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CHEMICAL AND BIOLOGICAL INVESTIGATIONS OF AMANITA PHALLOIDES
Summary

In this study two methods of analysis, namely chemical and biological, were reported to determine the
mushroom samples in forensic cases of mushroom poisoning.

Amatoxins, which are responsible of phalloides syndrome, were detected as violet-pink spots on thin
layer chromatography. The toxicity and letality ol mushroom samples were observed on Swiss-albino mice.

TLC is a simple, rapid and reproducible method. The data of the biological method and TLC resulis,
evaluated together, are used 10 confirm the authopsy findings.

Hence. application ol this developed method will faciliate the identification of mushroom species in
forensic cascs.
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Ozet

Bu ¢ahymada mantar zehirlenmeleri ile ilgili olan adli olaylarda, mantar 6rnegi gonderildigi takdirde,
bunun Amanita phalloides tiirii tehirli ve Sliimeil bir mantar olup olmadiZimin saptanmasi igin Kimyasal ve
hiyolojik iki yontem bildirilmistir,

Kimyasal yontem olarak Ince Tabaka Kromatografisi kullamlmig ve amatoksinler spesifik pembe-mor
lekeler halinde saptanmistir. Biyolojik yontemde ise Swiss-albino tiirii farclere verilen mantar drneginin
toksik ve oldiirticii etkisi gézlenmistir.

Kolay uygulanabilen, fazla zaman almadan tekrarlanabilir sonuglar veren, ITK yontemine paralel
olarak biyolojik yontem bulgularinin da degerlendirilmesi sonucunda, mantar drneginin Amanita phalloides
tiirii olup olmadi@im tesbit etmek olanag dogmustur.

Bu konu ile ilgili olan adli olaylarda, bu bilgilerin isiginda otopsi bulgularini pekigtirmek artk mimkiin
olabilecektir

GIRIS ve AMAC

Bilerek veya bilmeyerek zehirlenme ve zehirleme kasti ile bunlara bagh adli
olaylarin aydinhga kavusturulmasinda, otopsi bulgulart ile kimyasal bulgularn
birbirlerini teyit etmeleri ile en saghkli raporlar olusabilmektedir.

Oliime neden olan baslica mantarlar Amanita phalloides, A.verna, A.virosa gibi
tiirlerin icerdigi siklopeptidler, karaciger ve bébreklerde nekroz yaparak, yendikten 4-5
giin sonra 6liim meydana gelmektedir. Bu siire zarfinda zehirli bilesikler viicuttan
tiimiiyle elimine oldugundan, bunlarin kimyasal yollarla teshisi post-mortem orneklerde
miimkiin olamamaktadir.

Bu calismanin amact mantar zehirlenmesi sonucu 6liim giiphesi olan vakalarda
yenilen mantarin dldiiriicii olup olmadiginin veya olay yerinde delil sayilabilecek bir
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mantar érneginin bulunmasi halinde, 6liim olayimin bu mantardan ileri gelip
gelmediginin kimyasal ve biolojik yontemlerle saptanmasidir.

MATERYAL ve METOD (1-3)

Ornck (siipheli) Amanita phalloides'in sahit Amanita phalloides ile A.Citrina. Leprota procera ve
Agaricus bisporus karsisinda Kimyasal ve biolojik metodlar kullanilarak tamsy hedel alindi,

Kimyasal metodda drnek mantarla amanitin ¢ozeltisi ile sahit mantarlanin ekstreleri ince tabaka
kromatografisine uygulandi. Biolojik metodda ise mantar drncklerinin Swiss-Albino tiirii farelerdeki etkiler
adzlendi.

BULGULAR

Kimyasal ¢alismalar sonucunda ince tabaka plaklarn iizerinde olusan lekeler
incelendiginde amanitin ¢ozeltisi ile sahit A.phalloides ve drmek A.phalloides
ekstrelerinin uygulandig1 yerlerde amatoksinlere ait spesifik pembe-mor lekeler,
A.Citrina ekstresinin uygulandig@i yerde ise bufotenin'e ait spesifik koyu kahverenkli
leke goriildii. Lepiota procera ve Agaricus bisporus ckstrelerinin tatbik edildigi yerlerde
ise herhangi bir leke olusmadi (Resim 1),

"

= - - — BN

Resim L. | ct-amanmitin ¢ozeltisi. 20 AL phalloides sahit ckstresi, 30 AL phallowdes drnek ekstresi. 4. AL citrina
sahut ckstresi, 5. AL lepiota sahit ekstresi. 6. Agaricus bisporus sahit ekstresi. oc-amanitin standart maddesi ile
mantar ekstrelerinin metanoldeki ¢ozelileri DC Alufolien Kieselgel 60 [F254 No: 5554 plaklan tizerine
tathik edildi Mobil faz olarak kKloroform-metanol-asetik asit-su (75:33:5:7.5) kansum alimarak yiiriitildii.
Kuoru plaklar iizerine sinnamaldehitin metanoldekr taze hazirlannig % 1'lik ¢ozeltisi piiskiniildi, Plaklar
tekrar kurutulduktan sonra 10-20 dakika siire ile HCI buharlarina tutuldu.

Sahit ve érmek A.phalloides ekstrelerinin farkli RT degerlerinde birbirine benzer
pembe, mor lekeler vermesi icerdikleri larkli yapilardaki (o, B. y) amatoksin Zehirli ve
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tirevlerinden ileri gelmektedir. Farkli yapi gésteren amatoksinlerin en az 9 tanc oldugu
bilinmektedir. A. phalloides tiirii mantarlarin icerdigi farkh yapidaki 9 amatoksinin
herbir mantarda goriilmesi miimkiin olmayabilir. Clinkii mevsim, bolge ve toprak gibi
degisik yetisme faktorlerinin ctkisi ile bu toksinlerin daha az sayilarda goriilmesi
milmkiindiir (4).

Dolayisiyla kimyasal yapr yoniinden 9 farkli amatoksin tiirevinden bir kaginin
spesifik pembe-mor lekelerin ITK plag: iizerinde girmek, 6rnegin A. Phalloides tiirii bir
mantar oldugunu soylemek i¢in yeterlidir.

Ayrica Belgrat Ormaninda A.phalloides 6rneginin toplanmasi esnasinda yazarlarin
biri (H.B.C.) tarafindan rastlanan ve niteligi tam olarak belirlencmeyen Amanita tiirii bir
mantar iizerinde de benzer ¢alismalar yapildi (5). Sonugta ITK plag iizerinde spesifik
amatoksin lekelerinin yam sira A.Citrina'da goriilen spesifik bufoterin lekeleri de
goriildii. Yapilan literatiir arastirmasinda sozii gecen maddeler ile ilgili olan bir mantara
rastlanamamigtir. Bu nedenle bu mantarin bir melez Amanita tiirii olabilecegi
diisiiniilerek bu ¢ercevede calismalarimiz siirdiiriilmektedir.

Biyolojik bulgularda ise, gizlenmeye alinan farelerden ilk 4. saatin icinde yalmz
0.75 mg kurutulmus ve toz edilmis ornek ile sahit A.phalloides verilerin genel
durumlarinda bozulmanimn bagladig goriildii. Diger mantar tiirlerinin verildigi farelerde
goriilmeyen bu zehirlenme tablosu: titreme, harckel yeteneginde azalma, solunum
saytlarinda siklagsma, gozlerde bugulanma, ¢apaklanma ve kapanma scklinde ortaya cikii.

Bu zehirlenme tablosu criesi giine kadar devam etti. Sonra bir iyilesmenin basladigi
fark edildi. Titremenin diizelmeye bagladigi, hareket yeteneginin arttigr, solunumlarinin
normallesmeye basladigi goriildii. Bu iyilesme halinin ikinci giin i¢inde tekrar
bozulmaya basladigi ve ilk zehirleme tablosuna benzer bir tablonun ortaya ¢iktig
goriildii. Bu tablo ilkine oranla daha hizli geliserek kisa siirede koma haline déniistii ve
tictincii giin i¢inde her iki farenin de 6ldiigii gorildii.

Farelerde 3 giin icinde 6liimle sonuclanan bu zehirlenme tablosu A.phalloides tiirii
bir mantar yenilmesiyle ortaya ¢ikan ve insanlarda phalloida sendrom adi verilen
zehirlenme tablosu ile biiyiik bir benzerlik gostermektedir. Phalloid sendromu goriilen
insanlarda zehirlenme belirtileri mantarin yenilmesini izleyen 6-12. saatlerde ortaya
cikiyor, 48. saate kadar devam cdiyor sonra bir diizelme devresi baghyor ve 3. giine kadar
devam eden bu devre sonunda tekrarlayan ve hizla gelisen zehirlenme hali goriiliiyor. Bu
hal, 4. giin i¢inde komaya doniiserek en geg¢ 6. giin icinde de 6liim meydana geliyor.

TARTISMA

Mantar zehirlemeleri sonucu meydana gelen oliimlerde, otopsi bulgularing
dogrulayacak ve post-mortem orneklerde mikotoksikleri taniyabilecek kimyasal bir
caligma bulunamadigi bildirilmistir (6). Bu konuda immunolojik yontemlerden hereketle
antijen-antikor reaksiyonlarina dayanan bazi ¢ahsmalar yapildigi, ancak bunlarin
post-mortem materyallere uygulanamadigi bilinmektedir (7).

Mantar zchirlenmelerini tam i¢in, canli drneklerinden, mide muhtevasi veya intesti-
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nal kanal iceriginde mikroskopik inceleme ile sporlarin bulunmasi, teshise yardimei
olabilirse de bu sporlarin birbirine ¢ok benzemesi nedeni ile mantarin Gzelligi
konumunda kesin bir aciklik getirmesi beklenmemektedir.

Phalloid sendromunda 6liim olayinin, mantarin yenmesinden ortalama 4-5 giin sonra
meydana gelmesinden dolay: ve ilk gastrointestinal sikayet gerek kusma gerekse diare
seklinde ortaya ¢ikmasi sebebi ile sporlarin viicuttan atilmig olmasi da, bu yolla tanmyi
engelleyen bir bagka faktor olusturmaktadir,

Mantar zehirlemeleri sonucu meydana gelen &6liimlerin otopsi bulgularinda,
amatoksinlerin hepatorenal toksik etkilerinden hareket edilmektedir (7). Fakat
amatoksinlerden bagka toksik maddelerin ve mikroplarinda hem karaciger ve hem de
bobrekler iizerinde nekroz yapabilecegi gézoniine alindiginda, otopsi bulgularini
dogrulamas: i¢in siipheli mantar'in amatoksinler yoniinden kimyasal ve biolojik
incelemesinin yapilmas: gercek 6liim sebebinin bulunmasi bakimindan Adli Tip
acisindan 6nem tagimaktadir.

SONUC

Mantar zehirlenmesi sonucu meydana geldigi iddia olunan adli olaylarin aydinliga
kavugturulmasinda, bugiine kadar sadece otopsi bulgulan ile yetinilmekte idi.

Otopsi bulgularimi dogrulayacak kesim ve Adli Tip yoniinden uygulanabilir bir
biyokimyasal metodun olmamasi, bu zorunluluga sebep olmakta idi.

Calismalarimizin sonucu ise, siipheli mantar 6érneginin gonderilmesi halinde bu
mantarin 6liimlerin % 90'na sebep olan. Amanita phalloides tiirii bir mantar olup
olmadigini ortaya koyabilecegimizi gostermigtir.
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