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Abstract: Optical brighteners, a highly sensitive tool in the diagnostics of mycoses, can be also
of value in the diagnostics of mushroom poisoning. Basidiospores of 72 species showed fluo-
rescence depending on the color of the spore print. Hyaline spores were always positive. With
the dark spored species the apiculus was mostly positive. All Boletales showed fluorescence. In
case of mushroom poisoning optical brighteners might therefore be of value in the screening
especially of heterogenous samples (i.e. fungal elements in vomit, gastric lavage).
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Zusammenfassung: Optische Aufheller, hochsensitiv in der Diagnostik von Mykosen, konnen
auch in der Diagnostik von Pilzvergiftungen eingesetzt werden. Basidiosporen von 72 Arten
fluoreszierten in Abhéngigkeit von der Sporenpulverfarbe. Hyalinsporer zeigten alle Fluores-
zenz. Auch bei den Dunkelsporern stellte sich meist der Apiculus dar, ferner waren alle unter-
suchten Boletales positiv. Optische Aufheller konnten sich daher auch gerade beim Screening
von heterogenen Materialien eignen (z. B. Pilzbestandteile in Erbrochenem, Magenspiilungen).

Schliisselwdrter: optische Aufheller — Fluoreszenz — Diagnostik von Pilzvergiftungen

Einleitung

Die Fluoreszenzfarbung mit optischen Aufhellern (optical brighteners, Weissmacher)
aus der Gruppe der Diaminostilbene erlaubt eine schnelle, sensitive unkomplizierte
Darstellung von Pilzelementen in klinischen Untersuchungsmaterialien (ScaHr6-
DER et al. 2006). Sie ermdglicht erste orientierende Hinweise auf das Vorliegen einer
Mykose. Routinemafsig wird diese Methode in der mykologischen Diagnostik wie
dem Direktpréparat (,Nativprdparat”) und der Untersuchung von Punktaten, Lava-
gen oder Gewebeschnitten gerade auch in diagnostisch schwierigen Situationen ein-
gesetzt (RUCHEL & MARKGRAF 1993, RUcHEL et al. 2004, Mayser 2018). Eine artspezi-
fische Zuordnung detektierter Pilzelemente ist aber nur in Ausnahmefalle moglich.
Hier bedarf es vielmehr weiterfithrender Techniken wie Kultivierungsmethoden,
Spezialfarbungen, immunhistochemischem Antikdrpernachweis oder PCR-basier-
ten Methoden (RtcHEL et al. 2004, UrLLmanN et al. 2017).

Im Rahmen des sehr informativen Seminars ,,Giftpilze inkl. Krankenhausdiagno-
stik” der Schwarzwalder Pilzlehrschau (Katrin Gilbert, Bjorn Wergen) stellte sich fiir
uns die Frage, ob diese Methode auch in der Notfalldiagnostik von Pilzvergiftungen
hilfreich sein konnte.
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Bei optischen Aufhellern handelt es sich um Diaminostilben-Verbindungen, deren
erste bereits 1941 unter dem Namen Blankophor als Aufheller fiir die Papierindu-
strie und als Zusatz in Waschmitteln eingefiihrt wurde. Sie binden nicht-kovalent an
B-glykosidisch verkniipfte Polysaccharide, die im Menschen nicht vorkommen, aber
als Zellulose in Pflanzen (,, weifseres Papier, weifSere Wasche”) bzw. als Chitin sowie
Glukan in Pilzen nachweisbar sind.

Die semispezifische Bindung an die Zellwand von Pilzen wurde bereits Anfang der
1960er Jahre beschrieben (DARkEN 1962). Die Eignung der Aufheller fiir die myko-
logische Diagnostik wurde erst 1984 publiziert (HoLLANDER et al. 1984, HAGEAGE &
HarriNGTON 1984) und zwar wiederum fiir Blankophor sowie das verwandte Cal-
cofluor Weiss. Spater fand auch der Aufheller Uvitex (Fungiqual) diagnostische Ver-
wendung (KocH et al. 1988).

Ublicherweise erfolgt die Anregung der Aufheller im langwelligen UV-Bereich bei
Wellenldngen von 365-395 nm. Die in Folge abgestrahlte blau-weifle Fluoreszenz hat
ihr Intensitatsoptimum im sichtbaren Bereich oberhalb 420nm Wellenldnge (blau-
griin). Optisch aktiv sind die Aufheller nur in ihrer trans-Konfiguration, die durch
eine Bindung an 3-Glykoside wie Chitin und Mannan stabilisiert wird. Wenn der
Aufheller ungebunden in wissriger Losung vorliegt, fithrt ultraviolettes Licht sehr
schnell zu einer irreversiblen Isomerisierung in die optisch inaktive cis-Konfigura-
tion. In einer UV-belichteten Probe heben sich somit eventuell vorhandene Pilzele-
mente sensitiv und kontrastreich gegen den schwarzen Hintergrund ab. Der Effekt
zeigt ferner keine zeitabhéngige Abschwichung (,,Fading”) und die Substanz kann
durch UV-Bestrahlung wiederholt zur Fluoreszenz angeregt werden.

Material und Methoden

Entsprechend des diesjahrigen (2021) regionalen Fundaufkommens wurden von
haufigen Gift- und Speisepilzen frische Sporenabwurfpréaparate hergestellt.

Sporen wurden auf einen Objekttrédger iibertragen, mit einem Tropfen der selbst her-
gestellten Fluoreszenzlosung (Tabelle 1) versetzt und mit einem Deckglas (18x18mm)
abgedeckt. Ggf. iberschieflende Fliissigkeit wurden mit Saugpapier entfernt.

Tabelle 1: Rezeptur zur Eigenherstellung der Fluoreszenzlosung

¢ 3 mg Blankophor BBU 250 % (Farben-Bayer)'
¢ 9,5 ml doppelt destilliertes Wasser (Aqua bidest.)
e 0,5 ml DMSO

Gebrauchslosung in lichtgeschiitzter Tropfflasche aufbewahren. Bei Lagerung im
Kiihlschrank wenigstens ein halbes Jahr stabil.

I Nur fiir den in-vitro Gebrauch — Sicherheitshinweise beachten; Gebrauchs- und Sicherheits-
hinweise fiir handelsiibliche Fertigprodukte mit gleichem Einsatzgebiet finden sich beispiels-
weise unter https://www juelich-bonn.com/site/mikroskop/texte/mykoval/ oder unter http://
fungiqual-a.com (Abruf jeweils 11.12.2021).
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Unmittelbar darauf erfolgte die Beurteilung mit einem Hund BX300 Durchlichtstereo-
mikroskop mit einem nachtréaglich angebauten Hund LED-Fluoreszenz-Illuminator
Myko (Anregungswellenldange 365nm, Fluoreszenz blau-weifd) im Hellfeld-Durch-
licht sowie im Fluoreszenzlicht bei 100-, 500-, 630- und 1000-facher Vergrofserung.
Variierende Uberblendungen zwischen Hellfeld und Fluoreszenz sind dabei mog-
lich. Die Fotodokumentation erfolgte mit einer Nikon 4500 Digitalkamera {iber einen
Fototubus. Am Illuminator lasst sich die Intensitdt der Anregung mittels eines Dreh-
knopfes regulieren, um Uberbelichtungen durch zu starke Fluoreszenz zu vermei-
den. Da gleiche Bildausschnitte im sichtbaren, im UV-Licht sowie bei Uberblendun-
gen durch Fotobearbeitung der Abbildungen hergestellt wurden, kann die exakte
Vergrofserung bei den Bildern nicht angegeben werden. Ein einblendbarer Mafistab
stand nicht zur Verfiigung. Die Ausgangsvergrofierung betrug jeweils x1000.

Die Beurteilung der Fluoreszenz erfolgte semiquantitativ. Sehr stark bedeutet, dass
trotz geringstmdglicher Anregung durch den Illuminator die Fluoreszenz eine Uber-
belichtung zeigte (Corona-Phianomene um die Strukturen; Bsp. Abb. 1). Schwach
bedeutet, dass die Konturen bei hochster Anregung gerade noch erkennbar waren.
Der Apiculus war dann meist noch positiv, wenn nicht, wurde es in den Ergebnissen
(Tabellen 2-7) gesondert erwahnt (Bsp. Abb. 7).

Abb. 1: Sporen von Macrolepiota procera, sehr starke Fluoreszenz mit Halo bei geringst mogli-
cher Anregung. Im Hellfeld sichtbare Luftblasen werden in der Fluoreszenz nicht dargestellt.
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Tabelle 2: Fluoreszenz von Hyalin-/Weifsporern

Spezies Ergebnis besonderes

Amanita citrina Pers. positiv Apiculus starker
Amanita excelsa (Fr.) Bertill. positiv Apiculus starker
Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link positiv Apiculus starker
Amanita rubescens Pers. positiv Apiculus starker
Amanita strobiliformis (Paulet ex Vittad.) Bertill. | positiv Apiculus starker
Amanita fulva Fr. positiv Apiculus starker
Amanita vaginata (Bull.) Lam. positiv Apiculus stirker
Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. positiv Apiculus stirker
Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink positiv Apiculus stirker
Calocybe gambosa (Fr.) Donk positiv Apiculus stirker
Clitocybe costata Kithner & Romagn. positiv Apiculus stirker
Clitocybe odora (Bull.) P. Kumm. positiv Apiculus stirker
Gymmnopus dryophilus (Bull.) Murill positiv Apiculus starker
Hygrocybe conica (Schaeff.) P. Kumm. positiv Apiculus starker
Hygrophorus hypothejus (Fr.) Fr. positiv Apiculus starker
Infundibulicybe gibba (Pers.) Harmaja positiv Apiculus starker
Laccaria laccata (Scop.) Cooke stark positiv Apiculus starker
Lepiota clypeolaria (Bull.) P. Kumm. stark positiv unterschiedl. intensiv
Lepiota cristata (Bolton) P. Kumm. stark positv unterschiedl. intensiv
Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser stark positiv

Macrolepiota procera (Scop.) Singer stark positiv

Marasmius oreades (Bolton) Fr. positiv Apiculus starker
Mycena pura (Pers.) P. Kumm. schwach positiv | Apiculus starker
Myc.etin?s alliaceus (Jacq.) Earle ex A.W. Wilson & positiv Apiculus stirker
Desjardin

Mycetinis prasiosmus (Fr.) R.H. Petersen positiv Apiculus stérker
Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. positiv Apiculus starker
Tricholoma sulphureum (Bull.) P. Kumm. positiv Apiculus starker
Tabelle 3: Fluoreszenz von Rosasporern

Spezies Ergebnis besonderes

Clitopilus prunulus (Scop.) P. Kumm. negativ Apiculus positiv
Entoloma clypeatum (L.) P. Kumm. negativ

Ento.ltzma lividoalbum (Kithner & Romagn.) negativ wenige Sporen positiv
Kubicka

Pluteus cervinus (Schaeff.) P. Kumm. negativ wenige Sporen positiv
Pluteus salicinus (Pers.) P. Kumm. negativ wenige Sporen positiv
\&io]lz(;f(l)uteus gloiocephalus (DC.) Vizzini, Contu negativ wenige Sporen positiv
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Tabelle 4: Fluoreszenz von Braunsporern

Spezies

Ergebnis besonderes

Cortinarius purpureus (Bull.) Bidaud, Moénne-
Locc. & Reumaux

negativ Apiculus starker

Galerina marginata (Batsch) Kithner

nur wenige positiv | Apiculus starker

Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél. uneinheitlich 50/50 | Apiculus stérker
. . Apiculus ohne

Inocybe fraudans (Britzelm.) Sacch. negativ Fluoreszenz

Kuehneromyces mutabilis (Schaeff.) Singer & schwach Apiculus stirker

A.H.Sm.

Pseudosperma rimosum (Bull.) Matheny & . Apiculus ohne

negativ
Esteve-Rav. Fluoreszenz
Tabelle 5: Fluoreszenz von Schwarzsporern

Spezies Ergebnis | besonderes

Agaricus arvensis Schaeff. Negativ Apiculus ohne Fluoreszenz

Agaricus campestris L. Negativ nur wenige Sporen positiv

Agaricus xanthodermus Genev. Negativ o wemge"Sporen positiv,
Apiculus starker

Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead, . .

Vilgalys & Moncalvo Negativ Apiculus ohne Fluoreszenz

, . nur wenige Sporen positiv,

Hypholoma capnoides (Fr.) P. Kumm. Negativ Apiculus stirker
nur wenige Sporen positiv,

Hypholoma fasciculare (Huds.) P. Kumm. negativ Apiculus starker, Keimporus
nachweisbar

Tabelle 6: Fluoreszenz von Russulaceae
Spezies Sporenpul- | b bnis
P verfarbe 8

Russula cyanoxantha (Schaeff.) Fr. weil3 positiv

Russula densifolia Secr. ex Gillet weifs positiv

Russula rosea Pers. weifs positiv

Russula ochroleuca Fr. weifs positiv

Russula vesca Fr. weifs positiv

Russula exalbicans (Pers.) Melzer & Zvéra creme positiv

Russula violeipes Quél. creme positiv

Russula carpini R. Girard & Heinem. dotter positiv, einzelne Sporen starker

Russula integra (L.) Fr. dotter positiv, einzelne Sporen stiarker

Russula olivacea (Schaeff.) Fr. dotter positiv

Russula risigallina (Batsch) Sacc. dotter schwach positiv
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Lactarius blennius (Fr.) Fr. hellocker positiv
Lactarius circellatus Fr. blassocker schwach positiv
Lactarius deliciosus L. (Gray) creme schwach positiv
Lactarius fuliginosus (Fr.) Fr. blassocker schwach positiv
Lactarius pyrogalus (Bull.) Fr. hellocker schwach positiv
Lactifluus piperatus (L.) Roussel weifs stark positiv
Lactifluus volemus (Fr.) Kuntze creme weifs | stark positiv

Tabelle 7: Fluoreszenz von Boletales

Spezies Ergebnis besonderes

Boletus reticulatus Schaeff. positiv Apiculus ohne Fluoreszenz
Gyroporus castaneus (Bull.) Quél. stark positiv

Paxillus involutus (Batsch) Fr. schwach positiv | Apiculus stérker
Strobilomyces strobilaceus (Scop.) Berk. schwach positiv | Apiculus ohne Fluoreszenz
Suillus grevillei (Klotsch) Singer positiv Apiculus stérker

Suillellus luridus (Schaeff.) Murrill positiv Apiculus ohne Fluoreszenz
Tapinella atrotomentosa (Batsch) Sutara Positiv Apiculus starker
Xerocomellus chrysenteron (Bull) Sutara positiv Apiculus starker
Xerocomus subtomentosus (L.) Quél. positiv Apiculus starker
Ergebnisse

Mit der beschriebenen Methodik konnte eine Fluoreszenz von Sporen nachgewie-
sen werden. Es ergaben sich jedoch deutliche Unterschiede vorrangig in Abhéangig-
keit von der Sporenpulverfarbe. Alle untersuchten Hyalin-/ Weifisporer zeigten eine
deutliche Fluoreszenz in unterschiedlicher Starke (Tabelle 2). Bei den untersuchten
Lepiota/Macrolepiota Spezies sowie bei Laccaria laccata (Scop.) Cooke und Leucoagaricus
leucothites (Vittad.) Wasser war die Fluoreszenz so stark, dass zur Fotodokumentation
nur die geringst mdgliche Anregung verwendet werden konnte (Abb. 1). Dunkelspo-
rer zeigten keine Fluoreszenz (Tabellen 3-5). Es fanden sich bei einigen Arten aber
Fluoreszenz-positive Sporen in unterschiedlichem Ausmaf3 — einige wenige (Abb.
2,3) bis in nahezu 50 % der Sporen (Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél.; Abb. 4). Die
Ursachen fiir diese Beobachtung sind vielschichtig: defekte Sporen (Abb. 9), gerin-
ger oder unpigmentierte Sporen (,, Albinos”) (Abb. 3) oder ungeklart wie im Falle
von Entoloma lividoalbum (Kithner & Romagn.) Kubicka (Abb. 2), Hebeloma crustuli-
niforme (Abb. 4) oder Russula carpini R. Girard & Heinem. (Abb. 6). Da nur Sporen-
abwurfpréaparate verwendet wurden, scheidet eine Sporenunreife unserer Meinung
nach als Erkldrung aus.

Ein fluoreszierender Apiculus konnte mit Ausnahme der untersuchten Inocybe-/Pseu-
dosperma-Funde und von Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead, Vilgalys & Mon-
calvo auch bei Dunkelsporern nachgewiesen werden (Abb. 5). Bei den Hyalinsporern
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Abb. 2: Sporen von Entoloma lividoalbum — einige Sporen zeigen vollstandige Fluoreszenz,
bei anderen ist nur der Apiculus erkennbar, kleines Bild stellt die Uberblendung dar.

Abb. 3: Sporen von Agaricus xanthodermus Genev. — einige wenige Sporen positiv; der Api-
culus stellt sich aber auch bei den sonst nicht fluoreszierenden Sporen dar.

zeigte ebenso wie bei den Russulaceae der Apiculus meist die starkste Fluoreszenz
(Tabelle 6; Abb. 6). Gut sichtbar wird dies auch an den blass-ockeren Sporen von Lac-
tarius fuliginosus (Fr.) Fr. (Abb. 7). Hier kommt auch die Ornamentierung zur Dar-
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Abb. 4: Sporen von Hebeloma crustuliniforme; etwa ausgeglichenes Verhaltnis von fluoreszie-
renden und nicht fluoreszierenden Sporen

S

Abb. 5: Galerina marginata (Batsch) Kithner — nicht fluoreszierende Sporen neben Sporen mit
erkennbarem Apiculus
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Abb. 6: Russula carpini — deutlich fluoreszierende Apiculi, eine Spore starker fluoreszierend,
keine Darstellung der Ornamentierung in der Fluoreszenz

Abb. 7: Lactarius fuliginosus — schwache Fluoreszenz bei deutlich dargestellten Apiculi. Orna-
mentierung angedeutet erkennbar
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Abb. 8: Xerocomellus chrysenteron (Bull.) Sutara — fluoreszierende Sporen mit deutlich erkenn-
baren Apiculi

3 T . .\.\-.', o

Abb. 9: Helvella crispa — offensichtlich defekte Sporen mit starkerer Fluoreszenz
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Abb.10: a) oben, Amanita phalloides — deutlich fluoreszierende Sporen, b) unten, nach 30 mini-
tigem Kochen eines Hutes und Herstellen eines Zupfpraparates — Basidien mit noch anhaf-
tender Spore (x600) alle Abbildungen P. & P. Mayser
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stellung, die bei den stérker fluoreszierenden Sporen nicht mehr sichtbar ist (Abb. 6).
Unter den untersuchten Dottersporern zeigte Russula risigallina (Batsch) Sacc. eine
nur schwache Fluoreszenz (Tabelle 6). Auch unter den Milchlingen fanden sich einige
schwécher fluoreszierende Arten. Bisher haben wir aber nur wenige Fruchtkorper
untersucht. Ob es sich bei diesen Beobachtungen um artspezifische Merkmale oder
um Variationen innerhalb einer Art handelt, soll durch weitere Untersuchungen
abgeklart werden.

Trotz der dunkleren Sporenpulverfarbe zeigte alle untersuchten Boletales-Sporen
homogene Fluoreszenz (Tabelle 7; beispielhaft Abb. 8) — sehr stark bei dem Blasspor-
rohrling Gyroporus castaneus (Bull.) Quél. und am geringsten bei Strobilomyces strobi-
laceus (Scop.) Berk. Auch hier scheint somit eine Abhangigkeit der erzielbaren Fluo-
reszenzintensitat von der Starke der Pigmentierung der Sporen zu bestehen. Auch die
Sporen des zu den Boletales zahlenden Paxillus involutus (Batsch) Fr. fluoreszierten.
Alle untersuchten Leistlinge (Cantharellus pallens Pilat, Craterellus cornucopioides (L.)
Pers., Craterellus tubaeformis (Fr.) Quél.) zeigten ebenfalls deutliche Fluoreszenz mit
prominentem Apiculus. Erste Erfahrung mit Ascomyceten zeigten eine Fluoreszenz
von Sporen von Peziza vesiculosa Bull. sowie von Helvella crispa (Scop.) Fr. mit jeweils
nachweisbarer Varianz in der Intensitét einzelner Sporen (Abb. 9).

Einfluss von Kochen auf die Fluoreszenz.

Da es sich im Rahmen der Krankenhausdiagnostik von Pilzvergiftungen nicht sel-
ten um gekochtes Material handelt, wurde an dem klinisch besonders bedeutsamen
Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link sowohl Sporenmaterial als auch Zupfpraparate
von 30 Minuten in Wasser sprudelnd gekochten frischen Fruchtkdrpern untersucht.
Sporen aus dem Sporenabwurfpréaparat zeigten eine deutliche und homogene Fluo-
reszenz (Abb. 10a). Dies fand sich ebenso in dem gekochten Pilzmaterial (Abb. 10b).

Beurteilung der Jodreaktion

Mit Fluoreszenzldsung behandelte Sporenabwurfpraparate wurden nur in Einzel-
fallen mit Melzer’s Reagenz-Losung tiberfarbt. Ein bereits gefarbtes, stark fluores-
zierendes Praparat von Macrolepiota procera (Scop.) Singer zeigte nach Uberfarbung
durch Melzer’s Reagenz eine gut sichtbare dextrinoide Reaktion. Amyloide Reaktio-
nen (untersucht an Amanita phalloides und Amanita citrina Pers.) waren nicht eindeu-
tig zu erkennen, so dass weitere systematische Untersuchungen erfolgen miissen.
Zundichst sollten daher besser zwei getrennte Praparate angelegt werden.

Pflanzliches Material

Die Fluoreszenzfarbung mit optischen Aufhellern ist ebenso bei pflanzlichem Zel-
lulose-haltigem Material moglich. Fluoreszierende Pflanzenzellen konnen aber auf-
grund der Grofie und der Struktur abgegrenzt werden, ebenso wie im allgemeinen
pflanzliche Sporen/Pollen.
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Diskussion

Die Fluoreszenzuntersuchung unter Verwendung optischer Aufheller ist eine sen-
sitive und rasch durchzufiihrende Methode in der Diagnostik von Mykosen. Die
vorliegende Untersuchung hatte zum Ziel, ihren mdéglichen Einsatz in der Not-
falldiagnostik von Pilzvergiftungen zu iiberpriifen. Die Sporenanalyse stellt hier
einen wichtigen Schritt dar (FLamMER & FLammer 2014). Sie kann aus Frischma-
terial/Riistresten, Kochresten, Konserven, Trockenmaterial sowie aus Magensaft,
Erbrochenem und Stuhl erfolgen.

In unserer orientierenden Untersuchung konnte an Sporenabwurfpraparaten von
einigen ausgewahlten Speise- und Giftpilzen eine diagnostisch verwertbare Fluo-
reszenz nach Anwendung des optischen Aufhellers Blankophor BBU 250 % nachge-
wiesen werden, und zwar weitestgehend in Abhdngigkeit von der Sporenpulver-
farbe. Alle untersuchten Hyalinsporer zeigten Fluoreszenz, teils in unterschiedlicher
Starke, wahrend bei Dunkelsporern sich oft nur der Apiculus darstellte. Bemer-
kenswerterweise fanden sich bei vielen Dunkelsporern einzelne fluoreszierende
Sporen in unterschiedlichem Ausmafi. Alle untersuchten Boletales Sporen zeigten
Fluoreszenz.

Die aus den bisherigen Ergebnissen ermittelten Vor- und Nachteile der Fluoreszenz-
diagnostik mit optischen Aufhellern in der Diagnostik von Pilzvergiftungen werden
im Folgenden zusammengefasst und diskutiert. Einschrankend wurden die Unter-
suchungen nur an wenigen Spezies mit wenigen differenten Fruchtkorpern erho-
ben, so dass die Ergebnisse und Schlussfolgerungen als vorlaufig zu bewerten sind.

Als positiv zu werten sind:

e Hoch sensitives, einfaches Verfahren, welches die Detektion von Pilzelementen
auch in heterogenen Materialien (Erbrochenem, Magenspiilungen) ermoglicht

e Zusatz von Lauge anstelle von doppelt dest. Wasser (Aqua bidest.) mdglich,
um die Freisetzung in komplexen Materialien zu erhdhen. Hierzu veranderte
Rezeptur (Tabelle 1 - Ersatz von Aqua bidest. durch NaOH): 3 mg Blankophor
BBU 250 % (Farben-Bayer); 9,5 ml NaOH 0,5 M; 0,5 ml DMSO

e Hohe Sensitivitat bei Hyalinsporern, insbesondere auch bei Amanita-Arten
e Vorangegangenes Kochen der Pilzelemente ohne Einfluss
e Gattungsdiagnosen anhand typischer Sporenformen und -merkmale moglich

e Aufgrund von hoher Sensitivitat Suchfunktion in der Ubersichtsvergroferung
moglich

e Luftblasen und Fetttropfen fluoreszieren nicht. Sie sind in der Uberblendung
zwischen Hellfeld und Fluoreszenz gut zu differenzieren. Dieses Phdnomen
ergidnzt das Waschen der Fragmente mit heiffem Wasser und/oder Spiilmittel
in einem Teesieb zur Reduktion vorhandener Fette und Ole.

e Auch Tramastrukturen werden dargestellt.
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Als negativ oder einschrankend sind zu werten:

e Esist ein Fluoreszenzmikroskop moglichst in Kombination mit einem Durch-
lichtmikroskop erforderlich. Dieses ist aber oft in Krankenhdusern vorhanden.
Der von uns verwendete LED-Fluoreszenz-Illuminator Myko der Fa. Hund
(Neupreis etwa 1900 €) ist nur an Hund-Mikroskopen nachriistbar. Durch Ein-
satz der LED-Fluoreszenz anstelle von Quecksilberhochdrucklampen ist die
Fluoreszenzmikroskopie aber preiswerter und leichter handhabbar geworden
(unter anderem keine problematischen Ziindvorgange, keine Abkiihlphasen,
kein Hitzeschutz). Glinstigere Losungen scheinen denkbar.

e Eingeschrankte Diagnostik von Dunkelsporern. Hier sind aber meist der Api-
culus und/oder einige Basidiosporen positiv. Interessanterweise sind aber
auch alle bisher getesteten Boletales-Sporen positiv.

o Feinstrukturen der Sporen bzw. Ornamentierung nicht gut darstellbar. Sie
konnen in der Fluoreszenzanregung iiberstrahlt oder nicht gefarbt sein. Durch
Beurteilung im Hellfeld oder in der Uberblendtechnik Problembeseitigung
moglich. Die Fluoreszenz dient damit zunachst zum Auffinden der Strukturen
mit einer weiteren Beurteilung im Hellfeld.

e Bislang unklar, ob Uberfarbungen z. B. mit Melzer’s Reagenz zur Bestimmung
der Jodreaktion am gleichen Praparat moglichst sind.

e Pflanzenmaterialien lassen sich ebenso in der Fluoreszenzfirbung mit opti-
schen Aufhellern darstellen. Pflanzenzellen kénnen aber aufgrund der Grofie
und der Struktur von Hyphenzellen abgegrenzt werden, ebenso wie im allge-
meinen pflanzliche Sporen/Pollen.

Zusammenfassend stellen Untersuchungen mit optischen Aufhellern eine hoch sen-
sitive und bewidhrte Methode in der Diagnostik von Mykosen dar. Die vorliegen-
den Untersuchungen zeigen, dass sie auch in der Diagnostik von Pilzvergiftungen
gerade auch in Kombination mit der Hellfeldmikroskopie hilfreich sein konnen. Wei-
tere Untersuchungen zur Einschédtzung von Mdoglichkeiten und von Grenzen sollten
durchgefiihrt werden.
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