gruppe von über 150 Metaboliten die von verschiedenen Pilz-

gattungen synthetisiert werden (Cope, 2018; Gutleb et al., 2002), darunter die Gattungen Ce-

phalosporium, Fusarium, Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys, Trichoderma und Trichothe-

cium (Cole et al., 2003; McCormick et al., 2011). 

Trichothecene sind zyklische Sesquiterpene, die nach ihrer chemischen Struktur in vier unter-

schiedliche Typen eingeteilt wurden (Typ A-D) (Ueno, 1983). 
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Abbildung 6: Chemische Kernstruktur für die Trichothecene A-D nach Shank et al. (2011), 

 (Cole et al., 2003; Ueno, 1983) 

 

Typ A und B Trichothecene unterscheiden sich chemisch an der Position C-8 und werden vor-

wiegend von der Gattung Fusarium synthetisiert (Ueno, 1983). Auch Typ C Trichothecene kön-

nen anhand der chemischen Gruppe am Kohlenstoff der Position 8 von den anderen Typen 

unterschieden werden. Sie können in einfacher oder in makrozyklischer Form vorliegen und 

werden vorwiegend von den Gattungen Chephalosporium und Trichothecium gebildet (Cole 

et al., 2003). 

Typ D Trichothecene sind makrozyklische Trichothecene, die sich chemisch von den anderen 

Typen durch einen zusätzlichen Ring, der die C-4 mit der C-15 Position verbindet, abgrenzen 

(McCormick et al., 2011). Isolate von S. chartarum, die dem Chemotyp S zugerechnet werden, 

sind in der Lage, die makrozyklischen Trichothecene Satratoxin F, G, H, Verrucarin J sowie Ro-

ridin E und L-2 zu produzieren (Andersen et al., 2002; Jarvis et al., 1988). 

Außer den genannten Pilzen sind noch die beiden Pflanzenarten Baccharis megapothamica 

(Jarvis et al., 1987) und Holarrhena floribunda (Loukaci et al., 2000) in der Lage, Typ D Tri-

chothecene als Phytotoxine zu bilden. Man vermutet, dass die Synthesefähigkeit der Pflanze 
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auf einen Transfer der nötigen Gene von Myrothecium zurückgeht, da es sich um dieselben 

makrozyklischen Trichothecene handelt wie bei dem Pilz (Jarvis et al., 1988). Eine andere The-

orie geht von einer Synthese der Gifte durch endophytisch lebende Pilze aus (Liu et al., 2016). 

 

Abbildung 7: Strukturformeln der makrozyklischen Trichothecene, die von S. chartarum 

Chemotyp S gebildet werden können; Ohne Isoformen (Ekruth, 2021) nach Cole 

et al. (2003) 

 

Die Typ D Trichothecene binden irreversibel an die 60S Untereinheit der Ribosomen und un-

terbinden somit die Proteinbiosynthese der Zelle. Dadurch besitzen sie die höchste Toxizität 

im Vergleich zu den einfachen Trichothecenen (Feinberg et al., 1989; Ueno, 1977). Aufgrund 

ihrer membranpermeablen Eigenschaften werden Trichothecene schnell über die äußere 

Haut und über den Magen-Darmtrakt aufgenommen (Middlebrook und Leatherman, 1989) 
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und entfalten ihre toxische Wirkung auf mitotisch aktive Zellen (Wannemacher und Wiener, 

1997). Eine Intoxikation äußert sich in Symptomen wie Vomitus, hämorrhagischen Läsionen, 

Hautirritationen sowie immunologischen Problemen (Pestka, 2008; Ueno und Hsieh, 1985). 

Makrozyklische Trichothecene haben neben den zytotoxischen Eigenschaften auch immuno-

modulatorische und immunosuppressive Effekte. Die Ausprägung dieser Effekte ist dabei von 

der Dauer der Exposition und von der Dosis des Giftes abhängig (Genevieve S. Bondy, 2000). 

Im Zytotoxizitätstest an SK-Zellen (Schweine-Nierenzellen) zeichnen sich makrozyklische Tri-

chothecene mit IC50-Werten von <0,1 µg/ml (Inhibitorische Konzentration, die 50% des Zell-

wachstums hemmt) als hochgradig zytotoxisch aus. Im Gegensatz dazu weisen die ebenfalls 

stark zellschädigenden Typ B Trichothecene wie Nivalenol und Deoxynivalenol, die von Fusa-

rien gebildet werden, lediglich IC50-Werte von <20 µg/ml auf (Hanelt et al., 1994).  

2.1.4.2 Atranone 

Die chemisch zu den Dollabellan-Diterpenen zählenden Atranone werden von S. chartarum 

Stämmen des Chemotyp A und von S. chlorohalonata gebildet und umfassen die Typen A – K 

(Hinkley et al., 1999; Hinkley et al., 2000; Hinkley et al., 2003) (vgl. Abbildung 8). Wie in Tabel-

le 2 gezeigt, können Stämme vom Chemotyp A und S. chlorohalonata keine makrozyklischen 

Trichothecene bilden. In der Regel synthetisieren sie jedoch zusätzlich zu Atranonen und Phe-

nylspirodrimanen auch einfache Trichothecene (Andersen et al., 2003). 

Der Genotyp H besitzt laut Triplex-PCR die für die Atranonbildung nötigen Gene, doch sein 

Metabolitenprofil wurde bisher für diese Mykotoxine nicht veröffentlicht (Ulrich et al., 2019). 
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Abbildung 8: Strukturformeln der Atranone A – K, Ekruth (2021) nach Jarvis et al. (2003), Rot: 

eingekreistes Enol-Lacton-System 

 

Bei kürzlich identifizierten Atranonen aus S. chartarum konnten antimikrobielle Effekte auf die 

Bakterien Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis und Methicillin resistente Staphy-

lococcus aureus sowie auf den Hefepilz Candida albicans nachgewiesen werden (Yang et al., 

2019). 

Rand et al. (2006) beobachteten eine starke Erhöhung der Konzentration von proinflammato-

rischen Zytokinen, sowie einen signifikanten Anstieg der Anzahl von Makrophagen und 

neutrophilen Granulozyten in der Broncho-Alveolären-Lavage Flüssigkeit (BAL) von Mäusen 

nach vorheriger intratrachealer Instillation von Atranon A und C (siehe Abbildung 8). Aufgrund 

der Daten des Mausmodells kann von einer proinflammatorischen Wirkung auf Säugetiere 

und somit auch auf den Menschen ausgegangen werden, jedoch sind die zytotoxischen Eigen-

schaften der Atranone deutlich geringer ausgeprägt als bei den makrozyklischen Trichothece-

nen in Säugetierzellen (Abbas et al., 2002).  
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Li et al. (2017) beschrieben für ein Atranon von S. chartarum die Eigenschaft in vitro adulte 

Spinalganglien aus Mäusen im Wachstum signifikant zu begünstigen, ohne das Zellüberleben 

negativ zu beeinflussen. 

Des Weiteren wurden bereits antitumoröse Eigenschaften von Atranonen gegen humane Os-

teosarkomzellen beschrieben (Qin et al., 2020). 

2.1.4.3 Phenylspirodrimane 

Phenylspirodrimane gehören zur Klasse der Meroterpenoide. Bisher konnten über 120 ver-

schiedene Verbindungen dieser Stoffklasse aus Stachybotrys und Memnoniella isoliert werden 

und es werden kontinuierlich neue Dimere der Phenylspirodrimane beschrieben (Chunyu et 

al., 2016; Kim et al., 2016; Wang et al., 2015a; Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2017a; Zhao et 

al., 2017b). Diese strukturelle Diversität beruht vor allem auf unterschiedlichen Verbindungs-

mustern zweier Phenylgruppen (Liu et al., 2020). 

Phenylspirodrimane, wie das Stachybotryamid (Abbildung 9), gelten als immunosuppressiv so-

wie als Protease-Inhibitoren (Jarvis et al., 1995; Kaneto et al., 1994; Roggo et al., 1996). 

 

Abbildung 9: Phenylspirodriman Stachybotryamidnach Hinkley et al. (1999) 

 

Sie wirken stimulierend auf die Fibrino- und Thrombolyse und vereinen zyto- sowie neuroto-

xische Effekte, wobei die zytotoxischen Eigenschaften deutlich geringer ausfallen als bei den 

makrozyklischen Trichothecenen (Jarvis et al., 1995; Nielsen, 2003; Pestka et al., 2008). Aller-

dings konnte eine signifikante Zytotoxizität von neu beschriebenen Phenylspirodrimanen von 

S. chartarum gegenüber verschiedenen humanen Tumorzelllinien nachgewiesen werden 

(Zhao et al., 2018). 
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2.1.5 Vorkommen von S. chartarum 

S. chartarum wurde in Erdreich, totem Pflanzenmaterial sowie in Lebens- und Futtermitteln 

nachgewiesen (Barron und Peterson, 1968; Biermaier et al., 2015; Drobotko, 1945; Ellis, 1971) 

und ist ubiquitär verbreitet. Aufgrund seines ausgeprägten zellulolytischen Potenzials wächst 

S. chartarum bevorzugt auf feuchten und zellulosehaltigen Materialien wie Stroh und Heu, 

aber auch auf Bau- und Innenraummaterialien und tritt damit als Kontaminant in Gebäuden 

auf (Andersen et al., 2002; Kuhn et al., 2005; Nikulin et al., 1994). Sein Wachstum in Innenräu-

men wird durch vorangegangene Wasserschäden ermöglicht, da hohe Gehalte an freiem Was-

ser dazu nötig sind (Nielsen et al., 2004). Bei Beprobung von 200 Wohnhäusern mit Feuchte-

schäden in Houston (Texas) konnte in nahezu 60% der Gebäude ein Befall mit Stachybotrys 

spp. nachgewiesen werden (Kuhn et al., 2005). 

2.1.5.1 Futtermittel 

Stroh, das sowohl als Einstreumaterial als auch als Futterzusatz für Nutztiere verwendet wird, 

ist häufig von Stachybotrys befallen (Drobotko, 1945; Harrach et al., 1983a). Stroh und Heu, 

insbesondere Gerstenstroh, scheinen ein ideales Substrat für das Wachstum von S. chartarum 

darzustellen (Danko, 1975; Harrach et al., 1987). Im Gliederungspunkt 2.1.6.2 werden in Ta-

belle 7 diese Matrices in Verbindung mit Krankheitsfällen beim Tier aufgegriffen. 

El-Kady und Moubasher (1982) fanden in 83% der untersuchten Proben von ägyptischem Wei-

zenstroh (n=50) Vertreter der Gattung Stachybotrys. Dabei trat S. chartarum am Häufigsten 

auf (164 von 166 Isolaten). 

In einer Studie aus Russland zum Screening von Futtermittelproben auf Schimmelpilzbefall 

erwiesen sich 3,4% der 252 Proben als mit Stachybotrys befallen. Der größte Anteil mit 67,9% 

fiel auf die Gattung Mucor. Die Futtermittel umfassten Kraft-, Grün- und Mischfutter, wobei 

die Gattung Stachybotrys am häufigsten in Heu und Stroh nachgewiesen werden konnte. Die 

Probennahme erfolgte ganzjährig, wobei Stachybotrys am frequentesten im Frühjahr isoliert 

werden konnte (Ibragimova et al., 2021). 

Auch in Tierfutter auf der Basis von Reis konnte S. chartarum in Indien nachgewiesen werden 

(Surekha et al., 2011). 
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Im Staub, der beim Dreschvorgang von Ackerbohnen entsteht, wurde S. chartarum in Ägypten 

isoliert (Gherbawy et al., 2021). 

2.1.5.2 Lebensmittel 

Einen Überblick über Vorkommen von Stachybotrys spp. in Lebensmittelmatrices gibt Tabel-

le 3. V. a. Getreide wie Gerste und Weizen werden befallen, aber auch getrocknete Lebens- 

und Genussmittel wie Pfeffer (Abdel-Hafez und El-Said, 1997), Küchenkräuter (Biermaier et 

al., 2015) und Tabak (Catania et al., 1998) wurden als kontaminiert beschrieben. 

Des Weiteren konnte ein Befall von Sojabohnenwurzeln beschrieben werden, wobei S. charta-

rum als Verursacher einer Wurzelfäule auftrat (Li und Hartman, 2000). 

Auch in Dörrzitronen konnte Stachybotrys sp. in einer Probe isoliert werden. Bei dem über-

wiegenden Teil der Mycobiota, die in dieser Studie in den Zitronen identifiziert werden 

konnte, handelte es sich allerdings um Aspergillen (Toma und Abdulla, 2013).  

In Küchenkräutern konnten neben dem Nachweis von S. chartarum und S. chlorohalonata 

auch makrozyklische Trichothecene identifiziert werden (Biermaier et al., 2015). 

Tabelle 3: Vorkommen von Stachybotrys spp. in Lebensmittelmatrices 

Lebensmittel Herkunft Jahr Referenz 

Gerste und Weizen Finnland 1973 (Korpinen, 1973) 
Gerste Iran 1994 (Nejat-Salari und Ershad, 1994) 
Gewürze Ägypten 1992 (El-Kady et al., 1992) 
Pfeffer, rot Ägypten 1997 (Abdel-Hafez und El-Said, 1997) 
Tabak n. b.1 1998 (Catania et al., 1998)2 

Sojabohnenwurzeln USA 2002 (Li et al., 2002) 
Heilkräuter Ägypten 2006 (Abdel‐Hafez und El Naggar, 2006)3 

Dörrzitronen Irak 2013 (Toma und Abdulla, 2013) 
Küchenkräuter divers 2013 (Biermaier et al., 2015) 

1nicht bekannt 

2nach Li et al. (2002) 

3nach Santos et al. (2013) 

2.1.5.3 Innenräume und Umwelt 

Das erste Stachybotrys-Isolat wurde 1837 von Corda in Prag aus einer Tapete isoliert (Corda, 

1837). Rigipswände, Tapeten, Holzmöbel und ähnliche Materialien werden aufgrund der Zel-

lulose spaltenden Eigenschaften von Stachybotrys bevorzugt befallen (Andersson et al., 1997; 

Gareis, 1994; Gottschalk et al., 2006; Jarvis et al., 1996; Van Reenen-Hoekstra et al., 1991). 
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Voraussetzung für einen Befall mit S. chartarum in Wohn- und Arbeitsräumen ist eine hohe 

Wasseraktivität in den betroffenen Baumaterialien, wie sie häufig nach einem Wasserschaden 

auftritt. Nielsen et al. (2004) konnten zeigen, dass allein das Auftreten von Kondensations-

feuchte keine ausreichend günstigen Bedingungen für ein Wachstum von S. chartarum bietet, 

oder zur Mykotoxinbildung führt.  

In Gebäuden wie Archiven, Getreidelagerstätten und Bauernhöfen, aber auch in modernen 

Bürokomplexen mit Klimaanlage, ist Schimmelpilzwachstum nach Wasserschäden auf ent-

sprechenden Materialien (siehe Tabelle 4) und eine inhalative Exposition der dort wohnhaften 

oder arbeitenden Personen möglich (Fischer und Dott, 2003; Fromme et al., 2016; Jarvis und 

Miller, 2005; Nielsen, 2003). Bisher ist nicht geklärt, ob Pilzsporen der Hauptvektor für My-

kotoxinbelastung der Raumluft sind (Fromme et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass auch klei-

nere Partikel als Sporen mit Pilzgiften behaftet sein können (Brasel et al., 2005). Da S. charta-

rum mit Toxinen angereicherte Guttationstropfen bilden kann, ist ein Übergang in die Raum-

luft möglich (Gareis und Gottschalk, 2014; Gareis et al., 2011; Mayer et al., 2007). Als weiterer 

Vektor für Mykotoxine in Innenräumen und Umwelt konnten Milben identifiziert werden. De-

ren Ausscheidungen könnten somit nicht nur als Allergen im Hausstaub fungieren, sondern 

auch Mykotoxine enthalten (Gareis und Göbel, 1998). 

Auch aus Materialien wie Aluminiumfolie, Glaswolle und Rohrisoliermaterial wurde S. charta-

rum isoliert (Gravesen et al., 1999), wobei makrozyklische Trichothecene in den betroffenen 

Gebäuden festgestellt wurden.  

Tabelle 4: Beispiele für das Vorkommen von S. chartarum auf Innenraummaterialien 

Matrix Land Jahr Referenz 

Luftproben Großbritannien 1983-1986 (Hunter et al., 1988) 
Luftfilter, Luftgehalt Finnland 1990-1991 (Reponen et al., 1994) 
Papier, Gips, Tapete Finnland 1993 (Nikulin et al., 1994) 
Gipswände, Holzmaterial 
(Küche), Isolationsmaterial 
aus Glaswolle 

USA 1998 (Johanning et al., 1998) 

Aluminiumfolie, 
Rohrisoliermaterial 

Dänemark 1999 (Gravesen et al., 1999) 

Tapete Deutschland 2008 (Gottschalk et al., 2008) 
Scheitholz, Isolationsmaterial 
aus Glaswolle, 
Gipswand 

USA 2010 (Skrobot et al., 2014; 
Skrobot III et al., 2017) 

Innenwände Thailand 2016 (Precha et al., 2020) 
Hackschnitzel, Glaswolle Deutschland 2020 (Jagels et al., 2020) 
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2.1.6 Bedeutung von S. chartarum als Verursacher von Intoxikationen 

2.1.6.1 Mensch 

S. chartarum wird im Zusammenhang mit dem Krankheitskomplex des Sick Building Syndrome 

(SBS) (Cooley et al., 1998; Johanning et al., 1999; Mahmoudi und Gershwin, 2000; Straus, 

2009) genannt, einer multifaktoriellen Erkrankung, die unspezifische Symptome verursacht. 

SBS ist definiert durch Krankheitsanzeichen im oberen Respirationstrakt, Kopfschmerzen, Er-

schöpfung und Hautausschläge, die mit dem Aufenthalt von Personen in einem spezifischen 

Gebäude in Zusammenhang zu bringen sind (Redlich et al., 1997). 

Bei diesem Krankheitskomplex, bei dem u.a. flüchtige organische Verbindungen (Hodgson et 

al., 1994), bakterielle Toxine (Teeuw et al., 1994) sowie physikalische Faktoren (Levin, 1995) 

als Ursachen diskutiert werden, kann S. chartarum nicht als alleiniger Verursacher verantwort-

lich gemacht werden. Seine Rolle ist umstritten (Terr, 2009). 

In den 1990ern häuften sich Fälle von idiopathischem Lungenbluten bei Kleinkindern aus 

Wohnstätten mit vorhergehenden Wasserschäden in Cleveland (Ohio, USA) und rückten S. 

chartarum als mögliche Ursache in das Zentrum des medialen Interesses (Etzel et al., 1998; 

Miller et al., 2003). Im Zeitraum von 1993 bis 2000 erlagen 12 Kleinkinder unter den 41 Er-

krankten den Symptomen. Da die Wohnungen infolge der Wasserschäden durch S. chartarum 

befallen waren, wird der hochtoxische Pilz mit den Erkrankungen in Verbindung gebracht 

(Dearborn et al., 2002).  

Ob makrozyklische Trichothecene allein für die Ausbrüche von Lungenbluten bei Kleinkindern 

verantwortlich sind, ist umstritten. Es wird ein Zusammenspiel dieser Toxine mit anderen Se-

kundärmetaboliten diskutiert, die von der Gattung Stachybotrys produziert werden (z. B. Hä-

molysine) (Vesper et al., 2000; Vesper et al., 2001; Vesper und Vesper, 2002). 



2 LITERATUR 28 

 

Tabelle 5: Krankheitsausbrüche bei Menschen im Zusammenhang mit S. chartarum 

Symptome/Erkrankung Bevölkerungsgruppe Land Jahr Referenz 

Pulmonale 
Hämorrhagie 

Kleinkinder USA 1993-
2000 

((CDC), 2000; 
Dearborn et al., 
2002; Etzel et al., 
1996; Etzel et al., 
1998) 

Grippeähnlich, 
Gastrointestinal, 
Fokale Alopezie, 
Gliederschmerzen 

Erwachsene, 
Teenager 

USA 1980-
1985 

(Croft et al., 1986) 

Respiratorisch, 
Zentralnervös 
Blutbildveränderungen 

Erwachsene USA 1995 
 

(Johanning et al., 
1996) 

Asthma, Interstitielle 
Lungenerkrankung, 

Erwachsene USA 1992-
1993 

(Hodgson et al., 
1998) 

Respiratorisch, 
Dermatologisch 

Erwachsene Ukraine 1945 (Drobotko, 1945) 

Respiratorisch, 
Dermatologisch 

Erwachsene Frankreich 1985 (Le Bars und Le 
Bars, 1985) 

Rhinitis, Dyspnoe, 
Konjunktivitis, 
Lethargie, Tussis 

Kinder/Erwachsene Finnland 2004-
2009 

(Mussalo-
Rauhamaa et al., 
2010) 

Sinusitis Immunsupprimierter 
Erwachsener 

USA 2020 1(Semis et al., 2020) 

1 S. chlorohalonata war verantwortlich 

Im Tiermodell rufen applizierte Sporensuspensionen von S. chartarum histologische Verände-

rungen und Entzündungen in Gewebe von Nase und Lunge von Mäusen hervor (Jabar et al., 

2020). Eine Inhalation von mit Toxinen behafteten Sporen, die auch im Menschen solche Ver-

änderungen hervorrufen könnte, kann nicht ausgeschlossen werden, besonders wenn die 

Schleimkapsel der Sporen austrocknet und Guttationströpfchen gebildet werden (Gareis und 

Gottschalk, 2014; Lemons et al., 2019).  

Einer der ersten Fälle von Intoxikationen über die Atemluft wurde von Croft et al. (1986) be-

richtet. Die Symptome bei den Betroffenen ähnelten denen von Pferden, die mit kontaminier-

tem Stroh in Kontakt waren und unter Stachybotryotoxikose litten (Fromme et al., 2016) 

(siehe 2.1.6.2). In der Studie konnten in Luftstaubproben und Wandmaterial neben Sporen 

von S. atra auch makrozyklische Trichothecene isoliert werden. Nach Applikation von in 
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Ethanol gelöstem Probenmaterial in Ratten und Mäusen per os, verendeten alle Tiere inner-

halb von 24 Stunden. Die Kontrollgruppe zeigte keinerlei Symptome. Auch in Deutschland 

konnten in Luftstaubproben einer mit S. chartarum kontaminierten Wohnung makrozyklische 

Trichothecene nachgewiesen werden (Gottschalk et al., 2008). Die meisten Proben von Staub 

aus Wohnumgebungen befinden sich allerdings unterhalb der Quantifizierungsgrenze in Be-

zug auf Satratoxine (Fromme et al., 2016). 

Als invasives Pathogen war Stachybotrys bisher nicht bekannt, doch kürzlich wurde aus den 

Nasennebenhöhlen eines jungen Mannes (23 Jahre), der zuvor an Leukämie erkrankte, S. chlo-

rohalonata isoliert. Der Patient wurde allerdings mit immunosuppressiven Kortikosteroiden 

behandelt, die vermutlich diese Infektion stark begünstigten (Semis et al., 2020). 

2.1.6.2 Tier 

Zwischen 1920 und 1940 wurde in Ungarn und Russland über eine bis dahin nicht bekannte 

Krankheit in Nutztieren, insbesondere bei Pferden, berichtet. Dokumentiert wurden Blutun-

gen, Geschwüre und Auflagerungen im Maulbereich von Pferden, aber auch Schockgeschehen 

und Todesfälle (Drobotko, 1945; Jarmai, 1929; Szathmary, 1983). 

Diese zuerst als „unbekannte Krankheit“ (NZ = neizvestnoe zabolevanie) oder „Massenerkran‐

kung“ (MZ = massovoe zabolevanie) bezeichnete Erkrankung wurde 1938 mit von S. alternans 

(S. alternans = S. chartarum) befallenem Stroh in den Ställen von betroffenen Pferden in Ver-

bindung gebracht (Forgacs, 1972; Sarkisov, 1947) und als Stachybotryotoxikose bezeichnet. 

Die Symptome der Krankheit konnten durch Fütterung von kontaminiertem Futter erfolgreich 

provoziert werden (Dankó und Tanyi, 1968; Drobotko, 1945; Palyusik, 1970). 

Die Stachybotryotoxikose bei Pferden gliedert sich je nach aufgenommener Toxinmenge und 

Dauer der Exposition in drei klinisch unterschiedliche Formen, die in Tabelle 6 dargestellt wer-

den. 
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Tabelle 6: Formen und Symptome der Stachybotryotoxikose des Pferdesnach Forgacs (1972) 

Klinische 
Formen 

Stadium Aufnahme-
menge 
kontami- 
niertes 
Stroh 

Inkubations- 
zeit 

Dauer Symptome 

typisch 1 Subletale 
Mengen der 
Toxine 

2-10 Tage 8-30 
Tage 

Stomatitis; Fissuren 
Maulwinkel; Ödeme 
Kopfbereich; 
Lymphknoten- 
schwellung 

2 5 Tage nach 
Stadium 1 

5-20 
Tage 

Koagulopathie, 
Thrombozytopenie, 
Leukozytopenie 

3 k. a.1 1-6 Tage Nekrosen 
Maulbereich; 
Hyperthermie bis 
41,5°C; Apathie; 
schwacher Puls; 
Exitus 

atypisch n.a.2 Ca. 225g3, 
hochgradig 
kontaminiert 
über 10 Tage 

10 Tage k.a. Hyperästhesie, 
Hyperreflexie, 
Visusverlust; Exitus 
durch Apnoe 

Schockform Sehr hohe 
Mengen 
über kurzen 
Zeitraum 

k. a. 10-12 
Stunden 

Hyperthermie, 
Dyspnoe, Zyanosen, 
Hämmorhagien an 
Schleimhäuten, 
peraktuer Exitus 

1Keine Angabe 

2Nicht anwendbar 

3nach Forgacs (1958) 

 

Durch Kontakt mit den makrozyklischen Trichothecenen von S. chartarum kann auch bei an-

deren Tierarten mit ähnlichen Symptomen wie beim Pferd die Stachybotryotoxicose auftre-

ten. Einen Überblick über Ausbrüche der Krankheit bei verschiedenen Tierarten gibt Tabelle 

7.  
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Tabelle 7: Fälle von Stachybotryotoxikose bei diversen Tierarten 

Tierart Matrix Klinik Land Jahr Referenz 
Schaf Stroh Lethargie, Epistaxis, 

Alopezie, Diarrhoe 
Ungarn 1982 (Harrach et 

al., 1983a) 
  Haemorrhagische 

Sepsis, Anämie, 
Leukopenie 

Südafrika 1979 (Schneider et 
al., 1979) 

Rind (Kälber) Stroh Hyperthermie, 
ruminale Atonie, 
Epistaxis, petechiale 
Hämorrhagien der 
Schleimhäute, 
Blutungsneigung 

Rumänien 1990 (Ghergariu et 
al., 1990) 

Rind  
(Fresser = 200 
bis 250 Kg)) 

Stroh Dermatitis, 
Pharyngitis, 
Laryngitis, 
Konjunktivitis 

Bosnien und 
Herzegowina 

1971 (Ozegovic et 
al., 1971) 

Geflügel Stroh Haut-Erytheme, 
Hautnekrosen, 
krustöse 
Auflagerungen an 
den Ballen 

Ungarn 1990 (Ivanics et al., 
1990) 

 Mais, 
gemahlen, 
Weizen 

Hochgradige 
Salivation, Kachexie, 
Blässe der Adnexe, 
Nekrosen 

Maryland 
(USA) 

1962 (Schumaier et 
al., 1963) 

Schwein 
(laktierende 
Sauen/Ferkel) 

Stroh Hautver- 
änderungen an 
Rüsselscheibe/Zitzen, 
Rhinitis 

Ungarn 1960-
1970 

(Szabó et al., 
1970) 

Wild 
(Damwild, 
Tierpark) 

Stroh Darmatonie, 
Hämorrhagien, 
Multiorganversagen 

Frankreich 
(Umgebung 
Paris) 

1975 (Le Bars et al., 
1977) 

Hund (Rasse: 
Boxer) 

Stroh Dermatitis, Ulcera, 
Epistaxis, 
katarrhalische 
Rhinitis 

Ungarn 2005 (Szemeredi, 
2005) 

 

Mit Tierversuchen wie Fütterungsexperimenten mit kontaminiertem Material konnten die 

Symptome der Stachybotryotoxikose in Mäusen, Hasen, Meerschweinchen, Hunden, sowie in 

Hühnern künstlich reproduziert werden (Forgacs, 1972; Korneev, 1948; Schumaier et al., 

1963). 
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2.2 Nachweismethoden 

2.2.1 Phänotypisch 

2.2.1.1 Kultur- und Mikromorphologie 

S. chartarum kann auf vielen Nährmedien erfolgreich kultiviert werden. Er wächst aber 

schlecht und sporuliert nicht auf Medien mit geringem Wassergehalt wie Dichloran-18% Gly-

cerin-Agar (DG-18) oder DRYES (Samson et al., 2019). 

Auf MEA sporulieren Stachybotrys spp. teilweise schlecht (Andersen und Nissen, 2000). Ob-

wohl er gut für die Anzucht von Reinkulturen geeignet ist, besteht die Gefahr der Überwuche-

rung von Stachybotrys spp. mit schnell wachsenden Schimmelpilzen bei der Anzucht von 

Mischkulturen (Hintikka, 1977), insbesondere wenn etwa Probenmaterial untersucht wird. Ei-

nen Selektionsvorteil gegenüber anderen Mikromyzeten erhält Stachybotrys bei Anzucht auf 

einem mit Van-Iterson-Medium angefeuchtetem sterilisierten Papierfilter, da aufgrund der 

Fähigkeit Zellulose zu verstoffwechseln, das Papier als Kohlenhydratquelle dient (Bata et al., 

1985; Hintikka, 1977). 

Nach einer Arbeit von Andersen und Nissen (2000), in der 22 verschiedene Anzuchtmedien 

getestet wurden, eignet sich V8 mit antibiotischem Zusatz am besten zur Kultur von Stachy-

botrys, obwohl auch bei gutem Wachstum auf diesem Agar nicht alle getesteten Isolate 

versporten. Laut Andersen und Nissen (2000) müsste V8 neben den acht Gemüsesäften und 

Calciumcarbonat eine bisher unbekannte Substanz zugefügt werden, um als optimales 

Medium zu gelten. Nur auf Czapek Yeast Extract Sucrose 20% Agar (CY20S), Rice Meal Agar 

(RM), Oat Meal Agar (OAT) und Cornmeal Agar (CMA) war sowohl Wachstum als auch 

Versporung aller neun getesteten Isolate zu verzeichnen (siehe Tabelle 1). Auch die 

produzierte Menge an makrozyklischen Trichothecenen in Kulturen von S. chartarum scheint 

abhängig von der Zusammensetzung des Anzuchtmediums zu sein, wobei in einer kürzlich 

erfolgten Studie PDA und Cellulose Agar unter fünf verschiedenen Anzuchtmedien die 

höchsten Toxinmengen von S. chartarum aufwiesen (Ulrich und Schäfer, 2020). 

Die einzelnen Spezies in der Gattung Stachybotrys sind durch morphologische Gesichtspunkte 

nicht sicher zu differenzieren. S. chlorohalonata unterscheidet sich von S. chartarum durch 

glatte Konidien und die Freisetzung von grünlichem Pigment in Kulturmedien (Andersen et al., 
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2003). Die Unterscheidung anhand von mikroskopischen Details alleine ist kaum möglich 

(Wang et al., 2015b). 

Viele Merkmale gleichen sich, auch Pinruan et al. (2004) beschreiben den nah verwandten S. 

chlorohalonata mit breiten ellipsoid bis obovoid geformten Konidien von einer schwarzgrünen 

Färbung. Die Konidiophoren werden als hyalin an der Basis und dunkel zur Spitze hin beschrie-

ben. Als einziges Unterscheidungsmerkmal wird hier angeführt, dass die Konidien von S. 

chartarum eine geriffelte oder gebänderte Oberfläche haben. Da die Konidien des Pilzes oft in 

dicken Schleimkapseln verpackt sind (Samson et al., 2019), ist die Detektion von Sporen in der 

Luft nicht einfach (Došen et al., 2016). 

2.2.2 Chemotypisch  

2.2.2.1 Flüssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie 

Toxine und andere Substanzen können mittels Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massen-

spektrometrie (LC-MS/MS) detektiert werden, auch wenn sie nur in sehr geringen Mengen in 

der zu untersuchenden Matrix vorhanden sind. Ein Gemisch aus dem Analyten und der Pro-

benmatrix wird in der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) mit Hilfe von unter-

schiedlichen chemischen Interaktionen aufgetrennt. Die Zeitspanne, die ein Analyt in der 

Chromatographiesäule verweilt, wird mit den Retentionszeiten von Referenzsubstanzen ver-

glichen, um eine Identifikation zu ermöglichen (Grebe und Singh, 2011).  

Ein Elektrospray-Interface (ESI) fungiert als Schnittstelle zwischen der HPLC und dem Tandem-

Massenspektrometer (Fenn et al., 1989). Die Probe wird unter Hochspannung vernebelt, an-

schließend fragmentiert und die Masse der spezifischen Fragmentionen in einem Massen-

spektrometer bestimmt. Durch den Vergleich des Fragmentmusters einer Substanz mit einer 

Bibliothek von Referenzsubstanzen erfolgt die Identifizierung einzelner Substanzpeaks. Auf 

diese Weise können die in der HPLC aufgetrennten und detektierten Substanzen eindeutig 

identifiziert werden.  

Zwischen S. chlorohalonata und dem Chemotyp S von S. chartarum konnte von Andersen et 

al. (2002; 2003) zum ersten Mal mit Hilfe von LC-MS/MS unterschieden werden. Eine Diffe-

renzierung zwischen S. chlorohalonata und S. chartarum Chemotyp A war mit dieser Methode 

allerdings nicht möglich, da beide Pilze in der Lage sind Atranone zu bilden. 
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Gottschalk et al. (2006) konnten mit einer sensitiven LC-MS/MS Methode sowohl in Realpro-

ben aus Innenräumen als auch in mit Toxinen präparierten Proben makrozyklische Trichothe-

cene nachweisen. Auch eine Belastung von Innenraumluft mit diesen hochtoxischen Giften 

konnte erfolgreich nachgewiesen werden (Gottschalk et al., 2008). Der Toxingehalt in den Gut-

tationströpfchen von S. chartarum Kulturen konnte mit dieser Methode ebenfalls gemessen 

werden (Gareis und Gottschalk, 2014).  

Referenztoxine für die nachzuweisenden Sekundärmetabolite von Stachybotrys spp. sind 

kommerziell kaum erhältlich, wodurch sich bisherige Ansätze auf einen semiquantitativen 

Nachweis durch das verfügbare Stachybotrylactam beschränkten. Diesen Nachteil konnten Ja-

gels et al. (2019) durch die Charakterisierung von 15 Sekundärmetaboliten von Stachybotrys 

spp. als analytischen Standard ausgleichen.  

Darüber hinaus konnte mithilfe der LC-MS/MS dargestellt werden, dass die Quantität der Pro-

duktion von makrozyklischen Trichothecenen maßgeblich von der Zusammensetzung des An-

zuchtmediums abhängig ist. Die höchsten Konzentrationen wurden auf PDA gemessen (Ulrich 

und Schäfer, 2020). Welche Komponenten des jeweiligen Agars die Produktion dieser Extrolite 

begünstigen bzw. hemmen, ist jedoch noch nicht hinreichend bekannt (Ulrich und Schäfer, 

2020).  

2.2.2.2 Immunoassays 

Ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zum Nachweis von Analyten 

durch immunochemische Reaktionen. Diese Methode liefert bei Messung einzelner Analyten 

quantitative und bei Testung von Gruppen (z. B. allgemein makrozyklische Trichothecene) 

durch Kreuzreaktion innerhalb der Gruppe semiquantitative Ergebnisse. Vorteile der Methode 

sind eine hohe Spezifität und Sensitivität sowie die hohe Toleranz gegenüber Matrixbestand-

teilen und Extraktionsrückständen (Pestka, 1988). 

Ein ELISA zum Nachweis von makrozyklischen Trichothecenen als Gruppe wurde durch Märtl-

bauer et al. (1988) entwickelt. Der Test basiert auf dem Nachweis des makrozyklischen Tri-

chothecens Roridin A und den Kreuzreaktionen mit Roridin J, Verrucarin A, Satratoxin H und 

Satratoxin G, wobei keine Differenzierung zwischen diesen Toxinen möglich ist. Die Antikörper 

für den Assay wurden durch subkutane Injektion eines Derivats des Roridin A-Hemisuccinat 

(gekoppelt an Humanalbumin) in Kaninchen erhalten. Diese Antikörper können nun als feste 
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Phase des Testsystems eingesetzt werden. Bei einer Hinzugabe von Toxinen konkurrieren 

diese mit den im Test enthaltenen enzymgekoppelten Giften um die Bindung an die verwen-

deten Antikörper, wodurch die Menge an makrozyklischen Trichothecenen umgekehrt pro-

portional zur optischen Dichte eines in einer anschließenden Enzymreaktion entstehenden 

Farbstoffes ist (kompetitiver ELISA). Bei Testung von 16 einfachen Trichothecenen zeigten le-

diglich Diacetylverrucarol und Verrucarol geringgradige Kreuzreaktionen mit dem Assay.  

Auch auf Basis von Antikörpern gegen Satratoxin G konnte 2003 ein spezifischer ELISA für Sat-

ratoxine entwickelt werden. Hier wurde statt an Humanalbumin an bovines Serumalbumin 

gekoppelt und in Kaninchen injiziert, um Antikörper zu erhalten (Chung et al., 2003). Der Test 

zeigte geringgradige Kreuzreaktionen mit Deoxynivalenol und Verrucarol.  

2.2.2.3 Bioassays 

Der erstmalig 1983 beschriebene MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-y1)2, 5-diphenyltetrazolium-

bromid)-Zellkulturtest ist ein Verfahren zum Nachweis der Zytotoxizität einer Probe 

(Mosmann, 1983). Dieser Test liefert im Gegensatz zu vorhergenannten Methoden als biolo-

gisches Verfahren Hinweise zur Toxizität einer Probe als Summenparameter. Der Assay ist als 

diagnostischer non-target Test konzipiert, mit dem zytotoxische Effekte gemessen werden 

(Gareis, 2006).  

Dem Testprinzip liegt die Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes MTT zu violetten Formazan-

Kristallen in gesunden Zellen zugrunde (Altman, 1976). Als Zielzellen eignen sich Schweine-

Nierenzellen (SK), humane Lymphozyten oder humane Zervixkarzinomzellen (HeLa-Zellen), 

wobei sich SK-Zellen als einerseits empfindlich für Mykotoxine, andererseits unempfindlich für 

störende Matrixeffekte erwiesen (Gareis, 1994; Gareis, 2006). Bei Applikation einer Verdün-

nungsreihe der zytotoxischen Probe auf SK-Zellen wird nach der Inkubationszeit der Grad der 

Zellschädigung gemessen. Geschädigte Zellen spalten das gelbe Tetrazoliumsalz nicht oder nur 

ungenügend, wodurch ein Farbumschlag nach violett durch Entstehung von Formazanen er-

reicht wird. Das Ergebnis wird durch photometrische Messung bestimmt. 

Der IC50-Wert evaluiert die Ergebnisse des MTT-Testes. Dieser Wert beschreibt die niedrigste 

Konzentration pro Milliliter Zellkulturmedium, die die Spaltungsaktivität (MTT-Spaltung zu 

Formazanen) der exponierten Zellen um 50% reduziert. 
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In Tabelle 8 sind IC50 -Werte für diverse Mykotoxine dargestellt. Es stellt sich ein deutlicher 

Unterschied im Zytotoxizitätslevel zwischen makrozyklischen Trichothecenen und anderen 

pilzlichen Extroliten dar. 

Tabelle 8: Zytotoxizitätswerte verschiedener Mykotoxine im MTT-Zellkulturtest an SK-Zellen, 

 nach Gareis (2006) 

Name 
Mykotoxin 

Synthesefähige Spezies Anzahl 
Testungen 

IC50 
in µg/ml 

Referenz 

Roridin A Myrothecium spp. / 
Bachharis spp. 

4 0,0010 (Busam und 
Habermehl, 1982; 
Härri et al., 1962; 
Jarvis et al., 1981) 

Satratoxin G S. chartarum 5 0,0073  
Satratoxin H S. chartarum 5 0,0146  

Deoxynivalenol Fusarium graminearum 31 16,93 (Kushiro, 2008) 
Aflatoxin B1 Aspergillus flavus 4 21,88 (Busby und Wogan, 

1984) 
Alternariol Alternaria spp. 6 91,67 (Cole und Cox, 1981) 
Penitrem A Penicillium spp. 3 266,67 (El-banna et al., 

1987) 
Zearalenon Fusarium spp. /  

Giberella spp. 
3 >400,00 (Marasas et al., 

1984; Stob et al., 
1962) 

 

2.2.3 Genotypisch 

2.2.3.1 PCR 

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) wurde vielfach zur genetischen Identifikation von Orga-

nismen aus der Gruppe der Mycota verwendet. Auch für den Nachweis von mykotoxin-bilden-

den Pilzen wird die Methode häufig eingesetzt (Magan und Olsen, 2004; Niessen, 2007). Alle 

Schimmelpilze besitzen den internal transcribed spacer (ITS)-locus (White et al., 1990), der oft 

zur Identifizierung herangezogen wird (Hibbett und Taylor, 2013). In dieser Region ist keine 

Unterscheidung der Genotypen von S. chartarum möglich. Die beiden Spezies S. chartarum 

und S. chlorohalonata unterscheiden sich lediglich in einem einzigen Basenaustausch in dieser 

Region (Andersen et al., 2003; Haugland und Heckman, 1998). 

Die nahverwandte und weit weniger zytotoxische Art S. chlorohalonata lässt sich anhand von 

Sequenzen aus dem ITS-Bereich des pilzlichen rRNA Gens, oder auch von Genen wie chs1, tub2 

und tri5 von S. chartarum unterscheiden. Mit dem Genabschnitt tub2, welcher für das Protein 

Beta-Tubulin codiert, kann allerdings keine Differenzierung zwischen den Genotypen erfolgen 

(Andersen et al., 2003).  
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Die partielle Gensequenz der mitogen-aktivierten Protein-Kinase hogA (Lewińska et al., 2016) 

aus Aspergillus nidulans, ist für die Identifizierung von S. chartarum ein weiterer potenzieller 

Kandidat. Es dürfte sich hierbei um ein homologes Gen (Kosswig, 1961) mit vermutlich ge-

meinsamem evolutionären Ursprung handeln. Allerdings zeigten Chaetomium spp. Kreuzreak-

tionen in der PCR mit hogA spezifischen Primern (Lewińska et al., 2016), wodurch es weiterer 

Forschung an diesem Genlocus bedarf, um ihn zur sicheren Identifizierung von S. chartarum 

heranzuziehen. 

Für die Unterscheidung der zwei bisher bekannten Chemotypen von S. chartarum konnte das 

kodierende Gen für die Trichodiensynthase (tri5) (Cruse et al., 2002) oder das Gen für die Chi-

tin-Synthase (chs1) (Jollès und Muzzarelli, 1999) benutzt werden (Andersen et al., 2003). In 

den Genloci wurde anhand einer Basensubstitution zwischen den Chemotypen A und S unter-

schieden. Dazu war es jedoch jeweils nötig, das PCR-Produkt zu sequenzieren. 

 

2.2.3.2 Multiplex PCR 

Basierend auf der Entdeckung von Toxin-Clustern im Genom von S. chartarum und S. chloro-

halonata (Semeiks et al., 2014), konnte eine Multiplex PCR zum Nachweis der Genotypen von 

S. chartarum erstellt werden (Ulrich et al., 2019). 

Der Genotyp S besitzt alle 21 SAT-Gene der drei Satratoxin-Cluster (SC1-SC3). Diese Gene be-

fähigen den Pilz als Chemotyp S in Kultur makrozyklische Trichothecene zu bilden. Der Geno-

typ A hingegen, der für den Atranon-produzierenden Chemotyp A des Pilzes codiert, besitzt 

keines der SAT-Gene, aber alle ATR-Gene (Atranon-Gene). In der Arbeit wurde ein dritter Ge-

notyp beschrieben, der aufgrund eines inkompletten Sets der SAT-Gene weder dem Genotyp 

A noch dem Genotyp S zugeordnet werden konnte, und der deshalb als Hybrid-Typ (Genotyp 

H) neu beschrieben wurde. 

Mit der ursprünglichen Absicht, einen Assay für die PCR-basierte Unterscheidung von Stäm-

men der beiden Chemotypen S und A von S. chartarum sowie von S. chlorohalonata zu entwi-

ckeln, verwendeten Ulrich et al. (2019) drei Primerpaare, die in einer Mulitplex PCR eingesetzt 

wurden.  

Die Grundlage für das Primerdesign bildeten Sequenzen von Genen der Satratoxin-Biosyn-

these (sat-Cluster) und der Atranon-Biosynthese (atr-Cluster), die von Semeiks et al. (2014) 



2 LITERATUR 38 

 

beschrieben wurden.  

Ein Primerpaar wurde für den Nachweis des sat19 Gens entworfen, welches spezifisch in Sat-

ratoxin-bildenden Stämmen auftritt. Nach Semeiks et al. (2014) besitzen Stämme des Chemo-

typs A von S. chartarum ein Cluster von atr-Genen anstelle der sat-Gene, weshalb sie typi-

scherweise Atranone anstelle von Satratoxin G produzieren. Daher wurde ein Primerpaar für 

den Nachweis von Atranon-bildenden Stämmen (Chemotyp A) auf der Grundlage des atr6 

Gens entworfen.  

Nachdem eine vergleichende Analyse der DNA-Sequenzen der atr-Gene von S. chartarum 

Chemotyp A und S. chlorohalonata große Unterschiede zwischen den Sequenzen der jeweili-

gen atr4 Gene ergeben hatte, wurden Primer für dieses Gen entworfen, mit denen sich S. 

chlorohalonata spezifisch nachweisen ließ. Es wurde erwartet, dass Stämme des Chemotyp S 

ein PCR Produkt mit dem sat19 spezifischen Primerpaar bilden. Stämme des Chemotyp A wür-

den ein PCR Produkt mit dem Primerpaar atr6 bilden und S. chlorohalonata Stämme werden 

durch ein Produkt mit dem atr4 spezifischen Primerpaar angezeigt. 

Untersuchungen mit den drei Primerpaaren in einer Multiplex PCR zeigten jedoch, dass unter 

den ursprünglich mit Hilfe der tri5 Sequenzierung (siehe oben) identifizierten Stämmen des 

Chemotyps S, einige die Anwesenheit sowohl des sat19 Gens als auch des atr6 Gens aufwie-

sen. Da dieses Ergebnis nicht den Erwartungen entsprach, wurde untersucht, welche der Gene 

in den sat- und atr-Clustern bei den betreffenden Iosolaten vorhanden waren oder fehlten.

  

Es zeigte sich, dass alle Isolate, die sowohl mit dem Primerpaar SAT19 als auch mit dem Pri-

merpaar ATR6 ein PCR-Produkt bildeten, nicht in der Lage waren, Satratoxin G zu bilden, ob-

wohl sie nach tri5-Gen Sequenzierung dem Chemotyp S zugerechnet worden waren. Spätere 

Analysen der Gene in den verschiedenen Genclustern zeigten, dass sich alle Stämme, die beide 

Banden in der Multiplex-PCR zeigten, durch das Fehlen bestimmter Gene (SAT11-SAT16, ein-

schließlich) von den Stämmen unterschieden, die sich mit der Multiplex-PCR klar einem der 

beiden Chemotypen zuordnen ließen (siehe Ulrich et al., 2019). 

In Anlehnung an die jeweilige genetische Disposition wurde S. chartarum daraufhin neu in drei 

Genotypen unterteilt: Genotyp A (keine sat-Gene vorhanden, alle atr-Gene vorhanden), Ge-

notyp S (alle sat-Gene vorhanden, keine atr-Gene vorhanden), Genotyp H (sat-Gene sat11-

sat16 fehlend, atr-gene vorhanden).  

Chemische Untersuchungen zur Satratoxin G Bildung zeigten, dass ausschließlich Stämme des 
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Genotyps S in der Lage waren, dieses Mykotoxin in Kultur zu bilden. Da nur der Genotyp S von 

S. chartarum die Gene sat11 bis sat16 trägt, konnten diese Gene als Grundlage für das im 

Rahmen der vorliegenden Dissertation entwickelte Nachweisverfahren für Satratoxin-bil-

dende Stämme von S. chartarum verwendet werden.  

2.2.3.3 LAMP Assay 

Bei dem Nukleinsäureamplifikationsverfahren Loop-mediated-Isothermal-Amplification 

(LAMP) wird wie bei der konventionellen PCR mithilfe von an Ziel-DNA hybridisierenden Oli-

gonukleotid-Primern die anschließende enzymatische Vervielfältigung der DNA bewerkstel-

ligt. Im Unterschied zur PCR wird bei der LAMP aber ein Set von vier verschiedenen Primern, 

die an sechs unterschiedlichen Bindungsstellen der Ziel-Sequenz andocken, eingesetzt 

(Notomi et al., 2000).  

Des Weiteren wird eine spezielle Polymerase mit Strangtrennungs-Aktivität, die Bst-Poly-

merase (aus Geobacillus stearothermophilus) verwendet. Die Reaktion läuft nicht wie bei der 

PCR in thermalen Zyklen ab, sondern wird unter isothermen Bedingungen (im Bereich von 

65°C) in 15 bis 60 Minuten ausgeführt. Um die Reaktion noch effizienter zu gestalten und die 

Menge an amplifizierter DNA bezogen auf die Reaktionszeit zu vergrößern, kann ein zusätzli-

ches Primerpaar (loop-Primer) zur Reaktion hinzugefügt werden (Nagamine et al., 2002). Ein 

Schema der LAMP-Reaktion zeigt Abbildung 10. Danach läuft eine LAMP-Reaktion wie folgt 

ab: 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung einer LAMP-Reaktion (Niessen, 2015). Beschreibung 

  siehe nachfolgenden Text 

 

A:  Darstellung des Forward Inner Primer (FIP), Backward Inner Primer (BIP) und der F3 und 

B3 Primer und die entsprechenden Bindungsstellen an der Ziel-DNA. Die Primer werden zu-

sammen mit der Ziel-DNA in einem Puffer gelöst, der die Bst Polymerase sowie Magnesium 

und Deoxynukleotide bei einem pH-Wert von 8,8 enthält. Die Inkubation der Mischung erfolgt 

bei konstanter Temperatur von ca. 65 °C. 

B:  Die Reaktion beginnt mit der Bindung der äußeren (F3 und B3) und der inneren Primer (FIP 

und BIP) an die Ziel-DNA, wobei die als F1c und B1c bezeichneten Teile der zusammengesetz-

ten äußeren Primer ungebunden bleiben. Anschließend elongiert die Bst-Polymerase gleich-

zeitig sowohl die Bereiche F2 und B2 der FIP und BIP Primer, als auch die äußeren Primer F3 

und B3 von den jeweiligen 3´ Enden aus. Dabei schiebt sich das Syntheseprodukt der F3 und 

B3 Primer unter das neu entstehende Produkt, welches durch Verlängerung der FIP und BIP 

Primer entsteht und verdrängt diese von ihrem jeweiligen Matrixstrang. Da dieser Vorgang 

gleichzeitig auf beiden Strängen der Ziel-DNA stattfindet, entstehen zwei einzelsträngige 
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Produktstränge, an deren beiden Enden sich durch das Anlagern der als F1c und B1c bezeich-

neten Teile der FIP und BIP Primer an einen weiter stromabwärts gelegenen komplementären 

Sequenzbereich sich schleifenförmige Strukturen (loop) ausbilden, die als Hantelstruktur 

(dumbbell structure) bezeichnet werden.  

C: Die exponentielle Vervielfältigung des LAMP-Produkts startet nun ausgehend von diesem 

hantelförmigen Produkt, da es Bindungsstellen für den F2- und B2-Bereich der FIP und BIP 

Primer besitzt, an denen jeweils durch die Bst-Polymerase eine Elongation stattfindet.  

Auch finden sich hier Bindungsstellen für loop-Primer, die ihrerseits zur Bildung neuer Hantel-

strukturen und damit zu einer Vermehrung von neuen Ausgangspunkten für eine Amplifika-

tion führen.  

Da die LAMP Reaktion keinen Schritt beinhaltet, bei dem die neu entstandenen Produkt-

stränge voneinander getrennt werden (wie dies bei der PCR während des Aufschmelzschrittes 

nach jedem Elongationsschritt geschieht), entstehen hier Konkatemere, die aus unterschied-

lich vielen Einheiten des initialen dumbbell-Produktes bestehen.  

Dies ist an der typischen Leiterstruktur zu erkennen, wenn LAMP-Reaktionen gelelektropho-

retisch aufgetrennt werden. Hierbei zeigen sich Banden mit zunehmender Fragmentlänge zwi-

schen ca. 150 bp bis hin zu mehreren Kilobasenpaaren. Entscheiden für die Spezifität der Re-

aktion ist dabei, dass es nur dann zu einer DNA-Synthese kommt, wenn alle Primer korrekt an 

die Ziel-DNA binden.   

LAMP wurde im Bereich der Mykologie als erstes von Endo et al. (2004) zum Nachweis von 

Paracoccidioides brasiliensis, dem Erreger der Paracoccidioidomykose, eingesetzt. Der signifi-

kante Vorteil der LAMP-Methode zur bereits etablierten PCR zum Nachweis des Pathogens ist 

die Halbierung der für einen Nachweis benötigten Zeit (Endo et al., 2004). 

Darüber hinaus können auch lebensmittelrelevante Schimmelpilze mit dieser Methode nach-

gewiesen werden. Das Phänomen des Überschäumens von in Flaschen gefülltem Bier nach 

dem Öffnen wird als gushing bezeichnet.  

Als Auslöser des Überschäumens wurde unter anderen das durch Fusarium spp. gebildete Pro-

tein Hyd5p identifiziert (Sarlin et al., 2005).  

 

Ein LAMP-Assay wurde zum Nachweis des für das Protein kodierenden hyd5 Gens in Fusarium 

Spezies entwickelt. Dieser Assay kann nun für die Qualitätskontrolle des Malzes in Brauereien 
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und Mälzereien benutzt werden um etwaige Kontaminationen mit Fusarium spp. im Vorfeld 

des Brauprozesses identifizieren (Denschlag et al., 2012, 2013).  

Auch Mykotoxin-bildende Schimmelpilze wurden bereits per LAMP-Assay nachgewiesen. Man 

unterscheidet zwischen Assays, die eine ganze Gruppe von Spezies nachweisen, und Assays, 

die einzelne Arten von Mykotoxinbildnern nachweisen können (Niessen, 2018).  

So konnte für die wichtige Gruppe der Aflatoxin-bildenden Schimmelpilze unter der Sektion 

Flavi der Gattung Aspergillus ein gruppenspezifischer LAMP-Assay entwickelt werden, der in 

der Lage ist alle 15 Arten dieser Aflatoxin B und G bildenden Gruppe nachzuweisen (Niessen 

et al., 2018).  

Das Pilzgift Patulin, hauptsächlich von Spezies der Gattung Penicillium (v.a. Penicillium expan-

sum) (Morales et al., 2008) produziert, kann ebenfalls mit einem gruppenspezifischen LAMP-

Assay indirekt nachgewiesen werden. Die Arbeit von Frisch und Niessen (2019) beruht auf 

dem Nachweis der Gensequenz idh (Isoepoxydon Dehydrogenase) aus dem Syntheseweg der 

Patuline. Bis auf Isolate von Aspergillus clavatus konnten alle getesteten Patulinbildner (da-

runter Arten der Gattungen Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys und Paecilomyces) erfolg-

reich nachgewiesen werden.  

Ein weiterer gruppenspezifischer LAMP-Assay konnte zum Nachweis von einfache Trichothe-

cene bildende Fusarium spp. entwickelt werden (Denschlag et al., 2014). Es handelt sich hier-

bei um einen LAMP-Assay, bei dem einerseits für die tri6 Gensequenz in Fusarium graminea-

rum und andererseits für die tri5 Gensequenz in Fusarium sporotrichoides je ein Primerset 

entwickelt wurden.  

Die Kombination dieser Primer in einem Duplex-Assay führte zur erfolgreichen gruppenspezi-

fischen Identifizierung von sechs verschiedenen trichothecenbildenden Arten innerhalb der 

Gattung Fusarium.  

Wigmann et al. (2020) entwickelten erfolgreich einen Assay zum Nachweis von Fumonisin syn-

thetisierenden Fusarium spp. und konnten 22 dieser Arten nachweisen. 

Für wichtige Mykotoxinbildner existieren auch artspezifische LAMP-Assays. So gelingt z. B. der 

indirekte Nachweis von Aflatoxin (Aspergillus flavus) (Lee et al., 2015), von Patulin (Penicillium 

expansum) (Frisch et al., 2021), oder von Zearalenon/Deoxinivalenol (Fusarium graminearum) 

(Niessen und Vogel, 2010). 
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Die Applikation der Methode auf S. chartarum zum Nachweis des hochtoxischen Chemotyp S 

war Gegenstand der vorliegenden Dissertation und wird in der nachfolgenden Publikation be-

schrieben und diskutiert. 
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Abstract 

Cytotoxic macrocyclic trichothecenes such as satratoxins are produced by chemotype S strains 

of Stachybotrys chartarum. Diseases such as stachybotryotoxicosis in animals and the sick 

building syndrome as a multifactorial disease complex in humans have been associated with 

this mold and its toxins. Less toxic non-chemotype S strains of S. chartarum are 

morphologically indistinguishable from chemotype S strains, which results in uncertainties in 

hazard characterization of isolates. To selectively identify macrocyclic trichothecene 

producing S. chartarum isolates, a set of sat14 gene-specific primers was designed and applied 

in a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay using neutral red for visual signal 

detection. The assay was highly specific for S. chartarum strains of the macrocyclic 

trichothecene producing chemotype and showed no cross reaction with non-macrocyclic 

trichothecene producing S. chartarum strains or 152 strains of 131 other fungal species. The 

assay’s detection limit was 0.635 pg/rxn (picogram per reaction) with a reaction time of 60 

min. Its high specificity and sensitivity as well as the cost-saving properties make the new assay 

an interesting and powerful diagnostic tool for easy and rapid testing. 

 

Keywords: Stachybotryotoxicosis, Sick building syndrome, Indoor air quality, Water damage, 

Diagnostic test kit, sat14 gene 
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Introduction 

The dematiaceous hyphomycete fungus Stachybotrys (S.) chartarum (Ehrenb.) S. Hughes plays 

an important role as a potential health hazard for humans [1, 2] and animals [3] due to its 

production of highly toxic secondary metabolites, known as mycotoxins. Especially 

macrocyclic trichothecenes such as satratoxins [4], that are produced by S. chartarum 

chemotype S strains, have a high cytotoxic potential [5]. In horses and other animals, a disease 

known as stachybotryotoxicosis was described already in 1945 [6, 7]. The disease’s symptoms 

are catarrh with hemorrhage and ulceration of the mucosae of mouth, nose and throat, 

followed by lymphadenopathy with fever, leucopenia, agranulocytic anemia and death. They 

result from the ingestion of moldy fodder that had been contaminated with S. chartarum and 

its associated mycotoxins. Moreover, also inhalation of S. chartarum contaminated farm dust 

and spores were demonstrated to result in clinical signs of stachybotryotoxicosis in animals 

and farm workers [8]. Skin contact with farm dust and moldy straw bedding resulted in a moist 

dermatitis with crusts of dried serous exudation in farm animals and workers.  

Besides its role in stachybotryotoxicosis, S. chartarum was discussed as being involved in fatal 

cases of pulmonary hemorrhage in infants, which occurred in the 1990s after extensive 

flooding in Cleveland, Ohio [9, 10]. The toxic fungus was regularly isolated from water 

damaged cellulosic materials such as wallpapers, plasterboard, or wood [11-14]. Other studies 

confirmed this correlation [15, 16]. Moreover, S. chartarum has been associated with the sick-

building syndrome [17, 18], a difficult to define medical condition that is caused by multiple 

factors from the indoor environment of a building. Even though some of the implications that 

S. chartarum might have on humans are under discussion today [19, 20], its negative influence 

on animal health and the involvement of macrocyclic trichothecenes in its pathology are 

beyond doubt. The detection of airborne macrocyclic trichothecenes proved that exposure to 

these toxins is possible by inhalation [21-23]. Furthermore, also foodstuffs such as dried 

culinary herbs were recently reported to be a possible vector of Stachybotrys chartarum [24]. 

Since S. chartarum is a hazardous fungus, the distinction of strains that produce rather 

harmless atranones from strains that produce highly toxic macrocyclic trichothecenes is of 

high importance for the estimation of the toxicological potential of animal feed and food as 

well as for the hazard assessment of indoor environments. The distinction of strains according 

to chemotypes has been achieved in the past by using liquid chromatography with mass-
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spectrometry analysis for identification of compounds (LC-MS/MS) [25, 26] or through 

cytotoxicity testing of culture extracts using the MTT assay [27, 28]. However, both methods 

are complex, expensive and time-consuming because fungal isolates must be cultivated up to 

three weeks [27] for analytes to be produced. Indirect methods such as micro- and macro-

morphology of cultures and matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) failed to distinguish highly toxic strains from others [29, 30]. 

Distinguishing chemotypes also failed with polymerase chain reaction (PCR) assays that were 

based either on sequences of the 18S rRNA gene [31] or the ITS1-5.8S-ITS2 rRNA gene region 

[32]. With a C to T exchange in nucleotide position 279 of the tri5 gene, Andersen et al. 

distinguished between genotype S and genotype A in strains of S. chartarum [26, 33]. 

However, this distinction was only poorly correlated with the two chemotypes of the species. 

A recent study has found, that the two chemotypes known in S. chartarum are represented 

by three different genotypes instead of two [34]. In contrast to genotypes A and H (both 

atranone producing chemotype A), strains of genotype S produce satratoxins F, G, and H and 

other highly toxic macrocyclic trichothecenes like Verrucarin J, Roridin E and L-2 (chemotype 

S) [35, 36]. It was demonstrated that this genotype exclusively harbors the complete set of 21 

genes in the sat-cluster that is necessary for the production of macrocyclic trichothecenes. 

Chemotype A strains were either devoid of sat-genes (genotype A) or the gene cluster was 

incomplete (genotype H). In particular, genes sat11 through sat16 were exclusively present in 

strains that produced macrocyclic trichothecenes in culture [34].  

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a DNA-based molecular technology that 

uses a set of four oligonucleotide primers, which need to hybridize to six different locations in 

the genome of a target organism before enzymatic autocycling in vitro biosynthesis of DNA 

occurs under isothermal conditions at 65 °C [37, 38]. Advantages of LAMP over PCR-based 

assays are their higher reaction speed, simplicity of application and reduced proneness to 

inhibitors present in sample materials. Its characteristics make LAMP an ideal tool for point of 

analysis (POA) applications. Due to the application of color change reactions, a visual readout 

of results can be performed with the naked eye immediately after the reaction has been 

terminated. Among other organisms, various assays have been designed for the specific 

detection of filamentous fungi and yeasts [39]. Only recently, the group-specific detection of 

the fum1-gene in fumonisin producing Fusarium spp. in maize [40] was successfully 

demonstrated. Another example for the application of LAMP to the detection of mycotoxin 
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producing fungi is the detection of patulin producers among Penicillium species and its 

application to the analysis of grapes and apples [41].  

The goals of the current study were to set up and optimize a LAMP-based assay for the 

selective identification of macrocyclic trichothecene producing (genotype S) strains of S. 

chartarum and to determine its characteristics (sensitivity, selectivity). 

 

Materials and methods 

Chemicals  

Tris-HCL and EDTA were purchased from Gerbu Biotechnik GmbH (Heidelberg, Germany). 

Sodium chloride, sodium acetate, isopropyl alcohol and dimidium bromide were purchased 

from Karl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Germany). SDS was purchased from SERVA 

Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Germany). Ethanol analytical grade and acetic acid were 

purchased from VWR International (Radnor, PA, USA). DNA loading buffer and DNA Ladder 

GeneRuler 100bp were purchased from Thermo Fisher Scientific INC. (Waltham, MA, USA). 

HPLC-grade water was used in all experiments unless stated otherwise and was purchased 

from J.T. Baker (Center Valley, USA). 

 

Fungal cultures and culture conditions 

A complete list of 227 fungal isolates used during the current study is given in table S1 (see 

supplemental materials). Strains of S. chartarum (CBS 414.95, CBS 129.13 and CBS 324.65) 

were used as reference strains for the genotypes and used for validation and as controls 

during method development. Cultures were obtained upon direct request to the institutions 

given as sources. Fungal stock cultures were maintained in glycerol at -80 °C as described by 

Niessen et al. [42]. Working cultures of all strains were grown on 2.0 % malt extract agar plates 

(MEA, 20 g/L malt extract, 2 g/L soy peptone, and 15 g/L agar (Difco, Heidelberg, Germany), 

adjust to pH 5.4). Prior to use, all media were sterilized by autoclaving at 121 °C for 15 min. All 

cultures were grown at ambient temperature (AT, 22 ± 1 °C) for 7 days. Agar cultures were 

inoculated with a small piece of mycelium from working culture plates and incubated for 5 d 

at AT. For DNA extraction, cultures were grown in 500 µL of malt extract broth in sterile 1.5 

mL reaction vessels at AT on a horizontal shaker at 80 rpm. 
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LC-MS/MS measurement  

Detection of macrocyclic trichothecenes (satratoxin G, H, and F; roridine E and L-2; verrucarin 

J) produced by the tested isolates in this study was performed in previous studies by our 

working group. The LC-MS/MS system consisted of a HPLC device (Shimadzu LC-20AB, SIL-

20AC HT, CTO-20AC, CBM-20A, Duisburg, Germany) coupled to an API 4000 triple quadrupole 

mass spectrometer (Sciex, Darmstadt, Germany). In brief, strains were cultivated on MEA agar 

for 21 d at 25 °C and plates were extracted by treating in a bag mixer with 50 ml 

acetonitrile/water 84/16 (v/v). An aliquot (5 mL) of the extract was evaporated to dryness and 

the residues were reconstituted in 1 mL acetonitrile/water 30/70 (v/v). The limits of detection 

(LOD) were calculated using the signal-to-noise approach and ranged between 0.1 and 7.8 

ng/g MEA agar.  For detailed information regarding sample preparation, substance-specific 

and measurement parameters, refer to Ulrich et al. [34]. 

DNA-isolation and amplification 

DNA-extraction from fungal cultures was performed using the protocol described in [43] with 

some modifications. We used 1.5 mL Eppendorf tubes as culture vessels, containing 500 µL 

malt extract broth (see above, no agar added). Tubes were inoculated with a loop-full of fungal 

conidia and incubated horizontally at AT on a rotary shaker at 150 rpm for 2 d. Following 

centrifugation at 17,900 x g for 5 min and washing with 500 µL of sterile HPLC-grade water, 

mycelial pellets were mixed with sterile glass beads (1,25-1,65 mm diameter, Carl Roth, 

Karlsruhe, Germany), sea sand (Merck, Darmstadt, Germany), 300 µL extraction buffer (200 

mM Tris-HCl (Gerbu Biotechnik, Heidelberg, Germany), 250 mM sodium chloride (Carl Roth, 

Karlsruhe, Germany), 25 mM EDTA (Gerbu), 0.5 % (w/v) SDS (SERVA Electrophoresis, 

Heidelberg, Germany) and treated in a tissuelyser (45 s; 5.5 m/s, Fastprep®-24, MP 

Biomedicals Germany, Eschwege, Germany) to release genomic DNA from cells. The remaining 

steps were performed as described in Cenis et al. [43]. Vacuum dried genomic DNA was 

suspended in sterile HPLC-grade water. DNA concentrations were monitored using a 

NanoDrop ND1000 spectrophotometer (Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Germany) 

according to the manufacturer´s recommendations. 

PCR amplification of target DNA 

Chemotype-specific triplex-PCR with DNA of S. chartarum isolates was performed using the 

Taq Core Kit 10 (MP Biomedicals) with the primers and cycling protocol described in [34]. The 
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PCR-products were separated on 1.3 % agarose gel (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, 

Germany) at 120 V and 200 mAmp for 1 h and subsequently stained in a dimidium bromide 

bath for 10 minutes. Gels were subsequently washed with deionized water for 10 min before 

visual analysis on a UV-transilluminator (UVT-28 M, Herolab, Wiesloch, Germany). PCR 

products were purified directly from amplification reactions using the QIAquick PCR 

Purification Kit according to the manufacturer’s instructions (QIAGEN, Hilden, Germany). PCR- 

and LAMP-products that were excised from agarose gels with a scalpel were purified using the 

MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to manufacturer’s 

instructions. 

LAMP amplification of target DNA 

Primer design was done, using the Primer Explorer V5 online software (Eiken Chemical CO., 

LTD., Tokyo, Japan). The master mix for one LAMP-reaction contained 2.5 µL 10x ammonium 

sulfate buffer (100 mM ammonium sulfate (Gerbu), 100 mM potassium chloride (Carl Roth), 

pH 8.7), 1 μL magnesium chloride (200 mM, Carl Roth), 3.5 μL dNTPs mix (10 mM each GATC, 

MP Biomedicals GmbH, Eschwege, Germany), 2.6 µL primer mix (1.6 µM each FIP and BIP, 0.8 

µM each LF and LB, 0.2 µM each F3 and B3 final concentration in master mix, see table 1 for 

primer sequences), 0.75 µL formamide (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany), 1 μL Bst 

polymerase (8 U/μL, New England BioLabs, Frankfurt am Main, Germany), 1 μL neutral red 

(2.5 mM, SERVA Electrophoresis), 7.65 μL sterile deionized UV treated water and 5 μL of 

template DNA per 25 μL of reaction volume. The assay was incubated at 65.5 °C for 60 min in 

a Mastercycler gradient thermal cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). Genomic DNA of 

strain S. chartarum CBS 414.95 was used as positive control and sterile HPLC-grade water was 

used as negative control throughout the study. Assays for validation were performed in 

triplicates. 

A few reactions were performed with the ESEQuant TS real-time fluorimeter (QIAGEN Lake 

Constance GmbH, Stockach, Germany) to determine the effect of our loop primers on the 

reaction. V13 (V13-01184, Dyomics GmbH, Jena, Germany) was used as a fluorescent indicator 

dye instead of neutral red using all other reaction components as previously described. 
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Assay validation 

Cross-reactions in the assay were eliminated by increasing formamide concentration (see Fig. 

S2 in ESM) and temperature (see Fig. S1 in ESM). The presence of the correct amplified LAMP 

product in positive LAMP reactions was confirmed by sequence analysis of the smallest DNA 

fragment visible when LAMP reactions were separated by agarose gel electrophoresis. The 

smallest amplified product was cut out from the gel and a PCR with the primers F2 and B2 

(part of FIP and BIP, see table 1) was done with the purified DNA fragment as template. 

Subsequently, the PCR product was isolated as described previously and Sanger sequenced 

using primers F2 and B2. Sequences were pairwise aligned and a consensus sequence was 

generated. 

The effect of loop primers LF and LB (see table 1) on the reaction speed is a helpful parameter 

for the fine-tuning of a LAMP assay. We measured this effect in a real-time ESE Quant TS tube 

scanner fluorimeter (QIAGEN Lake Constance, Germany) using the V 13-01184 fluorescent dye 

(Dyomics, Jena, Germany) as indicator. 

The sensitivity of the assay was analyzed by testing a serial dilution of S. chartarum CBS 414.95 

gDNA as template. 

 

Results  

Development and optimization of the LAMP assay 

A set of LAMP primers, including loop primers, were designed using the Primer Explorer V5 

software. Since S. chartarum genotypes A and H, as well as S. chlorohalonata lack the presence 

of the satratoxin core cluster 2 (SC2) [34, 44], we designed our primer set (see table 1) to 

hybridize with the sat14 gene exclusively present in SC2 of genotype S strains of S. chartarum 

(= chemotype S). If a strain belongs to chemotype S, the primers hybridize with the sat14 gene 

and DNA is amplified during the LAMP reaction. Positive results are visualized by a color 

change from yellow to pink and can be read with the naked eye due to the utilization of neutral 

red as pH-indicator. Cross reactions in our LAMP were eliminated step by step by adding 

formamide to the master mix and increasing the reaction temperature, thus making the 

reaction more specific. At low temperatures and without the addition of formamide to the 

reaction, the binding of the primers became unspecific which led to cross-reactions with 
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several of the tested fungal species. Highly specific reactions occurred however, when 0,75 µL 

of formamide was added per reaction. Optimization experiments using the temperature 

gradient function of the thermal cycler revealed 65.5 °C with a reaction time of 60 min as 

optimum reaction conditions for the rapid, sensitive and specific amplification of target DNA. 

The alignment of the obtained sequence with the sat14 gene sequence is shown in figure 1. 

Results showed a 100 % homology between both sequences confirming the correct binding 

and specificity of the designed primers.  

Figure 2 shows the influence of both loop primers on the reaction speed. Using purified gDNA 

of S. chartarum CBS 414.95 as template, the LAMP reaction showed no measurable signal 

within 90 min runtime when none of loop primers LF or LB were added. Addition of either of 

primers LF or LB resulted in a LAMP signal starting at about 50 min runtime. A fluorescent 

signal that emerged from the background after only 20 min was detected in the LAMP reaction 

when both primers LF and LB were added to the master mix.  

The sensitivity of the optimized assay was analyzed by the addition of purified gDNA from S. 

chartarum CBS 414.95 as template from a 10-fold serial dilution. Figure 3 shows that the 

addition of template DNA from a 10-5 dilution still resulted in a visible color change when 

neutral red was used as an indicator that changes color from yellow to pink when the pH drops 

during positive LAMP reactions.This dilution was equivalent to a concentration of 6.35 pg 

template DNA per reaction. S. chartarum has a haploid genome size of 36.5 Mbp. Therefore, 

the limit of detection of the LAMP assay translates into a genomic copy number of 15.8 

cp/reaction. Since the sat14 gene is a single copy gene, the assay can detect a limit of 15.8 

theoretical cells per reaction [44]. 

During the current study, a total of 227 fungal isolates were analyzed using the newly 

developed LAMP assay (see Table S1 in ESM). The tested isolates included 75 strains of S. 

chartarum (see Table 2). Among the tested S. chartarum strains, 30 genotype S, 29 genotype 

A and 14 genotype H were identified by triplex PCR according to [34]. Three strains (CBS 

414.95, CBS 129.13 and CBS 324.65) were used as reference strains for the genotypes. Two 

strains (S1344, IBT 8935) could not be assigned to any of the genotypes using triplex PCR but 

reacted positive in the LAMP assay. LAMP with all S. chartarum genotype S strains resulted in 

a positive signal whereas all strains of genotypes A and H showed negative results in the LAMP 

assay. Also included in the total of the tested strains were 29 strains of other Stachybotrys 
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species including 21 strains of the closely related S. chlorohalonata as well as one strain each 

of eight other Stachybotrys species and two strains of Memnoniella echinata as a more 

remotely related species (for all S. chartarum see ESM Table S1). None of the tested strains 

reacted positive in the LAMP assay. In order to test unrelated species, 121 isolates of fungal 

species were tested that potentially occur in environments in which S. chartarum can be found 

(plant material, indoor environments, straw bedding). All isolates tested negative with the 

gene-specific LAMP assay. 

Every isolate of the 30 S. chartarum Chemotype S which all had a positive result in the sat14 

specific LAMP reaction showed the production of macrocyclic trichothecenes in culture as 

measured by LC-MS/MS in previous studies [24, 34, 45, 46]. Table 3 shows the isolates with 

underlying data for LC-MS/MS compared to LAMP results. Genotypes A and H, as well as 

closely related Stachybotrys species neither showed a positive reaction in the new LAMP assay 

nor did they produce any of the analyzed macrocyclic trichothecenes. As an exception the 

isolate S. dichroa ATCC 18913 was reported to produce roridin E [36] and verrucarin J [46], but 

lacks the ability to produce satratoxins. However, it correctly proved negative in the LAMP 

assay. 

Specificity testing performed during the current study demonstrated clearly that the designed 

set of LAMP primers selectively bind to the DNA of genotype S strains of S. chartarum. No 

cross-reactions were detected with non-satratoxin producing strains (genotypes A and H) or 

with closely related Stachybotrys species. Also, the various other tested fungal species did not 

result in positive LAMP reactions. In order to reach these results, the assay conditions needed 

to be optimized regarding incubation temperature and the addition of formamide to the 

master mix to reduce cross-reactions. Moreover, adding an additional pair of loop primers 

resulted in a considerable reduction of the reaction time as compared to the reaction time 

without loop primers.  

 

Discussion 

According to Semeiks et al. [44], 21 genes are necessary in S. chartarum to produce 

satratoxins. Previous studies showed that only those strains of the fungus are able to produce 

satratoxins that harbor the full set of genes in their genomes, including genes sat11 through 
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sat16 (the satratoxin core cluster 2 (SC2) genes) [34]. Moreover, it was demonstrated that 

non-satratoxin producing strains of S. chartarum could have two different genotypes, which 

either have none of the sat-genes or miss sat11 through sat16 (the SC2). In some genotype H 

strains, also some of the genes in SC1 and SC3 seemed to be missing or truncated [34]. In order 

to differentiate satratoxin-producing strains from non-satratoxin producing strains of S. 

chartarum, we based our assay on the detection of sequences from one of the genes in SC2. 

Comparing sat-gene sequences of two strains of S. chartarum for which annotated genomic 

sequences are available, we found that the sat14 gene showed the lowest number of 

mismatches and SNPs. Moreover, the gene had the lowest number of introns among the six 

genes in SC2. Both features present in high numbers would bear a potential of designing 

primers that will not properly hybridize to the DNA of all strains of the target species. 

 As we pointed out earlier, the LAMP reaction is characterized by a high level of sensitivity so 

that even small amounts of DNA lead to a positive result. On the other hand, too high DNA 

concentrations can inhibit the amplification and may lead to false negative results. Thus, 

measuring concentrations and diluting samples correctly is important. Particular care should 

be taken with false negative samples when testing on site, as no purified DNA sample is tested 

and therefore a reliable measurement of DNA concentration as well as occurring reaction 

inhibitors in the sample are problems to be dealt with. With an adequate adjustment of 

reaction temperature and formamide concentration, false positive reactions were completely 

excluded and did not occur among the tested isolates in this study. 

The isolate S. dichroa ATCC 18913 revealed a negative result in the sat14 specific LAMP 

reaction. However, it was previously shown that this isolate produced the macrocyclic 

trichothecenes roridin E [36] and verrucarin J [46], but no satratoxins. Our LAMP reaction 

amplifies the sat14 gene which the fungus needs to synthesize this specific group of toxins 

and that in turn corresponds to an absence of sat14. This observation highlights ambiguities 

in the metabolite profile of Stachybotrys species, which is still part of ongoing research [47, 

48]. 

During the current study we used neutral red as a pH-sensitive indicator for in-tube indirect 

visible signal detection under daylight conditions. The advantage of this indicator compared 

to turbidimetric or fluorescence-based detection of LAMP signals [49] is that results can be 

read visually without the need for a device such as a turbidimeter, fluorimeter or even a UV 
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lamp. Moreover, neutral red can be added to the master mix before the reaction starts, is no-

-toxic for those handling it [50] and does not interfere with the LAMP reaction. This indicator 

was used successfully in several previous studies [40, 51, 52]. Furthermore, a big advantage is 

the minimization of possible lab space contamination with product DNA. This is because a 

color change indicates a positive reaction, and no further handling of the DNA, like gel 

electrophoresis, is needed. Optimization and specificity testing were performed using 

genomic DNA after isolation from pure culture mycelia. As was reported in literature, LAMP 

assays can also be successfully performed using direct addition of fungal spores as template 

[42, 53-55]. However, during the current study it turned out that direct addition of spore 

material of S. chartarum genotype S strains into the master mix did not lead to reliable results 

(results not shown). Mechanical disruption of the spores by vortexing with and without glass 

beads, as well as thermal treatment did not result in the release of sufficiently reproducible 

gDNA amounts that are needed for a reproducible output of the LAMP assay. We assume that 

factors such as melanin [29] and polysaccharides from the cell wall and proteinases from the 

cytoplasm might inhibit the polymerase used in the LAMP reaction. Moreover, DNAses might 

lead to the rapid digestion of the genomic DNA, hampering its detection by the assay. A 

working on-site application could contain a portable DNA extraction kit and a portable battery 

operated heating device like the ESEQuant TS real-time fluorimeter (QIAGEN Lake Constance 

GmbH, Stockach, Germany), which was used in this study. As already mentioned, experiments 

with direct measurement of spores and also with a strongly simplified DNA extraction were 

not successful by our working group, but we suggest experimental approaches using glass 

beads/sea sand or similar disruption media combined with vortexing and/or thermal 

disruption to get usable amounts of DNA for LAMP. Thermal treatment was used successully 

by Jayanath et al. in detecting Hepatitis B virus in human serum by LAMP [56]. However, 

according to our experience it takes higher efforts to disrupt the rigid cell walls of fungal 

spores. Another study showed that human serum has an inhibitory effect on LAMP reactions 

[57]. Also this observation coincides with our experience of inhibitory fungal cell components 

such as DNAses. An approach to exclude such components from extracts could be a syringe-

filter based DNA extraction like the one described by Lee et al. [58]. The most simple way of 

LAMP analysis of fungi is the direct addition of spores or mycelia into the LAMP master mix as 

demonstrated by several studies [42, 53, 55, 59]. All chemicals that we used in the current 

LAMP assay can be transported on-site, e.g. in an ice box. For long time storage of LAMP 
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reagents without cooling, freeze drying of the master mix might be an alternative. However, 

further research is needed here.  

Macrocyclic trichothecenes such as satratoxins are hazardous to the health of farm animals 

and humans living or working in moldy environments. To detect these toxins in feed, food or 

environmental samples, contaminated materials can be analyzed by LC-MS/MS, ELISA, MTT 

tests [21-23, 27, 28, 60]. Such tests are more or less expensive and time consuming because 

samples have to be sent to a testing facility with special instrumentation, while LAMP is a 

format that involves little costs, time and equipment and could potentially be applied even in 

the field [61, 62]. Therefore, the assay developed during the current study may pave the way 

for the development of rapid test kits for animal feed and bedding materials and for testing 

of indoor environments in human dwellings and workplaces. For the implication of these tests 

to field conditions, further research is needed to set up sample preparation protocols for the 

rapid direct analysis of sample materials.  
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Table 2: Strains of S. chartarum (n = 75) with sat-genotype and result in the genotyp S-specific LAMP 
reaction 

Genus Species Strain ID Source sat-genotype1 LAMP-result2 

 
Stachybotrys chartarum S 1352 LMU3 S +4 
 chartarum S 1344 LMU n.r.5 + 

 chartarum S 1349 LMU S + 

 chartarum S 1418/1 LMU S + 

 chartarum  S BB2 LMU S + 

 chartarum  S BO1a LMU S + 

 chartarum R07 LMU S + 

 chartarum R06 LMU S + 

 

 

 chartarum  S 1425 LMU S + 

 chartarum  S BT3 LMU S + 

 chartarum  S BO2 LMU S + 

 chartarum  S BO1b LMU S + 

 chartarum  CBS6 414.95 TUM7 S + 

 chartarum  R 24 LMU S + 

 chartarum  S 1114 LMU S + 

 chartarum  S 1493/1 LMU S + 

 chartarum S 1166/2 LMU S + 

 chartarum S 1455 LMU S + 

 chartarum S 1492 LMU S + 

 chartarum S 4 LMU S + 

 chartarum S 5 LMU S + 

 chartarum S 9 LMU S + 

 chartarum S 16St LMU S + 

 chartarum S 23St  LMU S + 

 chartarum S 35It LMU S + 

 chartarum S 48St LMU S + 

 chartarum H 47A LMU S + 

 chartarum H 47D LMU S + 

 chartarum IBT8 7709 IBT S + 

 chartarum TMW_4.689 TUM S + 

 chartarum IBT 8935 IBT n.r. + 

 chartarum Sp 2675 TUM S + 

 chartarum  S 1433 LMU A -9 

 chartarum  S 1432 LMU A - 

 chartarum  S 1431 LMU A - 

 chartarum  S 1409 LMU A - 

 chartarum  S 1378 LMU A - 

 chartarum  S 1362 LMU A - 

 chartarum S 1353 LMU A - 

 chartarum S 1432 LMU A - 

 chartarum S 1074 LMU A - 

 chartarum S 1286 LMU A - 

 chartarum S 1387 LMU A - 

 chartarum S 1362 LMU A - 

 chartarum S 1091 LMU A - 

 chartarum S 1494 LMU A - 
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Table 2 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-genotype1 LAMP-result2 

 
Stachybotrys chartarum S 24It/B LMU A - 
 chartarum IBT 8709 IBT A - 

 chartarum TMW_4.685 TUM A - 

 chartarum TMW_4.674 TUM A - 

 chartarum  S 1433 LMU A - 

 chartarum  CBS 129.13 TUM A - 

 chartarum S 1244 LMU A - 

 chartarum TMW_4.675 TUM A - 

 chartarum S 1589 LMU A - 

 chartarum TMW_4.678 TUM A - 

 chartarum TMW_4.680 TUM A - 

 chartarum TMW_4.682 TUM A - 

 chartarum TMW_4.684 TUM A - 

 chartarum R10 LMU A - 

 chartarum R09 LMU A - 

 chartarum S6OW LMU H - 

 chartarum S 1285 LMU H - 

 chartarum S 41 LMU H - 

 chartarum S 42 LMU H - 

 chartarum S 43 LMU H - 

 chartarum S 1341 LMU H - 

 chartarum S 1342 LMU H - 

 chartarum S 1335 LMU H - 

 chartarum S 3 LMU H - 

 chartarum  CBS 324.65 TUM H - 

 chartarum S 1077 LMU H - 

 chartarum S 1333 LMU H - 

 chartarum S 1334 LMU H - 

 chartarum S 1339 LMU H - 
1according to Ulrich et al. [34] 
2according to the current study 
3strain collection at Chair of Food Safety, Ludwig-Maximilian-University, Munich, Germany 

4positive result 

5no result 
6CBS strain collection at Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands 
7Chair of Technical Microbiology, School of Life Sciences Weihenstephan, Technical University of Munich, Germany 
8Culture Collection of Fungi, Danish Technical University, Lyngby, Denmark 

9negative result 
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Table 3: Comparison of selected isolates with data on macrocyclic trichothecene production as 
determined by LC-MS/MS and result in the genotype S specific LAMP reaction 
 

Genus Species Strain ID Source sat-
genotype1 

LAMP-
result2 

Toxin 
production  
(LC-MS/MS)3 

Memnoniella  echinata MYA 584 LMU4 n.a.5 -6 n.d.7 

Stachybotrys chartarum S BB2 LMU S +8 + 

 chartarum S BO1a LMU S + + 

 chartarum S BT3 LMU S + + 

 chartarum S BO2 LMU S + + 

 chartarum S BO1b LMU S + + 

 chartarum S 1114 LMU S + + 

 chartarum S 16St LMU S + + 

 chartarum S 35It LMU S + + 

 chartarum H 47D 
 

LMU S + + 

 chartarum S 1166/2 LMU S + + 

 chartarum S 1455 LMU S + + 

 chartarum S 1492 LMU S + + 

 chartarum S 5 LMU S + + 

 chartarum S 23St LMU S + + 

 chartarum H 47A LMU S + + 

 chartarum S 4 LMU S + + 

 chartarum S 9 LMU S + + 

 chartarum S 48St LMU S + + 

 chartarum S 1493/1 LMU S + + 

 chartarum CBS9 414.95 TUM10 S + + 

 chartarum Sp 2675 TUM S + + 

 chartarum R 24 LMU S + + 

 chartarum CBS 129.13 TUM A - n.d. 

 chartarum S 1244 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1074 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1286 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1091 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1494 LMU A - n.d. 

 chartarum S 24It/B LMU A - n.d. 

 chartarum S 1589 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1378 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1353 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1432 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1362 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1433 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1431 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1285 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1341 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1342 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1335 LMU H - n.d. 

 chartarum S 3 LMU H - n.d. 

 chartarum CBS 324.65 TUM H - n.d. 

 chartarum S 1339 LMU H - n.d. 
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Table 3 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
genotype1 

LAMP-
result2 

Toxin 
production  
(LC-MS/MS)3 

Stachybotrys albipes* ATCC11 18873 ATCC n.a. - n.d. 
 chlorohalonata IBT12 40285 IBT n.a. - n.d. 

 cylindrospora ATCC 16276 ATCC n.a. - n.d. 

 dichroa ATCC 18913 ATCC n.a. - + 

 kampalensis ATCC 22705 ATCC n.a. - n.d. 

 oenanthes ATCC 22844 ATCC n.a. - n.d. 

*Anamorphic state of Melanopsamma pomiformis 
 
1according to Ulrich et al. [34] 
2according to the current study 
3detection of macrocyclic trichothecenes according to [24, 34, 45, 46] 
4strain collection at Chair of Food Safety, Ludwig-Maximilian-University, Munich, Germany 
5not applicable 
6negative result 
7no macrocyclic trichothecenes (satratoxin G, H, and F; roridine E and L-2; verrucarin J) detected by LC-MS/MS (LOD 0.1 – 7.8 ng/g 

MEA agar) 
8positive result in LAMP/macrocyclic trichothecenes detected by LC-MS/MS 
9CBS strain collection at Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands 
10Chair of Technical Microbiology, School of Life Sciences Weihenstephan, Technical University of Munich, Germany 
11ATCC American Type Culture Collection, Manassas, USA  

12Culture Collection of Fungi, Danish Technical University, Lyngby, Denmark 
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Table S1: List of fungal species and strains (n = 227) used in the current study with result obtained 

with the newly developed LAMP assay.  

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Alternaria alternata TMW 4.0438 TUM4 n.a.5 -6 n.a. 

 mali CBS 106.24 CBS7 n.a. - n.a. 

Aspergillus aculeatus TMW 4.1776 TUM n.a. - n.a. 

 alliaceus DSM 813 DSM8 n.a. - n.a. 

 arachidicola IBT 27128 IBT9 n.a. - n.a. 

 auricomus CBS 467.65 CBS n.a. - n.a. 

 awamori CBS 101704 CBS n.a. - n.a. 

 bombycis IBT 23536 IBT n.a. - n.a. 

 bridgeri CBS 350.81 CBS n.a. - n.a. 

 caelatus IBT 29700 IBT n.a. - n.a. 

 carbonarius TMW 4.1512 TUM n.a. - n.a. 

 clavatus CBS 513.65 CBS n.a. - n.a. 

 elegans CBS 310.80 CBS n.a. - n.a. 

 ellipticus CBS 707.79 CBS n.a. - n.a. 

 flavus TMW 4.1859 TUM n.a. - n.a. 

 foetidus CBS114.49 CBS n.a. - n.a. 

 fresenii CBS 550.65 CBS n.a. - n.a. 

 fumigatus CBS 113.55 CBS n.a. - n.a. 

 helicothrix CBS 677.79 CBS n.a. - n.a. 

 heteromorphus CBS 117.55 CBS n.a. - n.a. 

 insulicola CBS 382.75 CBS n.a. - n.a. 

 japonicus CBS 114.51 CBS n.a. - n.a. 

 minisclerotigenes IBT 27177 IBT n.a. - n.a. 

 niger CBS 101698 CBS n.a. - n.a. 

 nomius CBS 260.88 CBS n.a. - n.a. 

 ochraceoroseus CBS 101887 CBS n.a. - n.a. 

 ochraceus CBS 263.67 CBS n.a. - n.a. 

 oryzae IBT 28103 IBT n.a. - n.a. 

 parasiticus CBS 126.62 CBS n.a. - n.a. 

 parvisclerotigene
s 

IBT 3850 IBT n.a. - n.a. 

 petrakii CBS 105.57 CBS n.a. - n.a. 

 pseudotararii IBT 21092 IBT n.a. - n.a. 

 rambellii IBT 14580 IBT n.a. - n.a. 

 sclerotiorum CBS 549.65 CBS n.a. - n.a. 

 sojae IBT 21643 IBT n.a. - n.a. 

 tamarii CBS 591.68 CBS n.a. - n.a. 

 terreus CBS 377.64 CBS n.a. - n.a. 

 toxicarius CBS 822.72 CBS n.a. - n.a. 

 tubingensis ITEM 4496 ITEM10 n.a. - n.a. 

 usamii  CBS 101700 CBS n.a. - n.a. 

Aureobasidium pullulans TMW 4.2253 TUM n.a. - n.a. 

Beltraniella portoricensis CBS 856.70 CBS n.a. - n.a. 

Bipolaris sorokiniana CBS 311.64 CBS n.a. - n.a. 
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Table S1 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Cladobotryum dendroides NRRL 2903 NRRL11 n.a. - n.a. 

Cladosporium sphaerospermum TMW 4.2370 TUM n.a. - n.a. 

Colletotrichum acutatum  CBS 295.67 CBS n.a. - n.a. 

 fragariae  CBS 142.31 CBS n.a. - n.a. 

 gloeosporioides  CBS 285.50 CBS n.a. - n.a. 

Cryptomela acutispora CBS 157.33 CBS n.a. - n.a. 

Drechslera teres  CBS 378.59 CBS n.a. - n.a. 

 tricici-repentis CBS 265.80 CBS n.a. - n.a. 

Emericella astellata IBT 21903 IBT n.a. - n.a. 

 olivicola IBT 26499 IBT n.a. - n.a. 

 venezuelensis IBT 20956 IBT n.a. - n.a. 

Epicoccum nigrum TMW 4.1407 TUM n.a. - n.a. 

Fusarium acuminatum CBS 485.94 VBS n.a. - n.a. 

 avenaceum DSM 62161 DSM n.a. - n.a. 

 beomiforme BBA 69406 BBA12 n.a. - n.a. 

 cerealis  CBS 589.93 CBS n.a. - n.a. 

 chlamydosporum CBS 145.25 CBS n.a. - n.a. 

 compactum CBS 466.92 CBS n.a. - n.a. 

 culmorum DSM 62191 DSM n.a. - n.a. 

 dimerum CBS 175.31 CBS n.a. - n.a. 

 dlaminii MRC 3024 MRC13 n.a. - n.a. 

 equiseti CBS 406.86 CBS n.a. - n.a. 

 eumartii DSM 62809 DSM n.a. - n.a. 

 heterosporum DSM 62231 DSM n.a. - n.a. 

 longipes CBS 739.79 CBS n.a. - n.a. 

 melanochlorum CBS 202.65 CBS n.a. - n.a. 

 napiforme BBA 67629 BBA n.a. - n.a. 

 oxysporum DSM 62292 DSM n.a. - n.a. 

 proliferatum DSM 62261 DSM n.a. - n.a. 

 scirpi CBS 448.84 CBS n.a. - n.a. 

 solani DSM 62416 DSM n.a. - n.a. 

 subglutinans BBA 63621 BBA n.a. - n.a. 

 sublunatum var. 
Sublunatum 

CBS 189.34 CBS n.a. - n.a. 

 torulosum BBA 64465 BBA n.a. - n.a. 

Geomyces auratus BBA 66636 BBA n.a. - n.a. 

Geotrichum candidum TMW 4.0508 TUM n.a. - n.a. 

Gliocephalotrichum spec. nov. NRRL 2993 NRRL n.a. - n.a. 

Hypomyces rosellus  CBS 521.81 CBS n.a. - n.a. 

Memnoniella echinata  CBS 627.61 CBS n.a. - n.a. 

 echinata MYA 584 LMU n.a. - n.d. 

Microdochium majus  TMW 4.0496 TUM n.a. - n.a. 

 nivale  TMW 4.0495 TUM n.a. - n.a. 

Monascus ruber TMW 4.1426 TUM n.a. - n.a. 

Mucor mucedo  DSM 809 DSM n.a. - n.a. 
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Table S1 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Myrothecium roridum  CBS 331.51 CBS n.a. - n.a. 
Penicillium aurantiogriseum CBS 225.90 CBS n.a. - n.a. 

 brevicompactum TMW 4.2279 TUM n.a. - n.a. 

 camembertii DSM 1233 DSM n.a. - n.a. 

 chrysogenum CBS 573.68 CBS n.a. - n.a. 

 commune CBS 311.48 CBS n.a. - n.a. 

 corylophilum CBS 321.48 CBS n.a. - n.a. 

 crustosum CBS 499.73 CBS n.a. - n.a. 

 digitatum DSM 62840 DSM n.a. - n.a. 

 expansum DSM 62841 DSM n.a. - n.a. 

 glabrum TMW 4.2027 TUM n.a. - n.a. 

 griseofulvum TMW4.1543 TUM n.a. - n.a. 

 italicum DSM 62846 DSM n.a. - n.a. 

 janthinellum TMW 4.2318 TUM n.a. - n.a. 

 jensenii TMW 4.2316 TUM n.a. - n.a. 

 nalgiovense TMW 4.1371 TUM n.a. - n.a. 

 nordicum BFE 487 TUM n.a. - n.a. 

 olsonii TMW 4.1362 TUM n.a. - n.a. 

 purpurescens CBS 223.28 CBS n.a. - n.a. 

 purpurogenum CBS 286.36 CBS n.a. - n.a. 

 roqueforti CBS 221.30 CBS n.a. - n.a. 

 roseopurpureum TMW 4.1770 TUM n.a. - n.a. 

 rugulosum TMW 4.1902 TUM n.a. - n.a. 

 stoloniferum TMW 4.2280 TUM n.a. - n.a. 

 variabile CBS 385.48 CBS n.a. - n.a. 

 verrucosum  CBS 603.74 CBS n.a. - n.a. 

 waksmanii TMW 4.2317 TUM n.a. - n.a. 

Pseudogymnoascus destructans OT-38-2010 OT14 n.a. - n.a. 

 pannorum BBA 66108 BBA n.a. - n.a. 

Scopulariopsis acremonioides TMW 4.2366 TUM n.a. - n.a. 

Stachybotrys albipes* ATCC 18873 ATCC15 n.a. - n.d.16 

 bisbyi ATCC 22173 ATCC n.a. - n.a. 

 chartarum S 1352 LMU17 S +18 n.a. 

 chartarum S 1344 LMU n.r.19 + n.a. 

 chartarum S 1349 LMU S + n.a. 

 chartarum S 1418/1 LMU S + n.a. 

 chartarum  S BB2 LMU S + + 

 chartarum  S BO1a LMU S + + 

 chartarum  S 1433 LMU A - n.d. 

 chartarum  S 1432 LMU A - n.d. 

 chartarum  S 1431 LMU A - n.d. 

 chartarum  S 1409 LMU A - n.a. 

 chartarum  S 1378 LMU A - n.d. 

 chartarum  S 1362 LMU A - n.a. 
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Table S1 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Stachybotrys chartarum  S 1425 LMU S + n.a. 
 chartarum  S BT3 LMU S + + 

 chartarum  S BO2 LMU S + + 

 chartarum  S BO1b LMU S + + 

 chartarum  CBS 324.65 TUM H - n.d. 

 chartarum  CBS 414.95 TUM S + + 

 chartarum  CBS 129.13 TUM A - n.d. 

 chartarum S 1244 LMU A - n.d. 

 chartarum  R 24 LMU S + + 

 chartarum  S 1433 LMU A - n.a. 

 chartarum  S 1114 LMU S + + 

 chartarum S6OW LMU H - n.a. 

 chartarum S 1432 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1074 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1286 LMU A - n.d. 

 chartarum S 41 LMU H - n.a. 

 chartarum S 42 LMU H - n.a. 

 chartarum S 43 LMU H - n.a. 

 chartarum  S 1493/1 LMU S + + 

 chartarum S 1353 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1341 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1387 LMU A - n.a. 

 chartarum S 1342 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1362 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1335 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1091 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1166/2 LMU S + + 

 chartarum S 1285 LMU H - n.d. 

 chartarum S 1455 LMU S + + 

 chartarum S 1492 LMU S + + 

 chartarum S 1494 LMU A - n.d. 

 chartarum S 1589 LMU A - n.d. 

 chartarum S 3 LMU H - n.d. 

 chartarum S 4 LMU S + + 

 chartarum S 5 LMU S + + 

 chartarum S 9 LMU S + + 

 chartarum S 16St LMU S + + 

 chartarum S 23St  LMU S + + 

 chartarum S 24It/B LMU A - n.d. 

 chartarum S 35It LMU S + + 

 chartarum S 48St LMU S + + 

 chartarum H 47A LMU S + + 

 chartarum H 47D LMU S + + 

 chartarum IBT 7709 IBT S + n.a. 
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Table S1 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Stachybotrys chartarum IBT 8709 IBT A - n.a. 
 chartarum IBT 8935 IBT n.r. + n.a. 

 chartarum Sp 2675 TUM S + + 

 chartarum TMW_4.685 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.674 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.689 TUM S + n.a. 

 chartarum TMW_4.675 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.678 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.680 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.682 TUM A - n.a. 

 chartarum TMW_4.684 TUM A - n.a. 

 chartarum S 1077 LMU H - n.a. 

 chartarum S 1333 LMU H - n.a. 

 chartarum S 1334 LMU H - n.a. 

 chartarum S 1339 LMU H - n.d. 

 chartarum R10 LMU A - n.a. 

 chartarum R09 LMU A - n.a. 

 chartarum R07 LMU S  + n.a. 

 chartarum R06 LMU S  + n.a. 

 chlorohalonata S 48 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.683 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.676 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.677 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.688 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.686 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.672 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata TMW_4.673 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata IBT 40285 IBT n.a. - n.d. 

 chlorohalonata H 47B LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata H 47C LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata H 42St LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata S 44St LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata S 24St/A LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata S S01 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata S 7 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata S 1166/1 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata CBS 413.95 TUM n.a. - n.a. 

 chlorohalonata R04 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata SBM29 LMU n.a. - n.a. 

 chlorohalonata R01  LMU n.a. - n.a. 

 cylindrospora ATCC 16276 ATCC n.a. - n.d. 

 dichroa ATCC 18913 ATCC n.a. - + 

 elegans DSM 66760 DSM n.a. - n.a. 

 kampalensis ATCC 22705 ATCC n.a. - n.d. 
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Table S1 continued 

Genus Species Strain ID Source sat-
geno-
type1 

LAMP-
result2 

 

Toxin 
production 
(LC-MS/ 
MS)3 

Stachybotrys microspore ATCC 18852 ATCC n.a. - n.a. 
 oenanthes ATCC 22844 ATCC n.a. - n.d. 

Trichoderma harzianum  TMW 4.1502 TUM n.a. - n.a. 

 virens  CBS 344.47 CBS n.a. - n.a. 

Trichothecium roseum  CBS 567.50 CBS n.a. - n.a. 

Zygosaccharomyce
s 

bailii  DSM 70834 DSM n.a. - n.a. 

 bisporus  TMW 3.062 TUM n.a. - n.a. 

 rouxii  DSM 2531 DSM n.a. - n.a. 

*Anamorphic state of Melanopsamma pomiformis 

1according to Ulrich et al. [34] 
2according to the current study 
3detection of macrocyclic trichothecenes according to [24, 34, 45, 46] 
4Chair of Technical Microbiology, School of Life Sciences Weihenstephan, Technical University of Munich, Germany 
5not applicable/not analysed 
6negative result 
7CBS strain collection at Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands 
8Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Darmstadt, DE 
9Culture Collection of Fungi, Danish Technical University, Lyngby, Denmark 
10Istituto Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali, CNR, Bari, IT 
11Northern Regional Research Laboratory, Peoria (Illinois), USA 
12Julius Kühn Institut, Bundesforschungsinstitut für Kulturpflanzen, Berlin, DE 
13South African Medical Research Council, Tygerberg, SA 
14Leibniz-Institut für Zoo- und Wildtierforschung, Berlin, Deutschland 
15ATCC American Type Culture Collection, Manassas, USA 
16not detected 
17strain collection at Chair of Food Safety, Ludwig-Maximilian-University, Munich, Germany  
18positive result 
19no result
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Fig. 1 Comparison of the sat14 gene partial sequence with a consensus sequence of the PCR product 

obtained with primers F2/B2 on the smallest DNA fragment produced during reactions with the sat14 

gene specific LAMP assay
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Fig. 2 Influence of loop primers on reaction speed of the sat14 gene specific LAMP reaction using V13 

as fluorescent indicator. Graph-pair 1: Both LF + LB loop primers added to the reaction. Graph-pair 2: 

only LB primer added to the reaction. Graph-pair 3: only LF primer added to the reaction. Graph-pair 

4: no loop primers added to the reaction
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Fig. 3 Sat14 gene specific LAMP reaction with a serial dilution of gDNA of reference strain CBS 414.95 

using neutral red as pH sensitive indicator (positive reaction indicated by color change from yellow to 

purple). Cap with 10 -1 holds 1.27 ng/µl (equivalent to 6.35 pg per reaction) as initial template DNA 

concentration, NTC = No template control 
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Figure S1: Influence of incubation temperature on the specificity of the LAMP reaction. A: LAMP 

reactions with DNA of S. chartarum genotypes S, A and H as well as S. chlorohalonata at 65°C for one 

hour. Pink reaction vessels contain DNA from S. chartarum genotype S as template. Yellow coloured 

vessels contain DNA from other genotypes and show a negative result. Reactions marked 1-5 are 

false positives (1: S. chartarum genotype A, 2: S. chartarum genotype H, 3: S. chlorohalonata, 4: S. 

chlorohalonata, 5: S. chlorohalonata). NTC: No template control.  

B: LAMP reactions with template DNA used in reactions marked 1-5 after one hour of incubation at 

66 °C. Note that the reactions are clearly negative under the optimized conditions. Neg.: negative 

control S. chartarum genotype A, pos.: positive control S. chartarum genotype S, NTC: No template 

control.
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Figure S2: Influence of form amide on the specificity of the LAMP reaction. A: LAMP reactions with 

DNA from S. chartarum genotype S as template and addition of 0.0 to 1.5 µL form amide per 

reaction. Note that addition of 0.75 µL per reaction still results in a positive LAMP reaction within 

one hour of incubation. Higher amounts of formamide inhibit the reaction. B: LAMP reaction with 

DNA from S. chlorohalonata as template and addition of 0.0 to 1.5 µL form amide per reaction. Note 

that the reaction was positive with 0.0 µL form amide per reaction. Addition of 0.25 to 1.5 µL per 

reaction lead to complete inhibition of the LAMP reaction.  
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4 Diskussion 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Chemotyp S von S. chartarum mithilfe der LAMP-

Methode anhand isolierter genomischer DNA, sicher nachzuweisen. Es wurde dazu gDNA von 

227 Pilzisolaten getestet, wobei alle 30 S. chartarum Stämme des Chemotyps S erfolgreich 

durch ein positives Signal detektiert werden konnten. 

Hinsichtlich etwaiger Kreuzreaktionen mit Stämmen der Chemotypen A und Genotyp H von S. 

chartarum und dem nah verwandten S. chlorhalonata sowie DNA aus Pilzen anderer Gattun-

gen konnte der LAMP-Ansatz soweit verbessert und modifiziert werden, dass keine falsch po-

sitiven Reaktionen unter den getesteten Isolaten auftraten. Bei DNA-Proben von Penicillium 

janthinellum, Penicillium olsonii sowie von Fusarium equiseti ergaben sich jedoch zunächst 

auch unter den optimierten Reaktionsbedingungen positive Reaktionen im LAMP-Assay. Eine 

Neuanzucht mit anschließender DNA-Extraktion und nochmaliger Testung lieferte jedoch bei 

erneuter Überprüfung in allen Fällen negative Ergebnisse. Eine Messung etwaiger Gehalte an 

makrozyklischen Trichothecenen in den betreffenden Kulturen mithilfe von LC-MS/MS führte 

ebenfalls zu negativen Ergebnissen. Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass die 

ursprünglich verwendete und über einen längeren Zeitraum gelagerte DNA dieser drei Pilzar-

ten möglicherweise während des Umgangs im Labor mit Spuren der DNA von S. chartarum 

Genotyp S verunreinigt wurde und deshalb zum Auftreten scheinbarer Kreuzreaktionen mit 

dem LAMP Assay führte. 

Das Isolat S. dichroa ATCC 18913 wurde in früheren Arbeiten als Produzent der makrozykli-

schen Trichothecene Roridin E (Andersen et al., 2002) und Verrucarin J (Ulrich, 2016) beschrie-

ben. Die Bildung von Satratoxinen wurden bei diesem Isolat jedoch nicht bestätigt. Da es sich 

bei dem in dieser Arbeit nachgewiesenen Abschnitt des sat14 Gens um einen für die Biosyn-

these von Satratoxinen unabdingbaren Sequenzabschnitt in Satratoxin-bildenden S. charta-

rum Stämmen handelt (Semeiks et al., 2014), ist das negative Ergebnis im LAMP-Assay für die-

sen Stamm als korrekt anzusehen. 

Aus Studien zur Zytotoxizität ist klar ersichtlich, dass makrozyklische Trichothecene in vitro 

eine um ein Vielfaches höhere Toxizität aufweisen als andere Mykotoxine (Gareis, 2006). Da 

der Micromyzet bevorzugt auf zellulosereichem Material wie Stroh wächst, sind Nachweise 

von makrozyklischen Trichothecenen in Einstreu- und Futtermaterial für Nutztiere nicht 
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ungewöhnlich (Drobotko, 1945; Harrach et al., 1983b). In der vorliegenden Arbeit konnte S. 

chartarum Chemotyp S mithilfe des LAMP-Assays aus DNA Proben sicher nachgewiesen wer-

den. Die tatsächliche Präsenz von makrozyklischen Trichothecenen kann mithilfe der LC-

MS/MS bestätigt werden (Gottschalk et al., 2006, 2008). Die Zytotoxizität wiederum wird über 

den MTT-Zellkulturtest eingeschätzt (Hanelt et al., 1994). LAMP kann diese Methoden nicht 

ersetzen, aber sinnvoll ergänzen, zumal eine Anwendung vor Ort nach weiterer Optimierung 

denkbar ist. 

4.1 Vergleich LAMP und PCR 

Beim Nachweis des ubiquitär verbreiteten Parasiten Toxoplasma gondii in Blutproben von 

Mäusen konnte eine höhere Sensitivität von LAMP gegenüber der konventionellen PCR dar-

gestellt werden (Fallahi et al., 2015). Die Nachweisgrenze lag mit der LAMP Methode bei 0,01 

Tachyzoiten von Toxoplasma gondii, bei der PCR Methode hingegen bei 12 Tachyzoiten. 

In einer Studie von Appelt et al. (2019), in der Milchproben auf Mycoplasma bovis untersucht 

wurden, zeigte sich der LAMP-Assay im Gegensatz zur qPCR anfälliger bei der Testung von 

unaufgereinigter DNA und wurde als kontaminationsanfällig beurteilt. Diese Beobachtungen 

stehen im Gegensatz zur Erkenntnis, dass sich LAMP-Assays robuster als PCR-Ansätze bei der 

Anwendung auf Proben ohne vorherigen Reinigungsprozess zeigen (Fakruddin, 2011; Niessen, 

2015). 

Eine Gegenüberstellung von qPCR und LAMP beim Nachweis des Erregers der Infektiösen La-

ryngotracheitis beim Geflügel (Gallid herpesvirus 1), ergab eine höhere Sensitivität der qPCR-

Methode (10 Kopien/µl Probe, bei LAMP 60 Kopien/µl Probe), wobei die LAMP Methode mit 

geringerem Zeitaufwand (45 Minuten), Kosteneffizienz und geringerem Laboraufwand bewer-

tet wurde (Ou et al., 2012). 

Beim qualitativen Nachweis von Mykotoxin produzierenden Schimmelpilzen zeigt die LAMP-

Methode eine um bis zu zehnfach erhöhte Sensitivität als konventionelle PCR-Methoden. Bei 

quantitativer Herangehensweise zeigt sich hingegen die qPCR präziser, da es sich im Gegen-

satz zur PCR bei der LAMP um einen kontinuierlichen Reaktionsprozess handelt (Niessen, 

2018). 

Der PCR Ansatz von Lewińska et al. (2016) zum Nachweis von S. chartarum und Chaetomium 

spp. basiert auf der Vervielfältigung des Gens für die Mitogen aktivierte Proteinkinase hogA 
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und dem Bandenmuster der anschließenden Gelelektrophorese. Eine Unterscheidung der Ge-

notypen oder auch die Abgrenzung von S. chartarum gegenüber S. chlorohalonata ist mit der 

beschriebenen Methode nicht möglich. Im Gegensatz zur LAMP ist also ein Nachweis nicht 

möglich, ohne das Reaktionsröhrchen zu öffnen. Das Hantieren mit den hohen Mengen an 

Amplifikat nach der Reaktion stellen bei der PCR folglich ein Kontaminationsrisiko für das La-

bor dar. Hier bietet die LAMP den Vorteil eines Nachweises noch im Mikroreaktionsgefäß. 

Bei Verwendung von Indikatoren wie Neutralrot, wie in der vorliegenden Arbeit, wird kein 

zusätzlicher apparativer Aufwand nötig (Denschlag et al., 2013), da der Farbumschlag mit blo-

ßem Auge zu erkennen ist. Anders als Chemikalien wie Etidiumbromid, das bei der PCR zur 

Färbung des Gels in der Elektrophorese verwendet wird, ist Neutralrot ungiftig (Borenfreund 

und Puerner, 1985). Ein zusätzliches Labor mit Ausrüstung für Gelelektrophorese wird für die 

Ergebnisauswertung nicht benötigt (Fakruddin, 2011). 

 

4.2 Zukünftige Anwendbarkeit in der Diagnostik 

Für Anwendungen von LAMP direkt vor Ort ist diese Nukleinsäureamplifikationstechnik po-

tenziell sehr gut geeignet, da keine spezielle apparative Ausstattung zum Erhitzen (es reicht 

ein Wasserbad) benötigt wird und sich der zeitliche Rahmen im Bereich von 60 Minuten be-

findet. Der Applikation im Felde kommt außerdem der einfache Nachweis mithilfe von Indika-

toren wie Neutralrot zugute. 

Der direkte Nachweis von Pilzmaterial gelang bereits in verschiedenen Studien (Denschlag et 

al., 2012; Luo et al., 2014; Niessen et al., 2012; Niessen und Vogel, 2010). Akkubetriebene 

Echtzeit-Fluoreszenz-Messgeräte wie das in der vorliegenden Arbeit verwendete ESEquant TS 

(QIAGEN Lake Constance GmbH, Stockach, Deutschland) ermöglichen den direkten Vor-Ort-

Einsatz eines LAMP-Assays. 

Die lokale Anwendung eines LAMP-Assays wird durch die Notwendigkeit einer intakten Kühl-

kette der Reagenzien (besonders der Polymerase) deutlich eingeschränkt. Es besteht aber 

auch die Möglichkeit einer Trocknung der Reagenzien im Mikroreaktionsgefäß mit anschlie-

ßender Resuspension des Lyophilisates um eine Reaktion ablaufen zu lassen. Als Beispiel ist 

hier die Studie von Hayashida et al. (2015) zu nennen, in der die Erreger der Humanen Afrika-

nischen Trypanosomiasis Trypanosoma brucei rhodiense und Trypanosoma brucei gambiense 
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in Vollblutproben nachgewiesen wurden. In dieser Arbeit konnte auch nach siebenmonatiger 

Lagerung bei 40°C kein signifikanter Abfall der Sensitivität des Testes beobachtet werden 

(Lucchi et al., 2018). Auch für den Nachweis des Erregers der Malaria konnten Hayashida et al. 

(2017) einen gefriergetrockneten LAMP-Assay entwickeln, der als Probe lediglich einen Trop-

fen von unkoaguliertem Vollblut eines Patienten benötigt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte ein direkter Nachweis von Pilzmaterial ohne vorhergehende 

DNA-Extraktion nicht zufriedenstellend und reproduzierbar erreicht werden. Dazu vorgese-

hene gespikte Strohproben wurden in Versuchsansätzen mit Hitzedenaturierung (Mikrowel-

lenstrahlung) und mit teilweise mechanischem Aufschluss (Vortexen mit Glasperlen) direkt 

zum fertigen Mastermix hinzugefügt. In der Literatur wird bei der direkten Testung von Proben 

ohne vorherige Extraktion, mit Hitzeaufschluss und/oder mechanischem Aufschluss der 

Probe, eine bis zu zehnfach erhöhte Sensitivität im Vergleich zu unbehandelten Proben be-

schrieben (Luo et al., 2014; Niessen, 2018). Als Faktor für die korrekt ablaufende LAMP-Reak-

tion ist ein wichtiger Parameter die Menge an Proben-DNA, die zum Mastermix hinzugefügt 

wird. Es genügen sehr geringe Mengen an DNA, um ein Amplifikat zu erhalten, doch zu hohe 

Konzentrationen an DNA hemmen die Reaktion enorm, wie im vorliegenden Versuch aufge-

zeigt wurde. Beim Aufschluss des Pilzmaterials ohne DNA-Extraktion ist die freigesetzte 

Menge an DNA unbekannt. Somit ist das Ergebnis schlecht reproduzierbar.  

Obwohl die LAMP Methode als robuster als die PCR im Hinblick auf Reaktionsinhibitoren wie 

Polyphenole, Zuckermoleküle oder andere Probenbestandteile gilt (Niessen, 2018), scheinen 

Zellwandbestandteile wie Polysachharide oder Melaninpigmente (Ulrich et al., 2016) die 

LAMP-Reaktion im vorliegenden Artikel zu stark zu beinträchtigen, um reproduzierbare Ergeb-

nisse zu erhalten. Es wurde aber auch von Bestandteilen von humanem Serum berichtet, die 

die Reaktion des LAMP-Assays beeinträchtigten (Ihira et al., 2007). 

Die in dieser Arbeit entwickelte LAMP Methode kann bereits jetzt für Screening-Zwecke von 

bereits vorhandenen DNA-Extrakten von S. chartarum verwendet werden, um Isolate vom 

Chemotyp S schnell, kosten- und zeiteffektiv herauszufiltern. Für Anwendungen im Felde ist 

zum jetzigen Zeitpunkt eine vollständige DNA-Extraktion vonnöten. Bei Überprüfung von kon-

taminationsverdächtigem Einstreumaterial und Futtermitteln, sowie Bestimmung toxinoge-

ner S. chartarum Isolate in wassergschädigten Innenräumen ist der Einsatz des LAMP-Assays 

sinnvoll.  
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5 Zusammenfassung 

Der ubiquitär verbreitete Schimmelpilz S. chartarum stellt für die Gesundheit von Menschen 

(Etzel, 2003; Johanning und Yang, 1994) und Tieren (Forgacs et al., 1958) durch sein toxisches 

Potenzial eine Bedrohung dar. Die besonders zytotoxischen makrozyklischen Trichothecene 

(Jarvis et al., 1995) können nur vom Chemotyp S dieses Pilzes synthetisiert werden. Die harm-

loseren Varianten dieser Schimmelpilzart können rein morphologisch (kulturell/mikrosko-

pisch) nicht vom Chemotyp S unterschieden werden.  

Determiniert wird dieser toxische Chemotyp durch seine genetische Ausstattung, nämlich der 

Präsenz des kompletten Satratoxin-Clusters (SC 1-3) (Semeiks et al., 2014; Ulrich et al., 2019). 

Diese 21 SAT-Gene sind für die Fähigkeit zur Biosynthese von Satratoxinen essentiell und er-

möglichen die Unterscheidung zwischen drei Genotypen in S. chartarum. Der Genotyp S re-

präsentiert den Chemotyp S, der in der Lage ist Satratoxine und andere hochtoxische makro-

zyklische Trichothecene zu produzieren, der Genotyp A und der erst kürzlich beschriebene 

Genotyp H repräsentieren den Chemotyp A, der Atranone produzieren kann (Ulrich et al., 

2019). Die Gene sat11 bis sat16 konnten nur in Isolaten von S. chartarum gefunden werden, 

die bei Anzucht makrozyklische Trichothecene produzierten. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine gegenüber der PCR alternative Nukleinsäureamplifika-

tionstechnik verwendet, die loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Bei dieser Me-

thode wird unter Verwendung von vier Oligonucleotid Primern unter isothermalen Bedingun-

gen innerhalb einer Stunde die Ziel-DNA amplifiziert (Notomi et al., 2015; Notomi et al., 2000). 

Die Ergebnisauswertung erfolgt durch einen Farbumschlag von gelb nach rosa und ist mit blo-

ßem Auge abzulesen, ohne das Mikroreaktionsgefäß öffnen zu müssen. Unter den möglichen 

Ziel-Genen (sat11 – sat16) für den Nachweis des Chemotyp S in S. chartarum per LAMP wurde 

sat14 ausgewählt, da es im Vergleich am wenigsten Introns, Basenfehlpaarungen und Einzel-

nukleotid-Polymorphismen (SNP) enthält.  

In dieser Arbeit wurde die DNA von 227 Schimmelpilzen mit LAMP analysiert, wobei alle 30 

Chemotyp S (Genotyp S) Isolate der insgesamt 75 S. chartarum Stämme positiv detektiert wur-

den und keine Kreuzrektionen mit DNA von anderen Schimmelpilzen auftraten. Diese Ergeb-

nisse lassen den Nachweis von S. chartarum Chemotyp S mit der zeit- und kosteneffektiven 

LAMP Methode zu einem vielversprechenden diagnostischem Werkzeug in der Überwachung 

der menschlichen und tierischen Gesundheit werden. 
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6 Summary 

The ubiquitous mold S. chartarum poses a threat to human (Etzel, 2003; Johanning und Yang, 

1994) and animal (Forgacs et al., 1958) health due to its toxic potential. Only the chemotype 

S is able to synthesize the strong cytotoxic macrocyclic trichothecenes (Jarvis et al., 1995). The 

far more harmless variants of this mold cannot be distinguished from the chemotype S mor-

phologically (by culture/microscopic). This toxic chemotype is determined by its genetic 

makeup - the presence of the complete satratoxin cluster (SC 1-3) (Semeiks et al., 2014; Ulrich 

et al., 2019). These 21 SAT genes are essential for the ability to biosynthesize satratoxins and 

enable the distinction between the three genotypes in S. chartarum. Genotype S represents 

the chemotype S, which is able to produce satratoxins and other highly toxic macrocyclic 

trichothecenes, the genotype A and the recently described genotype H represent the chemo-

type A, which produces atranones as mycotoxins (Ulrich et al., 2019). The genes sat11 to sat16 

are exclusively present in isolates of S. chartarum which produced macrocyclic trichothecenes 

in culture. 

Detection methods such as the polymerase chain reaction (PCR) are time-consuming and ex-

pensive. In the present work an alternative nucleic acid amplification technique was used, the 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Notomi et al., 2015; Notomi et al., 2000). In 

this method, the target DNA is amplified within one hour using four oligonucleotide primers 

under isothermal conditions. The results are shown by a color change from yellow to pink and 

can be read with the naked eye without opening the reaction vessel. Among the possible tar-

get genes (sat11 - sat16), sat14 was used for the detection of chemotype S by LAMP, because 

in comparison it contains the fewest introns, mismatches and single nucleotide polymor-

phisms (SNP). 

In this work, the DNA of 227 molds was analyzed with LAMP. All 30 chemotype (genotype) S 

among the 75 S. chartarum isolates were positively detected and no cross-reactions with DNA 

from other fungi occurred. These results make the detection of S. chartarum chemotype S 

with the time- and costeffective LAMP method a promising diagnostic tool in the monitoring 

of human and animal health. 
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