ELISA - ein Nachweisverfahren
bei Knollenblitterpilzvergiftungen

Ein schriftliches Interview von Harry Andersson, Braunschweig, mit Dr. Herbert Desel, dem stell-

vertretenden Leiter des Giftinformationszentrums-Nord der Lander Bremen, Hamburg, Niedersach-

sen und Schleswig-Holstein in Gottingen und Laborleiter im Labor der Arbeitsgruppe Klinisch-toxi-
kologische Dienstleistungen im Bereich Humanmedizin der Universitat Gottingen.

Andersson: Bei Verdacht auf Knollenblatterpilz-
vergiftung oder um genau zu sein, bei Verdacht
auf Pilzvergiftung mit amanitinhaltigen Pilzen
wie Galerina marginata, Lepiota-Arten oder eben
Amanita phalloides, A. verna oder A. virosa wur-
de bisher als Nachweis ein Radioimmuntest (ra-
dioimmuno assay, kurz RIA) eingesetzt. Dieser
Test stand aber nur in der Haupt-Pilzsaison zur
Verfligung. Das hat vermutlich mit der Haltbar-
keit und den Kosten zu tun? Aus der Erfahrung
wissen wir, dass sich Pilze aber nicht immer an
das Lehrbuchwissen halten und oftmals friher
als angenommen erscheinen. Auch treiben viele
Pilzsammler Vorratswirtschaft durch Einkochen
oder Einfrieren, so dass mit Vergiftungen auch
aulerhalb der Hauptsaison gerechnet werden
muss.

Dr. Desel: Ein Radioimmuntest basiert auf dem
Nachweis von Radioaktivitdt. Aus technischen
Griinden ist diese Radioaktivitdt nur kurzzeitig
,haltbar”, d.h. das radioaktive Material (Isotop)
zerféllt bei Lagerung schnell und macht den Test
unbrauchbar. Der von lhnen angesprochene
Amanitin-Radioimmuntest der Firma Bihlmann
Laboratories AG, Allschwil (Schweiz), war nach
Lieferung nur ca. 2-3 Monate nutzbar. Der Her-
steller bot den Test nur in den Sommer- und
Herbstmonaten, etwa in der Zeit von Juli bis No-
vember an. Bei Kosten in der GréBenordnung
von ca. 1000 DM pro Satz Testchemikalien wur-
de dieser Zeitraum von vielen Labor aus Griin-
den geringer Nachfrage weiter eingeschrankt.
D.h. in den Randmonaten waren nur wenige La-
bors messbereit, aulerhalb der Saison kein La-
bor. Dieser missliche Zustand fiihrte in den letz-
ten Jahren zur Entwicklung von sehr aufwandi-
gen chromatographischen Verfahren (z.B. LC-
MS) zum Nachweis von Amanitinen in einzel-
nen Speziallabors, die in den seltenen Einzelfal-
len ausserhalb der Saison eingesetzt werden
konnten.

Andersson: Der uns allen bekannte Dr. R. Flam-
mer hat in der Schweizerischen Zeitschrift fir
Pilzkunde (SZP) massiv den Einsatz des Amanit-

in-ELISA-Test (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), der ebenfalls von der Firma Biihimann
Laboratories AG herstellt wird, bei einer vermu-
teten Knollenblatterpilzvergiftung empfohlen. Ist
RIA damit vollstindig abgelst oder existieren
beide Nachweisverfahren nebeneinander?

Dr. Desel: Die Fa. Biihimann hat den Amanitin-
RIA bereits in der Saison 2001 nicht mehr ange-
boten. Alle Laboratorien, die zuvor den RIA ein-
setzten, verwendeten meines Wissens in der
letzten Saison den ELISA, nachdem in einer Ver-
gleichsuntersuchung dessen Verldsslichkeit ge-
prift worden war

Andersson: Kénnen Sie bitte kurz und fiir den
medizinischen Laien den Amanitin-ELISA-Test
beschreiben:

Dr. Desel: ELISA-Tests haben sich seit mehreren
Jahren bewahrt und werden heute z.B. oft als
Suchtest fiir verschiedene Suchtstoffe eingesetzt.
Das Testprinzip ist nicht einfach, ich will versu-
chen es zu erklaren: Es beruht prinzipiell, wie
der RIA, auf der chemischen Reaktion zwischen
der nachzuweisenden Substanz (hier einem
Amanitin) und einem spezifischen Antikorper
gegen diese Substanz. Antikorper sind Proteine,
sie binden z.B. die Amanitine auch in niedriger
Konzentration und im Gemisch mit vielen Be-
gleitstoffen ganz gezielt.

Beim ELISA werden an einer Oberfldche gebun-
dene Antikorper und die Probe, die moglicher-
weise Amanitin(e) enthdlt, sowie eine Lésung mit
chemisch verdndertem Amanitin zusammenge-
geben. Dabei bilden Antikorper und Amanitin
eine stabile Verbindung, jeder Antikorper bindet
zwei Amanitin-Molekiile.

Ist nun kein Amanitin in der zu untersuchenden
Probe enthalten, so binden die Antikorper nur
das chemisch verdnderte, zugegebene Amanitin.
Uberschiissiges Amanitin wird abgewaschen. An
das Antikorper-gebundene, chemisch veranderte
Amanitin bindet man im ndchsten Schritt ein En-
zym. AnschlieBend wird tiberschissiges, nicht
gebundenes Enzym abgewaschen. Das verblie-
bene, gebundene Enzym kann schliellich eine
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Farbreaktion katalysieren (ermdglichen), die
man mittels eines Photometers nachweisen
kann.

Ist nun viel Amanitin in der zu untersuchenden
Probe enthalten, so binden die Antikorper vor-
zugsweise dieses Amanitin, das chemisch veran-
derte, zugegebene Amanitin hingegen kaum
mehr. An das unverdnderte Amanitin aus der
Probe kann das Enzym nicht binden, daher kann
insgesamt weniger Enzym gebunden werden
und letztlich wird die Farbreaktion schwécher.
Zusammengefasst heisst das: Viel Amanitin in
der Probe verursacht ein kleines Farbsignal, kein
oder wenig Amanitin verursacht ein starkes Farb-
signal. Durch Untersuchung von Testldsungen
mit bekanntem Amanitingehalt wird das System
geeicht, sodass auch zuverldssig quantitative
Aussagen méglich sind.

Andersson: Vermutlich werden nicht alle Kran-
kenhduser den Amanitin-ELISA vorritig halten?
Dr. Desel: Nein, der Test wird aus Kostengriin-
den nur in wenigen klinisch-toxikologischen
Speziallabors verfiigbar gehalten.

Andersson: Falls ELISA nicht vorritig ist, kann es
zu jeder Tages- und Nachtzeit beschafft werden?
Innerhalb welcher Zeit?

Dr. Desel: Nein, die Lieferung und der Aufbau
eines solchen Tests in einem Labor dauert im
glinstigsten Fall einige Tage. Den Giftinformati-
onszentren sind allerdings die Labors in
Deutschland und im benachbarten Ausland be-
kannt, die den Test vorratig halten und an die im
Notfall - meist rund um die Uhr - die Probenma-
terialien gesandt werden konnen.

Andersson: Wie lange ist ELISA haltbar und wie
steht es mit den Kosten?

Dr. Desel: Mit einem ELISA-Testkit konnen eine
grolkere Zahl von Untersuchungen und Eich-
Messungen durchgefiihrt werden. Der ELISA ist
unangebrochen langere Zeit haltbar, nach An-
bruch allerdings nur einige Monate. Die Kosten
fir das Labor liegen in der gleichen GréBenord-
nung wie die Kosten des RIA. Wie die Kosten an
die anfordernden Kliniken weitergegeben wer-
den, wird sehr unterschiedlich gehandhabt.

Aus offensichtlichen Griinden ist es fir jedes La-
bor auch zukiinftig rein 6konomisch gesehen
sehr unattraktiv, einen Amanitin-ELISA ausser-
halb der Saison wegen eines Einzel-Verdachts-
falles anbrechen zu miissen.

Andersson: Kann ein Amanitin-ELISA von jedem
Arzt in jedem Krankenhaus und zu jeder Tages-
zeit durchgefiihrt werden oder benétigt man ei-

ne spezielle Ausbildung oder besondere Ein-
richtungen?

Dr. Desel: Eine langere Ausbildung ist sicher
nicht erforderlich, allerdings ist eine gewisse
praktische Laborerfahrung und vor allem eine
praktische Vertrautheit mit dem Test beim Durch-
fuhrenden erforderlich, um im Notfall ein verlas-
sliches Messergebnis zu gewinnen. Zudem
benétigt man ein spezielles Photometer, welches
allerdings in vielen Kliniken verfiighar sein
konnte. Ein Arzt oder eine Laborfachkraft, die
den Test zuvor nicht kennt, wird den Test im Not-
fall nicht durchfiihren kdnnen und wollen.
Andersson: In welchem Stadium der mutmassli-
chen Vergiftung macht es Sinn, ELISA einzuset-
zen?

Dr. Desel: Am verldsslichsten ist der Test in der
Zeit 6 - 18 Stunden nach der Pilzmahlzeit durch
Untersuchung im Urin. In der Gbrigen Zeit kann
ein negatives Messergebnis auch bei Vorliegen
einer Vergiftung vorkommen.

Andersson: Nach Produktinformationen betragt
die Zeit bis zum Ergebnis eine Stunde.

Wird diese doch beeindruckend kurze Zeitspan-
ne in der Praxis bestatigt?

Dr. Desel: Im Prinzip ja, wenn auch eine Stunde
sehr knapp gerechnet ist. Da die Tests nur an we-
nigen Stellen durchgefiihrt werden, wird die
meiste Zeit unserer Erfahrung nach fir den Pro-
bentransport benétigt. Rechnet man die Zeit fiir
die Organisation des Transportes und der Mes-
sung hinzu, so fdllt die erforderliche Laborzeit
tatsdchlich meist kaum ins Gewicht.

Andersson: Als Amanitin-Nachweis gibt es ne-
ben dem ELISA noch das LC-MS-Verfahren. Wo
liegen die Vorteile des ELISA gegeniiber dieser
anderen Methode?

Dr. Desel: Das LC-MS-Verfahren ist technisch
weit aufwandiger und ist nur in sehr wenigen
Speziallabors dauerhaft verfiigbar.

Andersson: Wenn wir Uber Vorteile reden, soll-
ten wir auch die Schwachstellen von ELISA an-
sprechen. Ich weil}, dafl ELISA das a- und b-
Amanitin nachweist, das b-Amanitin jedoch
nicht erfasst. Das scheint zur Zeit nicht von Be-
deutung, da Giftpilze, die nur b-Amanitin ent-
halten, bisher nicht bekannt sind. Aber vor Uber-
raschungen ist man natiirlich nie sicher, siehe
Griinling. Wo sehen Sie sonst mogliche Proble-
me in der Anwendung von ELISA?

Dr. Desel: Im Vergleich mit den anderen erprob-
ten Methoden gibt es meines Wissens keine gra-
vierenden Nachteile. In ungewthnlichen Féllen
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werden sich die Labors bemiihen, eine zweite
Messung mit anderer Methode durchzufiihren
(oder durchfiihren zu lassen). Technisch kann es
bei der Umstellung des Messverfahrens natiirlich
zu Anlaufschwierigkeiten in einzelnen Labors
kommen. Von ernsthaften Problemen habe ich
allerdings bisher nichts gehort.

Andersson: Der hdufig zitierte, in der Praxis aber
meist wenig hilfreiche Zei-
tungspapiertest kann zZu
falsch-positiv Resultaten
fihren. Ist das bei ELISA auch
moglich?

Dr. Desel: Grundsatzlich ar-
beitet kein Test vollig fehler-
und storungsfrei: jeder Test &
kann zu falsch positiven und
falsch negativen Ergebnissen
flhren. Von der Aussagekraft
her ist der ELISA aus methodi-
schen Griinden sicherlich sehr
viel groler als der unzuverlas-
sige Zeitungspapiertest.
Andersson: Kann das Giftin-
formationszentrum dem Arzt @
oder der Arztin im Kranken-
haus telefonisch konkrete Hil-
festellung bei einer Knollen-
blatterpilzvergiftung und der
Anwendung von ELISA geben?
Dr. Desel: Natirlich werden
die  Giftinformationszentren
haufig von den behandelnden

Kegelhitiger Knollenbltterpilz
Amanita virosa Foto: Fredi Kasperek

zeit raten wir jedoch praktisch immer zu einer er-
weiterten Diagnostik, sei es zur Hinzuziehung
einer oder eines Pilzsachverstindigen oder zur
Durchfiihrung einer Laboruntersuchung auf
Amanitine, mitunter auch zu beidem.
Andersson: Die Erhaltung des Lebens und der
Gesundheit des Patienten steht natiirlich an er-
ster Stelle. Aber um auch eine Vorstellung von
den Kosten einer Pilzver-
giftung zu bekommen,
| nehmen wir einmal eine
Knollenblatterpilzvergif-
e tung und deren klinische
| Behandlung ohne Leber-
8 transplantation an. In wel-
§ chem Kostenrahmen be-
J wegen wir uns dabei?
Dr. Desel: Die Kosten wer-
den wesentlich durch die
Dauer der stationdren Be-
handlung im Krankenhaus
bestimmt. Bei einem Ta-
gessatz von beispielsweise
250 Euro kénnen so bei
leichten Vergiftungen etwa
1000 Euro, bei schweren
Vergiftungen auch ohne
i Transplantation leicht
3500 Euro an Kosten ent-
stehen.
Andersson: Als Pilzsach-
verstandiger kann ich hdu-
fig sehr schnell aus Putz-

Arztinnen und Arzten zum
diagnostischen und therapeutischen Vorgehen
bei akuten Knollenblitterpilzvergiftungen be-
fragt. Wir helfen durch die Weitergabe der neue-
sten Erkenntnisse zu spezifischen medizinischen
MaBnahmen. Dazu gehoren auch Antworten auf
die Fragen, ob und wann ein Labortest sinnvoll
ist und wie das ndchstgelegene messbereite
,Amanitin-Labor” erreichbar ist.

Andersson: Wiirden Sie bei Vorliegen einer Pilz-
vergiftung, deren auslosende Art/Arten unbe-
kannt sind, empfehlen, den ELISA vorsichtshal-
ber auf jeden Fall durchzufiihren?

Dr. Desel: Oft aber sicher nicht in jedem Fall ei-
ner Pilzaufnahme. Wir priifen jeden solchen Ein-
zelfall nach Vorgeschichte, aufgenommener Do-
sis, Zeit seit der Einnahme und Krankheitssym-
ptomatik im Verlauf sorgféltig auf die Notwen-
digkeit einer Untersuchung. Bei einer massiven
Magen-Darm-Symptomatik nach einer Pilzmahl-

abféllen, Resten der Mahl-
zeit oder aus Erbrochenem die in Frage kom-
menden Pilzarten makroskopisch oder mikro-
skopisch ermitteln, wenn mir das Untersu-
chungsmaterial vorliegt. Kommen wir also zu
des Pudels Kern. Macht ELISA den Pilzsachver-
standigen in der Diagnostik tberflissig?
Dr. Desel: Sicher nicht! Der Pilzsachverstindige
kann schon sehr friih eine Untersuchung anstel-
len und ein weitgehend zuverldssiges Untersu-
chungsergebnis gewinnen, wodurch friihzeitige-
re Einscheidungen Uber die weitere Therapie auf
sicherer Grundlage moglich werden.
Andersson: Ich glaube, wir wiinschen uns alle in
der kommenden Saison keine oder nur ganz we-
nige Pilzvergiftungen. Aber falls doch, gibt es
schlieRlich das Giftinformationszentrum, die
Pilzsachverstandigen und den ELISA-Test.
Ich bedanke mich ganz herzlich, dass Sie sich
die Zeit fiir meine Fragen genommen haben.
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