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Reagieren amyloide und dextrinoide Sporen aus gekochten
und verspeisten Pilzstiickchen mit Melzer-Reagens noch positiv?

Flammer, R., Fichtenstr. 26, 9303 Wittenbach
Tinner, H., Wiesenstr. 10, 9303 Wittenbach

Fragmente aus dem Mageninhalt kénnen wichtige Hinweise auf den allfélligen Verzehr von Gift-
pilzen geben. Die Arbeitsanweisung «Mykologische Notfalldiagnostik» (1) enthélt daher auch
Grundlagen iber Isolation, Bearbeitung sowie Beurteilung der in den Fragmenten vorhandenen
Pilzsporen.

Das Arbeitsheft von Dr. med. R. Flammer (1) hat folgende Zielsetzungen:

* Praktische Anleitung zur Diagnose von Pilzvergiftungen

* Notwendige Gerdte und Chemikalien (Notfallset)

o Schnelles und sicheres Erkennen méglicher Pilzvergiftungen

» Méglichkeiten und Grenzen mykologischer Notfalldiagnostik unter Zeitdruck zu erkennen

» Anwendbarkeit der Anleitung fiir Mykologen unterschiedlichen Ausbildungsgrades. Allerdings
sind einige Grundlagenkenntnisse zwingende Voraussetzung

* Fahigkeit, die festgestellten Befunde und Schlussfolgerungen einem Arzt versténdlich mitzuteilen
e Figene Untersuchungsergebnisse klar und sicher zu formulieren

Schmackhafte Speisen regen den Speichelfluss in der Mundhéhle an. So ist anzunehmen, dass
auch ein wohlriechendes, Giftpilze enthaltendes Gericht diese sympathischen Reflexe nicht
vermissen |dsst. Wenn die Pilze nicht in heisshungriger Manier verschlungen werden, sind
genissliche Kaubewegungen fiir eine angemessene Einspeichelung und Zerkleinerung der Pilze
verantwortlich. Pilze sind jedoch selbst in gekochter Zubereitung ziemlich zéh und schwer ver-
daulich, sodass in rekuperiertem Magenin?ml'r Pilzstickchen getunden werden kénnen.
Mundspeichel enthélt alpha-Amylase (Ptyalin). Dieses Enzym spaltet alpha-glucosidische Bindun-
gen von veschiedenen Polysacchariden zu kurzkettigen Molekilen und Zucker. Gut gekautes Brot
empfinden wir daher im Mund als sisslich.

Der Nachweis von Stirke mit Jod ist einfach und wird sehr oft benutzt. Auch in der Mykologie
wird Jod (Melzer-Reagens: 0,5g Jod, 1,5g Jodkali, 20 m| Wasser) zum Nachweis und zur Dif-
ferenzierung amyloider und dextrinoider Pilzsporen routinemdssig verwendet.
Sind Sporen aus Pilzstiickchen noch mit Melzer-Reagens anfarbbar, wenn alpha-Amylase auf
Pilzstickchen unter den in der Tabelle 2 angegebenen Bedingungen einwirkt?

Stairke soll zur Aufspaltung mit alpha-Amylase in Zucker und kurzkettige oligo-Saccharide verkleis-
tert werden. Dieser Test (Tabelle 1) hat zum Ziel, die Enzymkonzentration so zu wihlen, dass in
Pilzsporen vorhandene, mit Jod anférbbare Polysaccharide mit alpha-glucosidischer Bindung
unter den gewdhlten Bedingungen abgebaut werden kénnen.

Der Test zeigt, dass das gewdihlte Enzymprdaparat («<Fungamyl») unter den beschriebenen Bedin-
gungen Starke vollsténdig abzubauen vermag. Fiir die in Tabellen 2 und 3 beschriebenen Versu-
che verwendeten wir die doppelte Amylase-Konzentration verglichen mit Versuch b) Tabelle 1.

Wir inkubierten eine alpha-Amylase enthaltende Sporensuspension von Amanita phalloides 12
Stunden bei 35-40 °C (Die Sporensuspension wurde 1 Stunde im siedenden Wasserbad vorbe-
reitet).

Mit Melzer-Reagens werden diese Sporen immer noch hell oliv-grau geférbt. Die Zellwand er-
scheint markant dunkel gefdrbt und unterscheidet sich im Mikroskop augenfillig von frischen,
hyalinen nicht angeférbten Sporen.

Die Amyloiditat geht selbst durch Kochen und Inkubation in verdinnter Salzséure von pH 2,
pH 4 und pH 6 wahrend 12 Stunden nicht verloren.
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Tabelle 1: Dosierungstest fir das alpha-Amylasepréparat.

Kartoffelflocken
Leitungswasser
Verkleistert im siedenden

Wasserbad
Reaktion mit Lugol verdinnt

Enzympréaparat «Fungamyl»
Inkubation bei 35-40°C
Reaktion mit Lugol verdiinnt

Inkubation bei 35-40°C
Reaktion mit Lugol verdiinnt

a) 0,5mg
20 ml

1 Stunde
+++ blau

0,5ml
1 Stunde
leicht blau

2 Stunden
sehr schwach blau

b) 0,5mg
20 ml

1 Stunde
+++ blau

1,0ml
1 Stunde

rot

2 Stunden

sehr leicht rosa

Tabelle 2: Jodreaktion der in Pilzstickchen enthaltenen Sporen mit Melzer-Reagens unter

den beschriebenen Versuchsbedingungen.

Russula Melanoleuca Hygrophoropsis  Amanita
viscida grammopodia aurantiaca phalloides
Lederstiel-  Ringstieliger Falscher Griiner Knollen-
Taubling Weichritterling  Eierschwamm blatterpilz
Pilzstickchen + 10 ml
Wasser im siedenden
Wasserbad 1 Stunde 1 Stunde 1 Stunde 1 Stunde
«Fungamyl»-Enzym 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Inkubation bei 35-40°C 1 Stunde 1 Stunde 1 Stunde 1 Stunde |
Sporen aus Pilzstiickchen
(1000fach vergrossert) amyloid amyloid dextrinoid schwach
Ornamente  Ornamente amyloid
gut erhalten  gut erhalten
Inkubation bei 35-40°C 2 Stunden 2 Stunden 2 Stunden 2 Stunden
Sporen aus Pilzstickchen
(1000fach vergrossert) amyloid amyloid dextrinoid schwach
Ornamente  Ornamente amyloid
gut erhalten  gut erhalten Farbe olivgrau-
grun, nicht
deutlich blau

Tabelle 3: Langzeitversuch (12 Stunden) bei einem pH-Wert von etwa 4,5.
(Pilzstickchen + 10 ml Wasser/Salzsdure, pH etwa 4,5 + 1 ml «Fungamyl»-Enzym, Inkubation

12 Stunden bei 35-40°C.)

Russula Melanoleuca Hygrophoropsis  Amanita ‘
viscida grammopodia  aurantiaca phalloides |
\
Sporen aus Pilzstickchen amyloid amyloid dextrinoid schwach
(1000fach vergréssert) Ornamente  Ornamente amyloid
gut erhalten  gut erhalten Farbe 0|ivgruu-
grin, nicht
deutlich blau
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Zusammenfassung

Die Modellversuche lassen den Schluss zu, dass Sporen enthaltende Pilzstiickchen aus Magen-
inhalt sehr gut zur Identifikation der verspeisten Pilze beigezogen werden kénnen. Offenbar sind
die Sporen im Hymenium des Pilzes «geschiitzt», sodass die Jodreaktion und dadurch die Bestim-
mung von Sporen bestimmter, giftiger Pilze noch Stunden nach dem Verzehr méglich ist.

Im Hymenium eingebettete amyloide und dextrinoide Pilzsporen sind mit Melzer- Reagens gut zu
erkennen. Frei schwimmende amy]mde Sporen zeigen mit Melzer-Reagens nur eine mit viel
Ubung zu erkennende oliv-graugriine Farbténung.

. Flammer, R., (2000), Mykologische Notfalldiagnostik, Privatverlag, Fichtenstr. 26, 9303
Wittenbach.

R. Flammer, H. Tinner: Probléme a résoudre (résumé)

Les auteurs se sont demandé s'il était possible de reconnaitre si des spores de champignons
cuisinés et consommés réagissent encore au Melzer pour contréler si elles sont amyloides ou
dextrinoides.

Dans leur recherche expérimentale, ils ont tenu compte des facteurs suivants:

— Les champignons étudiés (Russula viscida, Melanoleuca grammopodia, Hygrophoropsis
aurantiaca, Amanita pha”oides} ont été cuits durant une heure;

- & la mastication, la ptydiine (c|phc-cmy|ase) décompose divers po\ysocchdrides en molécules
plus simples; pour imiter cette action, on a incubé pendant 1 ou 2 heures les champignons
précuits dans une préparation enzymatique, le «Fungamyl» (tableau 2);

— quelle que soit I"activité masticatrice, on trouve toujours dans |'estomac de petits morceaux des
champignons consommés;

— la digestion stomacale se fait en milieu trés acide; pour imiter ce milieu, on a plongé les
champignons pendant 12 heures & 35-40°C dans une solution d’acide chlorhydrique
(pH environ 4,5);

— le test de dosage (tableau 1) avait pour but, & partir de flocons de pommes de terre, de
déterminer la concentration enzymatique («Fungamyl») nécessaire pour décomposer
totalement I’amidon en sucre et en oligo-saccharides simples; pour les essais décrits dans les
tableaux 2 et 3, on a utilisé une concentration double de celle de la seconde colonne (b) du
tableau 1.

Résultats

- Lamylondlte de spores libres nageant dans la préparation n’est lisible qu’avec une longue
expérience (coloration gris-vert olivacé);

— il est plus facile de reconnaitre dans le Melzer si des spores encore fixées dans |'hyménium des
petits morceaux de champignons sont amylo'!'des ou dextrinoides, soit aprés les avoir traités au
«Fungamyl» (tqb|equ 2), soit aprés les avoir, de plus, plongés dans la solution acide (tableau
3); en particulier, les spores d’amanite phalloide sont encore colorées en gris olivacé sous
I'action du réactif de Melzer;

— lus-ebsarvatians deivent se liirsan grandissement x1000 (immersion).

Conclusion

Ces expériences démontrent que |'observation des spores présentes dans des morceaux de
champignons extraits du contenu stomacal peuvent aider & l'identification des espéces
consommées. Il apparait que les spores encore fixées sur I’lhyménium sont d’une certaine fagon
«protégées», de sorte que la réaction au Melzer est encore possible des heures apres I'ingestion,
permettant alors une détermination de spores de champignons toxiques.

Remarque

Le Dr Flammer a rédigé un cahier intitulé «Mykologische Notfalldiagnostik», publié & compte
d’auteur, a l'intention des contréleurs diplémés VAPKO qui désirent seconder le corps médical en
cas d'intoxications par des champignons. (rés.: F. Brunelli)
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