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Nachweis von hämolytisch wirkenden Stoffen in Pilzen .

Es ist bekannt , dass in einigen Pilzen stark hämolytisch

wirkende Substanzen Vorkommen z .B. im Knollenblätterpilz . Die

Hämolysewirkung wurde schon wiederholt zur Unterscheidung ein -

zelner Pilze herangezogen ,wobei man vor allem hoffte eine ein¬

fache Unterscheidungsmöglichkeit zwischen giftigen und ess¬
baren Pilzen zu finden .

Die Hämolyseversuche wurden bisher in der Regel so durch

geführt , dass man wässerige kochsalzhaltige Auszüge aus den
betreffenden Pilzen herstellte und unter Zusatz von Blut aßf

Hämolyse prüfte . D%e dunkle Farbe der Auszüge und die mit

dem Blut häufig auftretenden Fällungen wirkten dabei sehr

störend . Zu praktisch brauchbaren Ergebnissen haben diese

Versuche bisher noch nicht geführt .

Esschien daher nicht aussichtslos mit Hilfe der Blut¬

gelatine ,bei der diese Schwierigkeiten wegfallen besser zum

Ziel zu kommen* Diese Methode ist zweifellos empfindlicher

und hat auch den Vorteil , dass nur kleine Mengen Untersu -

chungsmaterial notwendig sind .

Zu den nachstehenden Versuchen wurden hauptsächlicha

getrocknete Schwämme verwendet . Eine Ausnahme war Eypholo -

ma fasciculare von dem auch frische Exemplare Vorlagen
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soigte sich dabei , dass die getrockneten Exemplare

des Pilses schwächer hämolytisch wirkten , als diebischen ,
us einer Arbeit von Friedberger und Brossa geht hervor ,

dass die Pilzhänolysine sich gegen verschiedne Blutsorten
auch verschieden verhalten . Bei meinen Versuchen habe ich

ausschliesslich defibriniertes Rinderblut verwendet .

Um gleichseitig eine Lokalisierung der Pilzhämolysine
durchführen zu können wurden aus verschiedenen Teilen der

Pilse Shhnitte hergestellt und diese in ungefähr 3%iger

Blutgelatine eingelegt . Die verwendete Gelatine war 8%ig
und hatte eine Wasserstoffionenkonzehtration Bon = 7.4

Die Präparate wurden gleichseitig mit einer Schale voll

Nasser auf Kühlplatten gebracht und mit einer glasglockd

über ecktf ^%%̂ 3ie in ?Jr-.sserd .̂npf gesgä &tigter Atnosphäre
zu halten , denn erst nach vielen Stunden konnte der Auftritt

der hämolytischen Höjge beobachtet werden . Es ergaben sich

dabei folgende Resultate .
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Clavaria aurea Goldgelber Koraälenpilz -h 0

Clavaria flava Gelblicher Korallenpilz

Clavaria botrytis rötlicher Korallenpilz

Sparassis crispa Krause Glucke +

Calocera viscosa Klebriger Hörnling

Polyperus ovinus Schafeuter -j-

Polyporus confluens Semmelpilz + (5)

Pholieta nutabilis Stockschwämmchen +

Armillaria sellea Hallimaach + -

Lopiota procera Parasolschwamm + -

lactaria deliciosa Echter Reizker 4-

Lactaria vellerea wolliger Milchling

Ananita muscaria Fliegenpilz 4-

Hypholona fascicnlare Schwefelgopf
Boletus bovinus Kuhpilz

Russula alutacea Ledartäubling
PaxHLus atrotomentosus Sanmtfuss

Krämpling
Boletus edulis Steinpilz 0

Boletus luteus Butterpilz

Boletus scaber Birkenpilz (9

Psalliota arvensis Schafchampignon +

Psalliota campestris Wiesenchampignon 0

Folotus rufus Rothüu ^ chan
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Tricholoma torreus Erdritterlmng

Tricholoma rutilans 3^ ^ ,̂
Tricholoma personatu ^ ^ }^ ^ 4̂ ^S^i'NiJterpüz
Runsula enetica Speiteufel

Eydnum imbricatum Habichtspilz

Sclerodersa vulgare Kartoffelb &vist

Russula foetens Stinkt Jublin ;̂

Amanitopsis vaginata Schei ^ enpilz

Gomphî ius glutinosus Kuhnaul

Boletus saptpmentosus Ziegenlippe

Lactarius voleiaus Brätling

Cantharellus cmbarius Pfifferling

Polyperus perennis Dauer - Porling
Riesenrötling
Ueisser Baunschwamm

Grauer Baumschnamm
h

Pantervmlstling

Rhodosporus Pmnulns
PaxiUus involutus Kahlor

Er&aplin^
Lauchschwingling

Bŷ JiuK roparedum Rehpilz

Speisetaubling

Inoloma traganus Lila Dickfüss
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Warzen
Lycoperdon gemnatum gtäubling
Hygronhorus ceracons Kachsgelber

- Säftling
Lactaria torninosa Giftreiz ^ er
Maronenröhrling

Gebrechlicher Täubling 4-

Aus dar Tabelle ergibt sich , dass bei viel mehr

Pilzen Hämolyse eintrat als man erwartet hatte , In den
meisten Fällen tritt sie aber erst nach 12 - 24 Stunden

auf und zwar ist in der Zeitdauer kein Unterschied zwi

sehen giftigen und essbaren Pilsen zu bemerken . Die
kürzeste von mir beobachtete Zeit bis zu# Hämolyseauf -

tritt hatte sogar ein essbarer Schlamm und zwar Pholiota

mutabilis mit einer Stunde ,

Auch in der Grösse der Höfe die nach Ablauf

einer bestimmten Zeit festgestellt wurde ist kein Hnter -

sohiod zu sehen . Bei juhgen Schwämmen trat die Hämolyse

früher auf als bei alten ,doch wurde der Umfang des Hofes

bei den alten Schwämmen bedeutend grösser die Methode

der Blutgelatine ermöglichte eine Lokalisierung der

Pilzhänolysine . Die Hämolyse tritt nämlich bei den meisten

Pilzen zuerst und am deutlichsten in den Sporenträgern
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( Lsmellen ,Röhrchen , Stacheln ) auf . Dies lioss sich auhh

bei Amanita muscarma beobachten , der in keinen Teil mit

Ausnahme der Lamellen ( und da auch nur schwach ) Hämolyse

zeigte , Speziell wurde von diesem Pilz die Oberhaut un¬

tersucht , doch auch sie wirkte nicht hämolytisch . Aus den

vorliegenden Versuchen ergibt sich , dass die Giftigkeit der

Sch^ämma und die Pilshämolysaine in keinem nachweisbaren

Zusammenhang stehen . Bei der Untersuchung zeigten einige

Schwärme eigentümliche in der Blutgelatine noch nicht beob¬

achtete Rihgbild &ngen , die manchmal gleichzeitig mit den

Hänol / sehöfen ,manchmal für sich allein auftraten .
Der Schwammschnitt ist von einer verdichteten

Schichte umgeben in welcher die Blutkörperchen intensiver

gefärbt sind , und dichter beieinander liegen , ( ohne aber

die für die Ag lutination charakteristische Zusammenballung

zu zeigen ) . Sie liegen auch in einer anderen Höhe als die

unveränderten Blutkörperchen ausserhalb der Verdichtungs -

Zone. An der ^erührungszone entsteht ( vielleicht durch den

Höhenunterschied ) ein halb durchsichtiger Ring , in dem

sich vereinzelte Blutkörperchen befinden .

In der Verdicht ngszone befinden sich bei

einigen Pilzen aussex ^dem noch ringförmig ( konzentrisch )

gelagerte sekundäre Verdichtungen , doch sind die Blut -
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körperchen dieser Zone alle in gleicher Höhe.

Ui die Entstehung dieser Ringbildungen erklären

zu können , wurden folgende Versuche gemacht :

I . ) 1 . Doppelt Gelatiixachicbte

Blutgelatine wurde auf 2 Objektträger gleichmässig aufge¬

strichen und auf der Kühlplatte halb erstarren gelassen .

Dann wurde ein Schwaamschnitt auf den einen Objektträger

gelegt und mit dom anderen überdeckt * Nach 48 Stunden ti &ir

Ausbildung der Verdichtungssone ein .
2. Einfache Gelatir &chichte .

Blutgelatine wurde r.uf einem Objektträgyrgleichmässig ver¬

teilt und auf der Kühlplatte halb erstarren gelassen . Dann

wurde ein Schu nmschnitt darauf gelegt und mit einem Deckglas

überdeckt . Die Ausbildung der Verdichtungssone erfolgte

nach ungefähr 48 Stunden .

II . ) Schwasmauzüge .

a ) o. 5g goldgelber Korallenpilz wurde mit 5 ccm physiolo *

gischer Kochsalzlösung ungefähr 12 Stunden unter öfterem

Schüttelnextrahiert . Dann wurde das Filtrat mit der glei -

chen Menge einer Blutaufschwemmung versd ;st ; Die Farbe

schlägt schnell in ^ jraun um .

b ) o. 5g Erdrittsrling v/urdon mit 5 c m physiologischer

Kochsalzlösung ungefähr 12 Stunden unter öfterem Schütteln
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extrahiert . Das Filtrat ? wurde mit der gleichen Menge'

Blutaufschwemmung versetzt . Die Earbe schlägt in braun

um und nach ungefähr 3 Stunden tritt Hämolysê ein *
III . ) Schwammschnitte wurden in eine Blutlösung ( ohne

Gelatinesusatz ) eingelegt . Nach kurzer Zeit während der
das Präparat unter dem Llikroskop nicht verschoben werden

t * ,*

darf , zeigt sich folgendes Bild :
-

Erdritterling ,
a Schnitt , b Hämolytischer Hof ,
c unveränderte Blutschichte , d verdichtete

Zono,e unveränderte Blutschichte .

Lilaatüiger Ritterpils .

a Schnitt , b hämolytischer Hof, c verdichtete
Zone(Blutkörperchen sind stärker gefärbt , sie
liegen alle in einer Höhe, sind aber zwei mal
ringförmig in verschiedener Dichte angeordnet . )
d halbdurchsichtige Zone ( durch das Zusammen¬

treffen von c und e . ) e Blutkörperchen liegen in einer
anderen Höhe als bei c , sie sind aber sonst normal .

IV. ) Es wurden Schnitte durch Stoffe gemacht, bei denen
eine ähnliche Ringbildung z .B. durch Agglutinierend wir¬
kende Substanzen erwartet wurde.

Semen Ricinus zeigte nichts .

Gerbst offdrogen Toi -a .^ illa zeigten nichts .Cortex Quercus
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bestrahltes Cholesterin + Blutgelatine nach 3 Stunden

starke Hämolyse.

bestrahltes Cholesterin + Reisstärkegelatine - nichts
V. ) Die Blutkörperchen in dar Gelatine wurden durch
Stärie ersetzt .

Zone in der die Stärkekörner scheinbar in einer anderen

Höhe liegen , dann normale Zone . )

Schxanaschnitt + lartoffelstärkegelatine Verdiahtungsrin ^
( Eine ganz schmale Zone ohne Stärkekörner , Verdichtungs -

zone^ zweiter Stärkekörnerfreier Ring , aussen normal . )

Ume&was über die Eigenschaften der ring -
bildenden Substanzen zu erfahren wurden nachstehende Ver¬

suche unt ernon&ion .

VI. Dialysierversuche ; Schnitte durch Schyäame wurden

verschieden lange in Hasser , Alkohol und Aether gelegt ,

getrocknet , dann in Blut - ( oder Reisgelatine )eingelegt +
um zu sehen ob sich die wirksamen Substanzen der Pilze
dadurch herauslösen lassen .

Reisstärkegelatine
SchraHRSchnitt +

PH = 7.4
Verdichtungsringwie in der ^Blut -
gelatine .

( Eine etärkekörnerfreie Zone Verdichtungszone , eine
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A Schnitte nach 3 Stunden Beobachtung

8 Std . ausgelaugt H20 Alkohol Aethor

Blutgelatine Hämolyse Hämolyse Hämolyse

Boisstarke ;ola -tine
Stärkekörner¬
freier Hof

Ring¬
bildung

Ring -
bildung

26 Std . ausgelaugt HgO Alkohol Aether

[ lutgelatine - Hänolyse Hänolyse

Reisstärkege -
latine

- Ringbildung Ringbildung

B Schnitte nach 24 Stunden beobachtet :

8 Std . ausgelaugt v Alkohol Aether

Blutgolatine @

Roisstärkege -
latine

@> e

26 Std . ausgelaugt HgO Alkohol Aethor

Blutgolatine <a) 0

Reisstärkege¬
latine

(9 a .' 0
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Die Ringe treten in Reisstärkegelatine früher auf

und werden grösser als in Blutgoiatine . Die Ringe der
Schwammschnitte , welche man inAethar gelegt hatte , werden

bedeutend grösser als die. von den Schwämmen,welche man

in Wasser legte aber auch grösser als von Schwämmen, die
in Alkohol lagen und von frischen Schwämmen.

VII . Die Ringe bildende Substanz wird durch Erhitzen

zerstört . Der bei 85^ während zwei Stunden getrocknete

Schwamm( Erdritterling ) gibt mit Reisstärke - und Blut -

gelatine eine Ringbildung .
Der bei loo ^ während 2 Stunden getrocknete Schwamm

gibt 7eder mit Blut noch mit Reisstärkegelatine irgend -
welche Reaktion .

VIII . Die Verdichtungsringe hatten eine gewisse Aehnlich -
R;eit mit den sogenannten Liesegangschen Ringen . Um eine

Diffusion festzustellen wurden folgende Versuche unter -
nommen*-

1. ) Feste Blutgelatine wurde in Reagenzglas mit

lo%igem Schwammaussug überschichtet , doch zeigte sich über
Nacht keine Tiefenwirkung .

2. ) Feste Reisstärkegelatine wurde im Reagenzglas

mit einem lo %igen Schwammauszug übersohichtet . Es bil -
dete sich an der Grenzfläche eine durchsichtige Zone dach

erfolgte keine weitere Tiefenwirkung .
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IX. Ein kleines Stück eines Glycerin Suppositoriums wur¬

den am Objektträger erbatst ; bei 87^ ist die Masse ge -

schmolzen , dann wurde Reisstärke damit vermischt auf

750 abgekühlt , der Schwammsebnitt eingelegt , doch zeigte

sich über Nacht keinerlei Reaktion *

X. Opodeldock wurde am ^asserbado erhitzt , mit Stärke

vermischt , dann ein Schwanmschnitt eingelegt . Die

Masse vertrocknet aber sehr schnell , bevor noch der

Schwammschnitt wirken könnte .

XI . Kieselsäuregallerte ; Die Masse wurde nach der Vor -

schrift von 3)stwald hergaRtellt , doch nicht stehen ge¬

lassen bis sie zur Gallerte erstarrt , sondern noch im

flür -sigon Zustand mit Reisstärke vermischt , auf den

Objektträger gebracht und mit den Schnitten belegt .
Es zeigte sich auch über Nacht nie bis .

XII . Agar: ( Die Masse ist gut ) .

o. 5g Agar wird in 5o ccm physiologischer Kochsalz -

lösung in der Hitze gelöst , auskühlen gelassen und

mit Blut versetzt . Die eingelegten Schwammschnitte

zeigten Hämolyse , doch keine Ei nbildung .

XIII . Schnitte von Erdritterling wurden zwei Stunden in Xylol

gekocht ; im Blutgelatine ^ eingelgt , zeigte sich nach

ungefähr 24 Stunden Hämolyse , doch keine Ringbildung .



XIV. a ) Es wurde Gelatine mit Methylenblau gefärbt , und
b ) Gelatine nit saurer Fuchsinloeung gefärbt *

Bei den beiden Präp^ratenseigte cich un den Schuann-
schaitt herum eine Farbstofffreie Zone , -in einiger

Entfernung von S hnitt eine Ring^ono ^ Le nalayeskopisch

uie eine Verdichtung auosieht , mikroskopisch aber
nicht erkennbar war*

X?. Ein Sch?amnschnitt wurde auf den Objektträger gelegt ?
nit Gelatine ubercehicatet und auf die Kühlplatte ge¬

bracht . Die geintine wird fest , doch bildet sich über

dea Schwans ein Flüssigkeitstropfen aus .

Zusamnenfaasunn :

I , Die Giftigkeit der Schwäane lässt sich auf Grand des
hämolytischen Hofes nicht foststellcn .

II . Die eigentümliche Einbildung wird durch Verflüssigung
der Gelatine hervor gerufen . Die vorfl âcigenden Stoffe
in den Schwasnen sind thermolabil und werden durch

Erhitzen auf 100^ unr/irksas gemacht . Auch durch

Jochen sit Xylol v̂erden sie seretert , uäiirend die
Pilshänolysine dadurch nicht ihn ) f irksanlmit ver -
licren .
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