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Skróty stosowane w tek cie:

AST – aminotransferaza asparaginianowa

ADP - kwas adenozynodifosforowy

ATP – kwas adenozynotrifosforowy

barwienie H-E – barwienie hematoksylin  i eozyn

CK-MB - izoenzym sercowy kinazy kreatynowej

CPK – kinaza kreatynowa

G6P – glukozo-6-fosforan

HK – heksokinaza

IU/l – mi dzynarodowe jednostki na litr

NADH – zredukowana forma dinukleotydu  nikotynamidoadeninowego

NO – tlenek azotu

s.l. – sensu lato

T. auratum – g ska z ota (Tricholome dore), Tricholoma auratum (Fr.) Gill.

T. equestre – g ska zielonka, Tricholoma equestre (L.) Kummer, synonim

Tricholoma flavovirens (Pers.: Fr.) Lund. et Nannf.
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I. Wst p

1. Wprowadzenie

Na wiecie wyst puje prawdopodobnie ponad 300 000 gatunków grzybów, w

wi kszo ci mikroskopijnych. Oko o 5000 gatunków to tak zwane grzyby

owocnikowe, spo ród których oko o 50-100 gatunków jest toksycznych dla

cz owieka, a oko o 200-300 jest uznawanych za jadalne. W owocnikach grzybów

zawarte s  stosunkowo du e ilo ci bia ek i aminokwasów, natomiast niewielkie s

ilo ci t uszczów i cholesterolu. Dzia anie wielu substancji zawartych w grzybach na

organizm cz owieka jest w du ym stopniu nieznane 1, 2.

W ostatnich latach stwierdzono obecno  w niektórych gatunkach grzybów

(m.in. wyst puj ca w Azji Tricholoma matsutake) substancji wp ywaj cych na

dzia anie uk adu immunologicznego, krzepni cia, krwiono nego oraz obni aj cych

st enie cholesterolu we krwi a tak e substancji stymuluj cych proliferacj

osteoblastów. Obecnie trwaj  prace nad izolacj  zwi zków chemicznych

odpowiedzialnych za te korzystne dzia ania 3, 4.

Zarówno w Polsce jak i na wiecie zatrucia grzybami stanowi  stosunkowo

niewielki odsetek wszystkich zatru . W wi kszo ci przypadków czynnikiem

toksycznym s  substancje o dzia aniu dra ni cym na przewód pokarmowy,

natomiast zatrucia miertelne s  najcz ciej zwi zane ze spo yciem grzybów

zawieraj cych amatoksyny 1, 5.

2. Rys historyczny

Obyczaj zbierania i spo ywania znalezionych w lesie grzybów jest g boko

zakorzeniony w kulturze europejskiej. Wzmianki o spo ywaniu grzybów i o

zatruciach nimi znajdujemy ju  w tekstach z okresu Cesarstwa Rzymskiego. Senece

przypisywane jest zdanie „fungus, qualiscumque sit, semper malignus est”

(grzyb, jaki by nie by , zawsze jest szkodliwy) odzwierciedlaj ce obawy przed

spo ywaniem potraw grzybowych. Przysmakiem cesarzy rzymskich by  muchomor
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cesarski, jeden z niewielu jadalnych przedstawicieli rodzaju Amanita. Niektórzy

autorzy postuluj , e najprawdopodobniej zamierzona b dna identyfikacja

owocników tego grzyba przyczyni a si  do mierci cesarza rzymskiego

Klaudiuszai6.

Znajomo  warto ci kulinarnych i dzia ania toksycznego grzybów opiera si

w znacznej mierze na tradycji i opisanych przypadkach zatru , skutkiem czego co

jaki  czas pojawiaj  si  opisy nowych gatunków grzybów truj cych, a tak e

ujawniane s  przypadki toksycznego dzia ania grzybów uwa anych za jadalne.

Dane o toksyczno ci zas onaków (Cortinarius sp.) znane s  szeroko od lat 50-tych

XX wieku, gdy dosz o do wielu przypadków zatru  w Wielkopolsce 3, 7. Tak e

krowiak podwini ty (Paxillus involutus), nazywany popularnie olszówk , by  do lat

60-tych uwa any za grzyb jadalny, do czasu opisania przypadków ci kich ostrych i

przewlek ych zatru 5, 8. Tylko od 1990 roku opisano kilka nowych rodzajów zatru

grzybami: w tym rabdomioliz  zwi zan  ze spo ywaniem g ski zielonki, ostr

niewydolno  nerek wywo ywan  przez Amanita proxima i Amanita smithiana oraz

erytromelalgi  po zjedzeniu Clitocybe amoenolens 1, 9-11.

Pierwsze doniesienie o toksycznym wp ywie g ski zielonki na mi nie

poprzecznie pr kowane zosta o opublikowane przez Bedry i wsp. w formie

abstraktu w 1998. Autorzy opisali wówczas 8 przypadków rabdomiolizy po

spo ywaniu du ych ilo ci grzyba okre lanego jako „tricholome equestre”

(Tricholoma flavovirens) – nazwy to same z wyst puj  w Polsce g sk

zielonk i12. W 2001 roku w New England Journal of Medicine ukaza a si  praca

Bedry i wsp. zawieraj ca poza opisem 11 przypadków rabdomiolizy (w tym trzy

przypadki miertelne) tak e badanie toksyczno ci na modelu zwierz cym. Autorzy

wykazali istotny wzrost aktywno ci kinazy kreatynowej (CPK), markera martwicy

mi ni szkieletowych, przy zastosowaniu cznej dawki liofilizatu grzyba 6g/kg

masy cia a myszy przez trzy kolejne dni. Tak e w tej publikacji autorzy okre lili

grzyby wywo uj ce rabdomioliz  jako Tricholoma equestre/Tricholoma

flavovirensi13. Wyniki tej pracy spowodowa y, i  w latach 2002-2006 we Francji,

oszech i Hiszpanii wprowadzono zakaz skupu, sprzeda y oraz importu g ski

zielonki 14-16.
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Jesieni  2001 roku w Klinice Chorób Wewn trznych i Ostrych Zatru  AMG

hospitalizowano dwoje chorych z umiarkowanie nasilon  rabdomioliz . Pomimo

rozszerzonej diagnostyki nie stwierdzono innego czynnika etiologicznego

uszkodzenia mi ni poza spo ywaniem przez okres oko o tygodnia bardzo du ych

ilo ci g ski zielonki 17. Pozosta ci grzybów zosta y dostarczone do szpitala przez

rodzin  chorych, a identyfikacja zosta a potwierdzona przez mikologów z Instytutu

Botaniki PAN w Krakowie. Przeprowadzone nast pnie na myszach badanie

toksyczno ci z u yciem liofilizatu oraz ekstraktów wodnego i chloroformowo-

metanolowego uzyskanych z grzybów w dawkach ca kowitych do 12g suchej

masy/kg nie wykaza o podwy szenia aktywno ci CPK. Autorzy zinterpretowali

wynik ujemny jako skutek rozpadu toksyny podczas przechowywania grzybów w

temperaturze -200C przez 12 miesi cy 18.

W 2005 roku ukaza o si  badanie Nieminena i wsp., w którym stwierdzono

efekt toksyczny g ski zielonki, ale dopiero przy u yciu dawek ca kowitych 45g

suchej masy grzyba na kg masy cia a myszy. Podobny wzrost kinazy kreatynowej

wyst pi  tak e w grupie myszy otrzymuj cej liofilizat borowika szlachetnego

(Boletus edulis) w tej samej dawce 19. W 2006 roku autorzy fi scy opublikowali

kolejne wyniki wskazuj ce na toksyczne dzia anie na mi nie poprzecznie

pr kowane tak e innych grzybów uwa anych za jadalne: pieprznika jadalnego

(Cantharellus cibarius), ko larza pomara czowo óltego (Leccinum versipelle)  i

go bków (Russula sp.) w dawce ca kowitej 45g/kg masy cia a myszy 20.

3. Patofizjologia rabdomiolizy

Rabdomioliza jest zespo em chorobowym zwi zanym z uszkodzeniem i

martwic  mi ni poprzecznie pr kowanych, co powoduje uwolnienie do krwi m.in.

mioglobiny, elektrolitów i innych bia ek cytoplazmatycznych. Do uszkodzenia

miocytów dochodzi wskutek zaburze  funkcjonowania lub przerwania ci ci

ony komórkowej. W procesie rabdomiolizy kluczow  rol  odgrywa st enie

jonów wapnia w cytoplazmie miocytów. Komórki mi ni poprzecznie

pr kowanych utrzymuj  sta y poziom wapnia w cytoplazmie dzi ki zachowaniu
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ci ci b ony komórkowej oraz poprzez czynny transport jonów wapniowych

zarówno do p ynu pozakomórkowego, jak te  do cystern retikulum

endoplazmatycznego g adkiego. Do niekontrolowanego wzrostu st enia jonów

wapnia dochodzi najcz ciej w dwóch mechanizmach: bezpo redniego uszkodzenia

ony komórkowej lub wyczerpania rezerw energetycznych komórki powoduj cego

zahamowanie procesów transportu. Nag y wzrost st enia wapnia w cytoplazmie

wyzwala kolejne mechanizmy uszkadzaj ce komórk  mi niow : aktywacj

fosfolipazy A2 i innych proteaz, ci y skurcz miocyta powoduj cy gwa towne

wyczerpywanie rezerw energetycznych, zwi kszenie zawarto ci wapnia w

mitochondriach i zahamowanie produkcji ATP. Do uszkodzenia dochodzi tak e na

poziomie tkankowym, bowiem uwolnienie z uszkodzonych komórek toksycznych

metabolitów wywo uje reakcj  zapaln . W wyniku zwi kszenia przepuszczalno ci

naczy  w osowatych rozwija si  obrz k i miejscowe niedokrwienie, co prowadzi do

dalszego zmniejszenia produkcji energii 21, 22.

Najcz stsze czynniki wyzwalaj ce rabdomioliz  to: bezpo rednie

uszkodzenie mi ni w czasie urazów, czynniki toksyczne oraz nadmierne obci enie

mi ni. Omówienie wszystkich znanych czynników wykracza poza ramy niniejszej

pracy. Wybrane toksyczne czynniki wywo uj ce rabdomioliz , opisywane w

literaturze medycznej, przedstawiono w tabeli 1 12, 13, 17, 21-28.

Rozpoznanie rabdomiolizy oparte jest na objawach klinicznych i

stwierdzeniu biochemicznych wska ników martwicy komórek mi niowych.

Objawy takie jak ból, obrz k, niedow ad lub obni enie si y mi niowej stwierdza

si  zaledwie u oko o 50% chorych. Proces chorobowy najcz ciej obejmuje grupy

mi ni poddawane najwi kszym obci eniom – mi nie ud, po ladkowe, rzadziej

mi nie obr czy barkowej i ko czyn górnych. Charakterystyczna jest zmiana

zabarwienia moczu na czerwono-br zowe, zwi zana z obecno ci  w nim

mioglobiny. W ci kich przypadkach mog  wyst pi  objawy ogólnoustrojowej

reakcji zapalnej: wstrz s, dreszcze, wzmo ona potliwo , nudno ci, wymioty 21, 22.
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Tabela 1. Wybrane toksyczne czynniki wywo uj ce rabdomioliz

Leki

statyny

fibraty

metadon

benzodiazepiny

barbiturany

leki przeciwdepresyjne

neuroleptyki

leki antyhistaminowe

amfoterycyna B

paracetamol

diuretyki

glikokortykosteroidy

azatiopryna

salicylany

teofilina

wazopresyna

fenytoina

chinidyna

retinoidy

Narkotyki

amfetamina i pochodne

heroina

kokaina

fencyklidyna (PCP)

kwas gammahydroksymas owy (GHB)

Alkohole i rozpuszczalniki organiczne

etanol

glikol etylenowy

izopropanol

toluen

Toksyny ro linne i zwierz ce

jady w y

jady b onkoskrzyd ych

jady paj ków

choroba Haff

bielu  dzi dzierzawa (Datura

stramonium)

szczwó  plamisty (Conium maculatum) –

bezpo rednio lub przez spo ywanie

przepiórek (Coturnix coturnix)

Coutarea latiflora

Grzyby

Russula subnigricans

Psilocybe sp.

ska zielonka T. equestre/T. auratum?

Inne

parafenylenodiamina

tlenek w gla

Najcz ciej wykorzystywanym do wykrywania rabdomiolizy markerem

biochemicznym jest oznaczenie aktywno ci CPK w surowicy. Parametr ten zaczyna

narasta  po oko o 3 godzinach od momentu uszkodzenia komórek mi niowych,
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osi ga najwy szy poziom w ci gu 24-48 godzin i powoli obni a si  w czasie 3-5

dni. Nie okre lono granicznej warto ci CPK dla rozpoznania rabdomiolizy, jednak

wi kszo  autorów wykorzystuje warto  pi ciokrotn  powy ej normy (oko o 1000

IU/l). Poziom CPK s abo koreluje z cz sto ci  wyst powania ostrej niewydolno ci

nerek, niemniej uwa a si , e ryzyko jej wyst pienia u pacjentów z poziomem CPK

poni ej 3000 IU/l jest bardzo niskie 22.

W przebiegu rabdomiolizy dochodzi tak e do gwa townego wzrostu

mioglobiny w surowicy i w moczu. W surowicy mioglobina pojawia si  po 1 do 3

godzin od uszkodzenia mi ni, osi ga szczyt w 8-12 godzin i powraca do normy w

ci gu 24 godzin. Ze wzgl du na krótki czas pó trwania w surowicy wynosz cy 2-3

godziny, mniejsz  dost pno  i wy szy koszt oznaczenia mioglobiny w surowicy,

jest ona mniej u yteczna w praktyce klinicznej ni  CPK. Mioglobin  mo na tak e

oznacza  w moczu, jednak e najcz ciej wystarczaj ce jest stwierdzenie produktów

rozpadu erytrocytów w badaniu ogólnym moczu wynikaj ce z obecno ci hemu w

cz steczce mioglobiny, któremu nie towarzyszy obecno  krwinek czerwonych w

osadzie moczu 21, 22.

Do zlokalizowania grup mi ni obj tych procesem rabdomiolizy mog  by

wykorzystane badania obrazowe. Najlepsze wyniki uzyskuje si  przy u yciu

rezonansu magnetycznego, nieco ni sze s  czu  i specyficzno  tomografii

komputerowej i ultrasonografii 21, 22.

Najcz ciej obserwowanym powik aniem rabdomiolizy jest ostra

niewydolno  nerek. W ci kich przypadkach mo e doj  tak e do niewydolno ci

oddechowej (przy zaj ciu mi ni oddechowych), zaburze  rytmu serca w przebiegu

znacznej hiperkaliemii, zespo u rozsianego wykrzepiania wewn trznaczyniowego,

hipertermii i wstrz su cieplnego 21, 22.

Do uszkodzenia nerek w przebiegu rabdomiolizy dochodzi g ównie wskutek

nadmiernego st enia mioglobiny we krwi. W warunkach fizjologicznych

mioglobina jest filtrowana w k buszkach nerkowych a nast pnie ulega ca kowitej

resorpcji w cewkach proksymalnych, po czym jest rozk adana do globiny i hemu. O

ile nie zostanie przekroczony próg nerkowy wynosz cy oko o 100 mg/l, mioglobina

nie jest obecna w moczu ostatecznym. W sytuacji zniszczenia wi cej ni  100 g
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tkanki mi niowej dochodzi do przekroczenia progu nerkowego i obecna w moczu

ostatecznym mioglobina odk ada si  w wietle cewek zbiorczych powoduj c

ograniczenie, a nawet zablokowanie odp ywu. Proces ten mo e by  ograniczony

przez podniesienie pH moczu oraz zwi kszenie przep ywu w cewkach zbiorczych.

Ponadto dochodzi tak e do odk adania du ych ilo ci hemu i jonów elaza w

buszkach, co prowadzi do zmniejszenia st enia tlenku azotu (NO) i

niedokrwienia. Proces rozpadu hemu zachodzi wolniej w wy szym pH. Leczenie

opiera si  na podawaniu du ych ilo ci p ynów do ylnie (nawet do 12 litrów ci gu

12 godzin) celem zapewnienia odpowiedniej perfuzji nerkowej i diurezy wynosz cej

co najmniej 2 ml/kg masy cia a/godzin . Wskazane jest osi gni cie pH krwi w

zakresie 7,40-7,45 oraz moczu powy ej 6,5 poprzez podawanie do ylne

wodorow glanu sodu. Zwi kszenie diurezy i zmniejszenie obrz ku mi ni mo na

osi gn  podaj c do ylnie mannitoli22.

Rokowanie w rabdomiolizie jest stosunkowo dobre o ile zostanie szybko

zastosowane odpowiednie leczenie. miertelno  wynosi oko o 8-10%. Rzadko

obserwuje si  trwa e uszkodzenie mi ni. Pacjenci, u których dochodzi do

rozleg ego uszkodzenia mi ni mog  odzyska  pe  sprawno  ruchow  dzi ki

rehabilitacji 22.

4. Charakterystyka g ski zielonki

ska zielonka [Tricholoma equestre (L.) Kummer, synonim Tricholoma

flavovirens (Pers.: Fr.) Lund. et Nannf.] jest najbardziej znanym w Polsce

przedstawicielem licz cego ponad 60 gatunków rodzaju Tricholoma. Kapelusz jest

barwy to-zielonkawej, czasem br zowawej, ma rednic  od 4 do 8 cm.

Powierzchnia kapelusza jest w óknista, u starszych okazów mo e by  pop kana, a w

warunkach wilgotnych powierzchnia mo e by  nieco lepka. Brzegi kapelusza s  u

odszych okazów podwini te, u starszych za  pofalowane. Od spodu kapelusza

widoczne s  blaszki koloru tego, w sko przyro ni te lub wykrojone z bkiem.

Trzon jest podobnego koloru jak blaszki, nieco od nich ja niejszy, d ugo ci 3-9 cm i

rednicy 1-3 cm. Kszta t trzonu jest walcowaty, powierzchnia g adka lub drobno
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kosmkowata. Mi sz jest bia awy lub blado ty, nie zmienia zabarwienia. Smak

mi szu jest agodny, zapach podobny jak wie ej m ki. Zarodniki s  kszta tu

elipsoidalnego, koloru bia ego, maj  wymiary 6-8 x 3,5-5 µm (ryc.1 i 2) 2, 29, 30.

Rycina 1. G ska zielonka Tricholoma equestre (L.) Kummer - grzyby zebrane we

Wdzydzkim Parku Krajobrazowym

ska zielonka jest grzybem pospolitym, wyst puj cym na ca ym wiecie w

strefie klimatu umiarkowanego. W Polsce wyrasta w okresie od ko ca wrze nia do

pó nej jesieni, cz ciej na nizinach ni  w górach. Najcz ciej znajdowana jest w

lasach iglastych na pod u piaszczystym 2. Do niedawna by a powszechnie

uznawana za grzyb jadalny, ceniony szczególnie za swój wyj tkowy smak i aromat.

Pomimo doniesie  w prasie naukowej, a tak e popularnej, o jej potencjalnym

dzia aniu toksycznym w dalszym ci gu jest w naszym kraju zbierana i skupowana.

Wydaje si , e ograniczenia w obrocie g sk  we W oszech, Francji i Hiszpanii nie

mia y wi kszego wp ywu na obrót g sk  zielonk  na terenie Polski. Drugim cz sto
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zbieranym w Polsce gatunkiem g ski jest g ska niekszta tna (Tricholoma

portentosum), popularnie nazywana g sk  siw .

Rycina 2. Przekrój owocnika g ski zielonki

Niektórzy autorzy francuscy wyró niaj  w obr bie gatunku Tricholoma

equestre odmian  lub podgatunek Tricholoma auratum (Fr.) Gill.. Ró nice

pomi dzy jedn  a drug  odmian  s  bardzo niewielkie. T. auratum ma bardziej

luzowaty kapelusz w porównaniu z T. equestre i wyst puje wy cznie w

nadmorskich lasach sosnowych na pod u piaszczystym. Nie wiadomo czy w

Polsce wyst puje tylko jeden z powy szych, czy by  mo e oba rodzaje g ski

zielonki 30.

Wysi ki autora poni szej pracy skierowane na pozyskanie owocników

Tricholoma auratum z Francji celem porównania ich z polsk  g sk  zielonk  nie

przynios y rezultatów. Z punktu widzenia szeregowego grzybiarza, pod wzgl dem

morfologicznym grzyby te s  praktycznie nie do odró nienia 30.
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II. Cel pracy

Celem pracy by o rozstrzygni cie kontrowersyjnego problemu

toksyczno ci g ski zielonki wyst puj cej w Polsce. Ze wzgl du na powszechno

spo ywania g sek w naszym kraju oraz znikom  ilo  zarejestrowanych ostrych

zatru  wydaje si , e za dzia anie toksyczne mo e odpowiada  odmiana T. equestre,

bardzo rzadko wyst puj ca na terenie naszego kraju lub te  warunki wegetacji w

Polsce skutkuj  wyst powaniem mniejszej ilo ci substancji toksycznych w

owocnikach. Mo liwe jest te , e do istotnego klinicznie uszkodzenia mi ni

dochodzi tylko przy spo ywaniu wyj tkowo du ych ilo ci grzyba. Ze wzgl du na

tpliwo ci, co do obecno ci w Polsce jednej lub dwóch odmian g ski zielonki,

ró ni cych si  g ównie miejscem wyst powania, dokonano porównania grzybów

zebranych w dwóch ró nych siedliskach: w nadmorskich borach sosnowych w

okolicach eby oraz w borach wie ych we Wdzydzkim Parku Krajobrazowym w

pobli u miejscowo ci Wiele.
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III. Materia y i metody

1. Zbiór grzybów i przygotowanie ekstraktów

Grzyby zbierano w pa dzierniku 2004 roku. Grzyby oznaczone jako A

zebrano w borach wie ych (las mieszany z przewag  sosny) w okolicach

miejscowo ci Wiele we Wdzydzkim Parku Krajobrazowym (2 wyjazdy terenowe),

natomiast grzyby B w sosnowych borach nadmorskich w pobli u eby (1 wyjazd).

Owocniki by y identyfikowane w czasie zbiorów przez do wiadczonego mikologa.

Wst pna identyfikacja zosta a nast pnie potwierdzona badaniem mikroskopowym

grzybów i ich zarodników. Nie stwierdzono istotnych morfologicznie ró nic mi dzy

owocnikami zbieranymi w dwóch ró nych siedliskach tzn. grzyby A nie ró ni y si

od grzybów B bardziej ni  mi dzy sob  w ramach grupy.

Po identyfikacji grzyby by y rozdrobnione i przechowywane w zamro eniu w

temperaturze -200C przez okres do 30 dni. Nast pnie grzyby poddano liofilizacji.

Uzyskana sucha masa zosta a utarta w mo dzierzu i przesiana przez sito celem

oddzielenia cz stek mniejszych ni  80 µm, które zosta y wykorzystane do podania

myszom w dwóch grupach o najmniejszym dawkowaniu.

Ze wzgl du na niewielk  obj to dka zwierz t celem podawania

wi kszych dawek konieczne by o zastosowanie ekstraktów. Poniewa  w pracy

Bedry i wsp. nie stwierdzono ró nic toksyczno ci pomi dzy ekstraktem wodnym a

chloroformowo-metanolowym, ze wzgl du na atwo  podawania zdecydowano si

zastosowa  wy cznie ekstrakty wodne 13. Liofilizat grzybów gotowano w

temperaturze 950C przez 1 godzin , nast pnie filtrowano i poddano ponownej

liofilizacji. Tym sposobem z 50 g liofilizatu grzybów A otrzymano 20 g suchego

wodnego ekstraktu, natomiast z 50 g liofilizatu grzybów B 19 g suchego wodnego

ekstraktu.

Jako kontrol  dodatni  wykorzystano parafenylenodiamin  (CAS: 106-50-

30), pochodn  benzenu o znanym dzia aniu toksycznym na mi nie poprzecznie

pr kowane u myszy 31. Parafenylenodiamin  zakupiono bezpo rednio od

producenta - Polskie Odczynniki Chemiczne S.A. (nr kat. cz-414960427).
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Liofilizat, ekstrakty i parafenylenodiamin  rozpuszczano w wodzie do

wstrzykni  (Aqua pro injectione, BAXTER TERPOL).

2. Opis procedur do wiadczalnych

Do wiadczenia przeprowadzono w Zwierz tarni Katedry Technologii Leków

i Biochemii Politechniki Gda skiej. Na realizacj  projektu uzyskano zgod  nr 29/03

z dnia 16.06.2003 Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Bada  nad Zwierz tami

przy Akademii Medycznej w Gda sku.

Badania przeprowadzono na doros ych samcach myszy szczepu BALB/c o

wadze 24-30 g, sprowadzonych ze Zwierz tarni Instytutu Medycyny Pracy w odzi.

Zwierz ta przebywa y w warunkach kontrolowanej temperatury i wilgotno ci, w

ca ym okresie bada  mia y swobodny dost p do standardowej paszy oraz wody.

Badane liofilizaty i ekstrakty grzybów, wod  i roztwór wodny

parafenylenodiaminy podawano raz dziennie przez zg bnik do dkowy przez 5

kolejnych dni. W 8 dniu do wiadczenia (72 godziny od ostatniej dawki badanych

roztworów) w znieczuleniu wziewnym sewofluranem pobierano krew na skrzep

metod  swobodnego wyp ywu poprzez odci cie ko ca ogona.

Oznaczenia aktywno ci kinazy kreatynowej dokonywano w surowicy po

odwirowaniu metod  kinetyczn  przy u yciu odczynników POINTE SCIENTIFIC

(nr katalogowy C 7512). Metoda wykorzystuje nast puj cy szereg reakcji:

HNADHnianfosfoflukoNADfosforanglukozo
fosforanglukozoADPglukozaATP

kreatynaATPynafosfokreatADP

PazaGdehydrogen

HK

CPK

++− →+−−

−−+→+

+ →+

66
6

6

Kinaza kreatynowa (CPK) przenosi grup  fosforanow  z fosfokreatyny na ADP,

produkuj c ATP i kreatyn . Enzym pomocniczy, heksokinaza (HK), wykorzystuje

powsta e w pierwszej reakcji ATP do tworzenia glukozo-6-fosforanu (G6P), który

jest utleniany przez dehydrogenaz  G6P do 6-fosfoglukonianu z wytworzeniem

zredukowanej formy dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH). Produkcja
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NADH, mierzona z wykorzystaniem wiat a o d ugo ci fali 340 nm, jest wprost

proporcjonalna do aktywno ci CPK 32.

Nast pnie myszy u miercano metod  dyslokacji kr gów szyjnych. Od co

drugiego zwierz cia z ka dej grupy pobierano wycinki z mi nia czworog owego

prawej ko czyny tylnej celem wykonania badania histopatologicznego.

Wycinki mi ni po utrwaleniu zosta y poddane barwieniu hematoksylin  i

eozyn  (H-E). Badanie histopatologiczne zosta o przeprowadzone przez

wykwalifikowanego patomorfologa.

3. Przebieg do wiadcze

Myszy podzielono na 9 grup po 10 zwierz t w ka dej grupie. Dawki

ekstraktu wodnego g ski podano w przeliczeniu na ilo  liofilizatu grzyba u yt  do

uzyskania ekstraktu. Wszystkie zwierz ta otrzymywa y badane roztwory przez

zg bnik do dkowy raz dziennie przez 5 kolejnych dni:

grupa 1 – 0,1 ml wody do wstrzykni  - kontrola ujemna

grupa 2 – roztwór wodny parafenylenodiaminy w dawce 35mg/kg/dzie  – kontrola

dodatnia 1

grupa 3 – roztwór wodny parafenylenodiaminy w dawce 70 mg/kg/dzie  – kontrola

dodatnia 2

grupa 4 – zawiesina wodna liofilizatu g ski A w dawce 3g/kg/dzie

grupa 5 - zawiesina wodna liofilizatu g ski B w dawce 3g/kg/dzie

grupa 6 – ekstrakt wodny g ski A w dawce 6g/kg/dzie

grupa 7 - ekstrakt wodny g ski B w dawce 6g/kg/dzie

grupa 8 – ekstrakt wodny g ski A w dawce 12g/kg/dzie

grupa 9 - ekstrakt wodny g ski B w dawce 12g/kg/dzie .

Myszy by y wa one przed ka dym podaniem badanych roztworów, a tak e przed

pobraniem krwi.

W grupie 3 siedem zwierz t pad o przed zako czeniem do wiadczenia. W

pozosta ych grupach w czasie prowadzonych bada  nie obserwowano istotnych

zmian w zachowaniu myszy i przyjmowaniu przez nie paszy i wody.
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4. Analiza statystyczna

Uzyskane warto ci aktywno ci CPK w surowicy myszy przedstawiono w

jednostkach mi dzynarodowych (IU/l) ± b d standardowy redniej (SEM).

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej metod  analizy wariancji (ANOVA)

oraz testem Bonferroniego zastosowanym po te cie ANOVA (post-ANOVA

Bonferroni test).

Porównania wagi cia a myszy na pocz tku i na ko cu do wiadczenia

dokonano testem t dla zmiennych zale nych.

Wyniki oceniano jako statystycznie znamienne dla p mniejszego od 0,05

(p<0,05).

Do oblicze  wykorzystano pakiet statystyczny STATISTICA 6.0.
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IV. Wyniki

Zmiany aktywno ci CPK w badanych grupach

Porównanie aktywno ci CPK w badanych grupach przedstawiono w tabeli 2

oraz na wykresie 1. W tabeli 3 przedstawiono porównanie pocz tkowej i ko cowej

wagi myszy, natomiast w tabeli 4 porównanie pomi dzy grzybami A i B w dawkach

3, 6 i 12 g/kg/dzie .

Tabela 2. Porównanie aktywno ci CPK w badanych grupach

Grupa

Liczba

zwierz t w

grupie

rednia

aktywno  CPK

± SEM (IU/l)

p vs grupa 1

(ANOVA Bonferroni

test)

1.woda 10 259,3±11,6 -

2.parafenylenodiamina

35mg/kg/dzie
10 512,9±14,2 <0,0001

3.parafenylenodiamina

70mg/kg/dzie *
3 689,9±187,3 -

4.g ska A 3g/kg/dzie  10 315,4±31,7 1,0

5.g ska B 3g/kg/dzie  10 287,4±27,7 1,0

6.g ska A 6g/kg/dzie  10 351±24,3 0,366

7.g ska B 6 g/kg/dzie  10 372,3±32,2 0,077

8.g ska A 12g/kg/dzie  10 497,7±23,6 <0,0001

9. g ska B 12 g kg/dzie  10 472,7±31,7 <0,0001

*grupa wy czona z analizy wariancji (ANOVA) ze wzgl du na ma  liczebno

W grupie 1 (kontrola ujemna) otrzymuj cej wod  do wstrzykni  aktywno

CPK wynosi a rednio 259,3±11,6 IU/l. rednia waga myszy na pocz tku

do wiadczenia - 25,7±1,3 g nie ró ni a si  istotnie od wagi ko cowej 25,3±2 g.

W grupie 2 (kontrola dodatnia) otrzymuj cej roztwór parafenylenodiaminy w

dawce 35mg/kg/dzie  aktywno  CPK wynosi a rednio 512,9±14,2 IU/l i by a
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znamiennie wy sza ni  w grupie 1 (p<0,01; ANOVA Bonferroni test). rednia waga

myszy na pocz tku do wiadczenia - 27,4±1,4 g nie ró ni a si  istotnie od wagi

ko cowej 26,9±1,6 g.

W grupie 3 otrzymuj cej parafenylenodiamin  w dawce 70mg/kg/dzie

siedem myszy zgin o przed zako czeniem do wiadczenia. Aktywno  CPK w tej

grupie wynosi a rednio 689,9±187,3 IU/l. Ze wzgl du na ma  liczebno  grup  t

wy czono z analizy statystycznej.

Wykres 1

Porównanie redniej aktywno ci CPK w badanych grupach

Myszy w grupach 4 i 5 otrzymywa y zawiesin  wodn  liofilizatu

odpowiednio g ski zielonki A i B w dawce 3g/kg/dzie . rednia aktywno  CPK w

tych grupach wynosi a odpowiednio 315,4±31,7 IU/l i 287,4±27,7 IU/l i nie ró ni a
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si  istotnie od aktywno ci CPK w grupie 1. Nie stwierdzono tak e ró nicy

pomi dzy grup  4 a 5 w zakresie aktywno ci CPK. W grupie 4 ko cowa waga

myszy (25,6±1,3 g) by a znamiennie ni sza od wagi pocz tkowej (26,7±1,6 g)

(p<0,05, test t Studenta). W grupie 5 ró nica mi dzy wag  ko cow  (24,9±1,4) a

pocz tkow  (26,1±1,4 g) nie by a istotna statystycznie.

Grupy 6 i 7 otrzymywa y ekstrakt wodny g sek A i B w dawce 6g/kg/dzie .

Aktywno  CPK wynios a odpowiednio 351±24,3 i 372,3±32,2 IU/l i nie ró ni a si

znamiennie od warto ci obserwowanych w grupie kontrolnej ujemnej. Nie

stwierdzono tak e istotnej statystycznie ró nicy mi dzy grupa 6 a grup  7.Waga

myszy na pocz tku (odpowiednio 25,3±1,3 i 25,8±1,1 g) i na ko cu do wiadcze

(25,3±1,3 i 26,9±1 g) nie ró ni a si  znamiennie.

Tabela 3. Porównanie wagi cia a myszy badanych grupach

Grupa (N)
Waga pocz tkowa

rednia ± SEM (g)

Waga ko cowa

rednia ± SEM (g)
p (test t)

1.woda (10) 25,7±1,3 25,3±2 0,625

2.parafenylenodiamina

35mg/kg/dzie  (10)
27,4±1,4 26,9±1,6 0,51

3.parafenylenodiamina

70mg/kg/dzie  (3)*
27,3±0,57 28,7±0,57 -

4.g ska A 3g/kg/dzie  (10) 26,7±1,6 25,6±1,3 <0,01

5.g ska B 3g/kg/dzie  (10) 26,1±1,4 24,9±1,4 0,066

6.g ska A 6g/kg/dzie  (10) 25,3±1,3 25,3±1,3 1

7.g ska B 6 g/kg/dzie  (10) 25,8±1,1 26,9±1 0,066

8.g ska A 12g/kg/dzie  (10) 26,9±1 26,1±1,4 0,103

9. g ska B 12 g kg/dzie  (10) 26,4±1 26,1±1,3 0,434

*grupa wy czona z analizy ze wzgl du na ma  liczebno

 Myszy w grupach 8 i 9 otrzyma y najwy sze dawki ekstraktu z g sek,

wynosz ce w przeliczeniu na liofilizat (such  mas  grzyba) 12g/kg/dzie , czyli

czn  dawk  60g/kg. Aktywno  CPK w tych grupach wynosi a odpowiednio



22

497,7±23,6 i 472,7±31,7 IU/l i by a znamiennie wy sza ni  w grupie 1 (p<0,01;

ANOVA Bonferroni test). Nie stwierdzono istotnej ró nicy aktywno ci CPK

pomi dzy grupami otrzymuj cymi ekstrakty g ski A i B. Waga ko cowa myszy

wynosi a odpowiednio 26,1±1,4 i 26,1±1,3 g i nie ró ni a si  znamiennie od wagi

pocz tkowej (26,9±1 i 26,4±1g).

Tabela 4. Porównanie aktywno ci CPK pomi dzy grupami otrzymuj cymi

grzyby zbierane w ró nych siedliskach

Aktywno  CPK rednia±SEM (IU/l)
dawka

(liofilizat) Grzyby A Grzyby B

p A vs B

(ANOVA Bonferroni

test)

3 g/kg/dzie  315,4±31,7 287,4±27,7 1

6 g/kg/dzie 351±24,3 372,3±32,2 1

12 g/kg/dzie  497,7±23,6 472,7±31,7 1

Wyniki badania histopatologicznego

 Badanie histopatologiczne wykonano wy cznie w wycinkach mi ni myszy

w grupie 1 (kontrolnej ujemnej), grupie 2 (kontrolnej dodatniej) oraz w grupach

badanych, w których stwierdzono znamienny wzrost aktywno ci CPK (grupy 8 i 9).

 W grupie kontrolnej ujemnej nie stwierdzono cech uszkodzenia mi ni.

Struktura komórek by a zachowana, uk ad w ókien, pr kowanie i j dra komórkowe

by y prawid owe (ryc. 3).

W grupie kontrolnej dodatniej stwierdzono umiarkowanie nasilon

rabdomioliz  obejmuj  stosunkowo du e obszary preparatu, z widocznymi

naciekami zapalnymi i zaburzon  struktur  w ókien mi niowych (ryc. 4).
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Rycina 3 Mi sie  poprzecznie pr kowany. Grupa

kontrolna ujemna. Barwienie H-E. Powi kszenie 400x.

Rycina 4 Mi sie  poprzecznie pr kowany. Grupa kontrolna

dodatnia. Barwienie H-E. Powi kszenie 400x.
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W grupach otrzymuj cych ekstrakty z g ski zielonki (8 i 9) stwierdzono

przewa nie zachowan  struktur  w ókien. Obserwowano s abo nasilone zmiany pod

postaci  pofa dowania pojedynczych w ókien, ogniskowego wzmo enia

kwasoch onno ci, uszkodzenia pojedynczych w ókien mi niowych odpowiadaj ce

ogniskowej rabdomiolizie (ryc. 5).

Rycina 5 Mi sie  poprzecznie pr kowany. Grupa 8 (g ska A

12g/kg/dzie ). Barwienie H-E. Powi kszenie 400x.
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V. Dyskusja

Taksonomia g ski zielonki stanowi szczególne wyzwanie dla badacza,

szczególnie nie mikologa. Nawet podstawowa nazwa gatunku jest podawana przez

ró nych autorów jako Tricholoma equestre i Tricholoma flavovirens, chocia  ze

wzgl dów chronologicznych ta pierwsza jest prawid owa 29. Niektórzy autorzy

wyró niaj  tak e podobn  morfologicznie odmian Tricholoma auratum (Fr.) Gill.

wyst puj  m.in. w lasach nadmorskich po udniowo-wschodniej Francji. Cz

autorów podaje, e T. auratum jest odr bnym gatunkiem 4. Cz ciej jednak jest

zaliczana wraz z T. equestre do jednego taksonu. W pracy porównuj cej okazy

ski zielonki z terenów Skandynawii i krajów nadba tyckich Kalamees opisuje

takson Tricholoma equestre jako grup , w której sk ad wchodz : T. equestre, T.

auratum oraz dwa nowe gatunki Tricholoma ulvinenii Kalamees i Tricholoma

frondosae Kalamees et Shtshukin. Autor podkre la brak ró nicy pomi dzy

zarodnikami grzybów oznaczanych jako T. auratum i T. equestre oraz fakt, e

grzyby o morfologii obu odmian wyst puj  cz sto w naturze obok siebie, w

zwi zku z czym proponuje traktowanie ich jako jeden gatunek T. equestre 30.

Pomimo wielokrotnych prób autorowi nie uda o si  pozyska  okazów obu

odmian z Francji do celów porównania z g skami wyst puj cymi w Polsce, bowiem

tak e we Francji T. auratum wyst puje stosunkowo rzadko i nie na ca ym

terytorium. Obecnie niemo liwe jest rozstrzygni cie czy wyst puj ce w Polsce

ski nale  do jednego z wymienionych typów czy te  w naszym kraju wyst puj

oba rodzaje.

Ze wzgl du na du e podobie stwo pomi dzy odmianami, dla szeregowego

grzybiarza jedyn  w sposób pewny odró niaj  je cech  b dzie miejsce, w którym

grzyby s  zbierane 14-16, 30, 33. Ze wzgl du na w tpliwo ci taksonomiczne i

mo liwo  wyst powania w Polsce dwóch rodzajów g ski zielonki potencjalnie

ró ni cych si  toksyczno ci , w badaniach wykorzystano grzyby zbierane w dwóch

siedliskach – nadmorskim odpowiadaj cym T. auratum oraz na Pojezierzu

Kaszubskim, siedlisku typowym dla T. equestre. Badanie mikologiczne grzybów z
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obu siedlisk nie wykaza o istotnych ró nic morfologicznych pomi dzy g skami

zebranymi w obu miejscach.

Do chwili obecnej kwestia taksonomii pozostaje nierozstrzygni ta. Wzi to to

pod uwag , gdy wprowadzano ograniczenia obrotu g sk  zielonk  we Francji,

Hiszpanii i W oszech, niemniej ze wzgl du na trudno ci klasyfikacyjne zakaz obj

tak e T. equestre 14-16. Z uwagi na istniej ce kontrowersje wydaje si , e do

momentu rozstrzygni cia tego problemu poprzez dalsze badania mikologiczne i

molekularne, wykorzystane w pracy a wyst puj ce na terenie województwa

pomorskiego g ski zielonki nale y traktowa  jako T. equestre sensu lato (s.l.).

Pionierskie prace w oparte na analizie DNA s  prowadzone przez prof.

Przemys awa Myjaka w Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni. W

dotychczas przeprowadzonych badaniach stwierdzono kilka typów sekwencyjnych

T. equestre s.l., które jednak nie s  powi zane z miejscem wyst powania grzybów.

Zarówno w siedliskach nadmorskich jak i pozosta ych wyst puj  dwa najcz stsze

dla naszego kraju typy sekwencyjne T. equestre s.l. Sekwencje te ró ni  si  od

wi kszo ci sekwencji T. equestre/T.flavovirens zamieszczonych w Banku Genów

wi ksz  zazwyczaj liczb  kolejnych zasad adeninowych (ponad 8) we fragmencie

ITS1. Z kolei polskie sekwencje T. equestre s.l., pomimo du ego podobie stwa w

liczbie takich samych nukleotydów, ró ni  si  wyra nie we fragmencie ITS1 i ITS2

od pi ciu sekwencji T. auratum z terenu Japonii podanych w Banku Genów (Myjak

i wsp. 2008, w przygotowaniu).

Za istnieniem dwóch odmian g ski zielonki przemawia fakt, e do uzyskania

efektu toksycznego konieczne by y w badaniach prowadzonych na terenie Polski i

Finlandii du o wy sze dawki grzybów ni  w badaniach Bedry i wsp.. Zastosowana

w pracy dawka ca kowita 60g/kg jest dziesi ciokrotnie wy sza ni  dawka

zastosowana przez badaczy francuskich (6g/kg) 13. Nieminen i wsp. stwierdzili

istotny statystycznie wzrost aktywno ci CPK przy cznej dawce 45 g/kg 19.

W porównaniu z poprzednimi doniesieniami stwierdzono nieco ni sze

rednie oraz mniejszy b d standardowy aktywno ci CPK we wszystkich badanych

grupach. Najprawdopodobniej wynika to z wykorzystania w pracy myszy balb/c

(szczep inbred), cechuj cych si  wi ksz  jednorodno ci  genotypu oraz nieco



27

mniejsz  mas  cia a. Badacze francuscy przeprowadzili eksperyment na myszach

Swiss (typu outbred), za  fi scy na myszach hodowli w asnej okre lanych jako Mus

musculus (najprawdopodobniej fenotypu dzikiego) 13, 19.

Zmiany stwierdzone w badaniu histopatologicznym mi ni myszy s

podobne do opisywanych przez Bedry i wsp.. W wycinkach mi nia

czworog owego ko czyny tylnej u myszy otrzymuj cych ekstrakty g ski

zaobserwowano uszkodzenia pojedynczych komórek bez zaburzenia globalnej

struktury mi nia 13.

Rabdomioliza wywo ana spo ywaniem grzybów stanowi rzadki problem

kliniczny. Poza doniesieniami zwi zanymi ze spo ywaniem g ski zielonki opisano

pojedyncze zatrucia Russula sugnigricans, grzybami halucynogennymi rodzaju

Psilocybe a tak e muchomorem sromotnikowym (Amanita phalloides), którym

towarzyszy o uszkodzenie mi ni. Przypadki te mia y inny przebieg kliniczny, a

objawy wyst powa y w ci gu kilku do kilkunastu godzin od spo ycia grzybów. W

przypadku grzybów halucynogennych i muchomora sromotnikowego obserwowano

tak e uszkodzenia innych narz dów, za  czynnikiem wywo uj cym rabdomioliz

móg  by  równie  ci ki ogólny stan chorych 23, 27, 34.

Pierwsze doniesienie o toksycznym dzia aniu g ski na mi nie szkieletowe

zosta o zaprezentowane w formie abstraktu przez Bedry i wsp. w 1998 roku.

Autorzy opisali wtedy 8 przypadków (5 m czyzn i 3 kobiety) rabdomiolizy po

spo ywaniu Tricholoma flavovirens. Objawy pod postaci  bólu, obrz ku i obni enia

si y mi niowej wyst powa y w 2-3 dobie od ostatniego posi ku zawieraj cego

ski. Wszyscy pacjenci spo ywali grzyby przez co najmniej 3 dni. Poniewa  w

moczu jednego z chorych stwierdzono obecno  orellaniny autorzy nie mogli

wykluczy  mo liwo ci pomylenia przez zbieraczy g sek z zas onakami (Cortinarius

sp.) 12, 35. W kolejnej pracy z 2001 roku autorzy opisali 4 dalsze przypadki (2

czyzn i 2 kobiety), przedstawili tak e wyniki badania histopatologicznego

wycinków z mi ni, w których stwierdzono obrz k oraz cechy uszkodzenia

pojedynczych miocytów z zachowaniem uk adu w ókien mi niowych. U jednego z

pacjentów, który zmar  stwierdzono tak e podobne zmiany w mi niu sercowym 13.

Kolejne 2 przypadki rabdomiolizy zwi zane ze spo ywaniem g ski zielonki zosta y
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opisane przez Chodorowskiego i wsp. w 2002 roku. Pacjenci, matka i syn w wieku

odpowiednio 48 i 20 lat, spo ywali g sk  zielonk  (zbieran  w okolicach Chojnic)

przez 4-5 dni (co najmniej 9 posi ków) w ilo ciach 100-300 g grzyba na posi ek,

wykorzystuj c grzyby jako podstawowy element diety. Objawy pod postaci  bólu i

obni enia si y mi niowej u syna oraz os abienia u matki wyst pi y po oko o 48

godzinach od ostatniego posi ku zawieraj cego grzyby. W badaniach

biochemicznych stwierdzono znaczny wzrost aktywno ci CPK – 18150 IU/l u matki

i 48136 IU/l u syna. W porównaniu z przypadkami z Francji przebieg kliniczny by

stosunkowo agodny; po zastosowaniu leczenia zachowawczego celem zmniejszenia

ryzyka wyst pienia ostrej niewydolno ci nerek uzyskano w ci gu 14 dni ca kowite

ust pienie objawów oraz normalizacj  parametrów biochemicznych.

Przeprowadzona szeroka diagnostyka w kierunku toksycznych i infekcyjnych

przyczyn uszkodzenia mi ni nie pozwoli a na stwierdzenie etiologii rabdomiolizy u

chorych. Na podstawie wywiadu oraz doniesie  z Francji postawiono rozpoznanie

uszkodzenia mi ni wywo anego spo ywaniem du ych ilo ci g ski zielonki 17.

Cz sto  wyst powania rabdomiolizy wywo anej spo ywaniem grzybów

mo e by  wi ksza ni  mog oby si  wydawa  na podstawie niewielkiej liczby

opublikowanych przypadków. Kinaza kreatynowa (CPK) nie nale y do bada

standardowo wykonywanych w wielu oddzia ach, za  du a cz  chorych ze

znacznie podwy szon  aktywno ci  CPK nie prezentuje objawów klinicznych

uszkodzenia mi ni. U chorych prawid owo leczonych ryzyko wyst pienia ci kich

powik  w tym ostrej niewydolno ci nerek jest stosunkowo niewielkie. G ska

zielonka nie jest powszechnie traktowana jako potencjalny czynnik miotoksyczny,

wi c przypadki wywo anej przez ni  rabdomiolizy mog  by  przypisane innym

przyczynom np. spo ywaniu etanolu.

W przeprowadzonym badaniu na modelu zwierz cym wzrost aktywno ci

CPK stwierdzono wy cznie przy najwy szej stosowanej dawce ekstraktów grzyba,

wynosz cej cznie 60 g liofilizatu g ski na kg masy cia a myszy, co

odpowiada oby spo yciu przez doros ego cz owieka wa cego 70 kg 4,2 kg

liofilizatu, czyli oko o 16-25 kg wie ych grzybów w ci gu 5 dni. Spo ywanie

takich ilo ci g ski zielonki jest ma o prawdopodobne o ile nie b dzie ona
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wykorzystywana jako podstawowy sk adnik po ywienia. Nie mo na jednak

wykluczy  wyst powania w populacji osób o szczególnej podatno ci, u których do

uszkodzenia mi ni mo e doj  przy ni szych dawkach. Dodatkowe zagro enie

mo e wynika  z jednoczesnego dzia ania rodowiskowych czynników

miotoksycznych czy te  interakcji z przyjmowanymi lekami.

 Dotychczasowe badania nie doprowadzi y do dok adnej identyfikacji

czynnika toksycznego zawartego w g sce zielonce. Bedry i wsp. nie stwierdzili

ró nicy efektu dzia ania toksycznego pomi dzy ekstraktami g ski uzyskanymi

ró nymi metodami 13. Nieminen i wsp. dzi ki zastosowaniu innej metody

podawania grzybów myszom wykorzystali w badaniach du e dawki liofilizatu 19.

Szczególnie interesuj ce jest stwierdzenie przez autorów fi skich wzrostu

aktywno ci CPK u myszy otrzymuj cych borowika szlachetnego (Boletus edulis),

pieprznika jadalnego (Cantharellus cibarius), ko larza pomara czowo óltego

(Leccinum versipelle) i go bków (Russula sp.) w cznej dawce 45g/kg 19, 20.

Wskazuje to na potencjalne dzia anie miotoksyczne wielu grzybów jadalnych, o ile

 spo ywane w bardzo du ych ilo ciach. Powy sze stwierdzenie nie odnosi si

do g sek wyst puj cych we Francji, które wykazywa y efekt toksyczny przy du o

mniejszych dawkach. Dalsze badania w tym zakresie powinny by  skierowane na

rozstrzygni cie kwestii taksonomicznych oraz identyfikacj  toksyny obecnej w T.

auratum. Wyniki prowadzonych przez autorów francuskich bada  maj cych na celu

izolacj  czynnika toksycznego z owocników do tej pory nie zosta y opublikowane.

Uzyskane wyniki bada  na modelu zwierz cym mo na odnie  wy cznie do

ostrej i podostrej toksyczno ci g ski zielonki. Opublikowane w 2008 roku wyniki

Nieminena i wsp. wskazuj  na potencjalnie niekorzystny wp yw tak e mniejszych

dawek T. equestre podawanych codziennie przez okres 28 dni w dawce 12 g

wie ego grzyba/kg/dzie , co odpowiada oko o 1,5-3 g liofilizatu. Autorzy

stwierdzili nieznacznie podwy szon  aktywno  CPK, jej izoenzymu sercowego

(CK-MB), aminotransferazy asparaginianowej (AST) oraz ca kowitej bilirubiny w

surowicy myszy otrzymuj cych g sk . W badaniu patomorfologicznym stwierdzono

zwi kszon  cz sto  wyst powania nacieków zapalnych w osierdziu. Dawka

zastosowana w tym badaniu odpowiada codziennemu spo ywaniu przez wa cego
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70 kg cz owieka 840 g wie ych grzybów. Badanie przewlek ej toksyczno ci nie

obj o innych poza T. equestre grzybów jadalnych 33.

Budowa chemiczna oraz dzia anie na organizm cz owieka substancji

zawartych w grzybach jadalnych pozostaj  w dalszym ci gu w znacznym stopniu

nieznane. W nadchodz cych latach kolejne prace wyka  najprawdopodobniej

niekorzystne efekty spo ywania tak e innych grzybów jadalnych w du ych,

powtarzanych dawkach. W zwi zku z tym jedz c potrawy grzybowe nale y

kierowa  si  przede wszystkim rozs dkiem.

Kwesti  toksyczno ci g ski zielonki zapewne najtrafniej podsumowuje

stwierdzenie przypisywane mikologom francuskim: „najlepsze grzyby jadalne to te,

które zawieraj  mniej toksyn ni  pozosta e”.
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VI. Wnioski

1. Przeprowadzone badanie na modelu zwierz cym wykaza o istotny

statystycznie wzrost aktywno ci kinazy kreatynowej (CPK) w surowicy oraz

obecno  mikroskopowych cech uszkodzenia mi ni poprzecznie

pr kowanych myszy otrzymuj cych g sk  zielonk  w ca kowitej dawce 60g

liofilizatu na kg masy cia a. Tym samym potwierdzono potencjalny efekt

miotoksyczny spo ywania du ych ilo ci Tricholoma. equestre wyst puj cej

na terenie województwa pomorskiego.

2. Nie stwierdzono ró nic morfologicznych pomi dzy grzybami zbieranymi w

dwóch ró nych siedliskach na terenie województwa pomorskiego: w borze

wie ym we Wdzydzkim Parku Krajobrazowym oraz w lasach nadmorskich

w okolicach eby. rednie aktywno ci CPK w surowicy myszy

otrzymuj cych ekstrakty grzybów pochodz cych z obu siedlisk by y

podobne, co wiadczy o podobnej sile efektu toksycznego.

3. Wysoko  dawki koniecznej do wykazania toksyczno ci wskazuje na ma e

prawdopodobie stwo wyst pienia uszkodzenia mi ni szkieletowych u ludzi

spo ywaj cych umiarkowane ilo ci g ski zielonki. Odpowiednikiem

ca kowitej dawki 60g/kg by oby spo ycie przez wa cego 70 kg cz owieka

od 16 do 25 kg wie ych grzybów, co jest ma o prawdopodobne. W zwi zku

z tym, nie jest konieczne wprowadzenie wzorem krajów po udniowej Europy

ogranicze  obrotu g sk  zielonk .
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VIII. Streszczenie

ska zielonka [Tricholoma equestre (L.) Kummer, synonim Tricholoma

flavovirens (Pers.: Fr.) Lund. et Nannf.] jest najbardziej znanym w Polsce

przedstawicielem licz cego ponad 60 gatunków rodzaju Tricholoma. Wyst puje

powszechnie w strefie klimatu umiarkowanego i jest ch tnie zbierana i spo ywana.

W 2001 roku po raz pierwszy w pi miennictwie wiatowym opisano przypadki

ci kiej rabdomiolizy spowodowanej spo ywaniem du ych ilo ci g ski zielonki

zbieranej w po udniowej Francji, co spowodowa o wprowadzenie we Francji,

Hiszpanii i W oszech zakazów obrotu tym gatunkiem grzyba.

Celem pracy by o rozstrzygni cie problemu toksyczno ci g ski zielonki

wyst puj cej na terenie Polski. Ze wzgl du na postulowane przez niektórych

autorów istnienie odmiany g ski zielonki wyst puj cej w lasach nadmorskich i

charakteryzuj cej si  wy sz  toksyczno ci , dokonano porównania grzybów

zebranych w dwóch ró nych siedliskach: w nadmorskich borach sosnowych w

okolicach eby oraz w borach wie ych we Wdzydzkim Parku Krajobrazowym.

Nie stwierdzono ró nic morfologii owocników i zarodników grzybów

zbieranych w ró nych siedliskach. Liofilizat grzybów oraz uzyskane z nich

ekstrakty podawano przez pi  dni doros ym myszom BALB/c w dawkach

ca kowitych 15, 30 i 60 g liofilizatu na kilogram masy cia a. Zwierz ta w grupie

kontrolnej dodatniej otrzymywa y parafenylenodiamin  w dawce 35mg/kg/dzie ,

za  w grupie kontrolnej ujemnej wod  do wstrzykni . Uszkodzenie mi ni

stwierdzano w oparciu o oznaczenie aktywno ci kinazy kreatynowej CPK w

surowicy oraz badanie histopatologiczne wycinków mi nia.

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej metod  analizy wariancji

(ANOVA) oraz testem Bonferroniego zastosowanym po te cie ANOVA.

Wykazano istotny statystycznie wzrost aktywno ci kinazy kreatynowej

(CPK) w surowicy myszy otrzymuj cych g sk  zielonk  zbieran  w obu siedliskach

w ca kowitej dawce 60g/kg masy cia a (497,7±23,6 IU/l i 472,7±31,7 IU/l;

p<0,0001) oraz w grupie kontrolnej dodatniej (512,9±14,2 IU/l; p<0,0001) w

porównaniu z grup  otrzymuj  wod  (259,3±11,6 IU/l). Nie stwierdzono ró nic
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aktywno ci CPK pomi dzy grupami otrzymuj cymi grzyby pochodz ce z ró nych

siedlisk. W wycinkach mi ni pobranych w grupach o podwy szonej aktywno ci

CPK zaobserwowano obecno  mikroskopowych cech rabdomiolizy.

Wysoko  dawki koniecznej do wykazania toksyczno ci wskazuje na ma e

prawdopodobie stwo wyst pienia uszkodzenia mi ni szkieletowych u ludzi

spo ywaj cych umiarkowane ilo ci g ski zielonki. Odpowiednikiem ca kowitej

dawki 60g/kg masy cia a u myszy by oby spo ycie przez wa cego 70 kg cz owieka

od 16 do 25 kg wie ych grzybów, wydaje si  wr cz niemo liwe. W zwi zku z tym,

nie jest konieczne wprowadzenie w Polsce wzorem krajów po udniowej Europy

ogranicze  obrotu g sk  zielonk .


