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Toksyczne produkty przemiany materii grzybdw wywotujgcych

mikotoksykozy

Uniwersytet Minnesota, St. Paul, USA

Mikotoksykozy sg to choroby zwierzat i lu-
dzi wywotane przez toksyny grzyboéw wytwa-
rzane w czasie wzrostu tych mikroorganizmow
na produktach spozywezych, paszach, ziarnach
oraz mnych sktadn.kach pokarmowych,

Badania nad mikotoksynami autorzy roz-
poczeli w 1¥63 r, w zwigzku z ogoélnym
za.nteresowaniem sie tym problemem pra-
cownikoOw naukowych Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu oraz XKatedry
Fitopatologii lnstytutu Rolniczego. Pracownie
rozpoznawcze wspoipracowaty scisle z leka-
rzami — praktykami calego stanu Minnesota
i czeSciowo sgsiednich stanéw. W przypad-
kach masowych zachorowan lub padnie¢ zwie-
rzat, o nieustalonej etiologii, lekarze terenowi
przysytali chore lub padie zwierzeta do pra-
cowni rozpoznawczych celem przeprowadzenia
dokiadnych badan. Licznych przypadkéw pad-
nie¢ lub choréb w stadach $win, bydla, kur-
czat i indykow, jak roéwniez gwaltownego
spadku niesnosci kur, nie mozna bylo przy-
pisa¢ infekcjom wirusowym, bakieryjnym
i innym znanym czynnikom. Istnialo zatem
uzasadnione podejrzenie, ze przynajmniej czeéé
tych choréb jest spowodowana jakimi$ czynni-
kami zawartymi w paszy np. mikotoksynami.
W pracy przedstawiono kilka probleméw do-
tyczgeych tego zagadanienia.

*) Prof. dr C. J, Mirocha z Uniwersyletu Minnesota byl
we wrzesniu 1967 r. gosciem Polskie] Akademii Nauk, Wyniki
badan, reprezentowanego przez siebie $Srodowiska, a doty-
czgce mlkotoksykoz, referowane byly na p051edzemu PTNW
w V\;arszawm i Lublinie, i stanowig tre§¢ ninieJsze) publi-
kacj

Zalozeniem pracy bylo poznanie Zrédet za-
tru¢ grzybiczych oraz okreslenia roli i wply-
wu mikotoksyn na zdrowotncéé zwierzat do-
mowych w stanie Minnesota. Szczegélnag
uwage zwrdcono na zespdl objawdéw estro-
gennych u $win i bydia, wybroczynowos¢
u kurczat i indykéw, poliencefalomalacje i in-
ne choroby o nieznanej etiologii u bydta.

Metodyka badan

Podejrzane probki ziarna i paszy posiewano na
podioza agarowe. Srednio 5 do 20 wyizolowanych
szczepow grzybiczych przesiewano -dla przetrzyma-
niama kultur na podloza -z jalowg glebg. Nastepnie
grzyby te namnazano ‘qua podiozu z wyciggiem kuku-
rydzy oraz na wyjalowlonym ryZu i kukurydzy. Pe-
siewy inkubowano 2 tyg. w 22—25°C oraz 3 tyg.
w 12°C, a nastepnie material suszono i mielono. Przy-
gotowane w ten spos6b prébki podawano kazdorazo-
wo dwom bialym szczurom, jako jedyny pokarm.
Grzyby, ktére powodowaly zej§cia $miertelne obydwu
uzytych do préby szczuréw, w okresie 7—10 dni,
okreslono w tabeli jako letalne. Grzyby posiadajgce
zdolno§¢ wzrostu na ziarnach zbéz podawano kur-
czetom lub indyczetom, wzglednie obydwu tym ga-
tunkom pisklgt. Wyniki podano w tabelach.

Spoérod 969 szczepdw, wyosobnionych w cig-
gu ostatnich 2 lat, okolo 50% bylo toksycznych
dla szczuréw. 157 sposrod 396 szczepow grzy-
biczych wyizolowanych z orzeszkéw ziemnych
oraz 331 z 573 wyizolowanych ze zbdZz i pasz
okres§lano jako letalne dla szczuréw (tab. 1.).
Z orzeszkéw ziemnych najezesciej izolowano
plesniaki z rodzaju Penicillium,: przy czym
wigkszos¢ z nich posiadala wlasciwosci tok-
syczne. Biorge pod uwage czestotliweée wy-
stepowania, mozna grzyby. te uszeregowat.na-
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Tab. 1. Ilosé
dla szczuréw, wyizolowanych z roznych pasz w latach
1965—67 w pracowniach Uniwersytetu Minnesota

Tlosé Ilo§¢é i odsetek
Zrédto badan ‘ szczepéw letalnych
Orzeszki ziemne 306 | 157/40 %
Pasze z kukurydzg 573 \ 331/58 %
Ogodlem | 969 l 488/50 Y%

stepujgco: Penicillium, Fusarium, Aspergillus,
Chaetomium i Alternaria (tab. 2). Proby biolo-
giczne ma kurczetach, kaczetach, indyczetach
i szezurach wykazaly, ze najwiekszg toksycz-
noscig cechowaly sie gatunki: Aspergillus,
Penicillium i Chaetomium. Celem okreslenia
czestosci wystepowania toksycznych grzybéw
w paszy podjeto, pod kierunkiem prof. dr
C.M. Christensena, badania mnad mikroflorg
czarnego pieprzu. Zgromadzono probki z Indii,
Anglii, Meksyku, USA, Polski i Japonii. Zba-
dano metodg rozcienczen 30 probek i otrzy-
mano Srednio z 1 grama zmielonego pieprzu
39 000 kolonii grzybéw. Ligczna ilo§é kolonii
bakteryjnych, z 11 badanych prébek, wynosita
194 miIn/g. Sposréd wyosobnionych grzybdéw
pewne szczepy Aspergillus flavus i Asp. ochra-
ceus, namnozone przez 8—10 dni na podiozu
z kukurydza, dzialaly letalnie na biale szczury
i dwudniowe kaczeta rasy ,Pekin”. Z jednej
hodowli Asp. flavus, na podtozu z kukurydza
otrzymano aflatoksyne B. Szczep ten izolowa-
no z czarnego pieprzu. Spozywanie pokarmoéw
Z czarnym pieprzem przez wiele lat i ewentu-
alnie zawartych w nim toksyn grzybiczych
jest sprawg wymagajaca wyjasnienia.
Tab. 2. Toksyczno§é dla szczurdéw grzybow
najcze$ciej izolowanych z orzeszkédw ziemnych

Rovw | e | ot sy
|
Alternaria | 23 ! 1
Aspergillus 37 * 25
Chaetomium i 26 ' 11
Fusarium | 65 : 28
Penicillium 1 AU 4
Ogblem ' 231 | 116/50%

Toksycznosé kukurydzy zakazonej Chaeto-
mium globosum dla szczurdéw.

Obserwowano zejScia Smiertelne szczurow
karmionych kukurydza zakazong szczepami
Chaet. globosum wyizolowanymi uprzednio
z kukurydzy i pasz znajdujgcych sie w obrocie
handlowym. Liczne szczepy powodowaly pad-
niecia szczuréw po 4—5 dniach od skarmienia
ok. 5 graméw tej paszy. Juz drugiego dnia po
spozyciu sztucznie zakazonej paszy spostrze-
gano objawy zaburzeh ze strony osrodkowego
ukladu nerwowego wyrazajgce sie podniece-
niem, $wiatlowstrgtem i utratg zmystu réwno-
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szezepdbw  grzybiczych toksycznych Tab. 3. Toksyczno$é grzybdéw najczesciej

wyosab-
nianych z pasz zawierajacych kukurydze

\ . Togé
Rodmj | AMISTZS badanyen | 1 odselck
SZCZEPOW | Jetalnych
Alternaria 'R | 60 | 5388y
Aspergillus ' R-C-D 159 60/38%
Chaetomium 'R 18 15/83%
Cladosporium R 41 19/469,
Fusarium R-T 87 65/75%
Penicillium | R-T 116 53/46%
Ogblem | | 481 | 265/55%

C — kurczeta, D — kaczeta, T — indyczgta, R — szczury.

wagi. W nastepnych dniach (1—2) wystapila
u tych zwierzat $pigczka prowadzaca szybko
do S$mierci. Przy sekcji najczesciej stwierdza-
no wybroczyny podoponowe, krwiotoczny
stan zapalny jelit i hemoglobinurie. Czas
proetrombinowy, oznaczony trzykrotnie u dwu
szczur6w tuz przed $miercig, wynosil ponad
5 minut, tzn. byl 20 krotnie wyzszy niz w gru-
pie kontrolnej.

Toksyna Chaetomium wywotujaca ciezkie
objawy u szczurow okazala sie calkowicie nie-
szkodliwa dla $win. U siedmiu 6-tygodnio-
wych warchlakow karmionych ad libitum wy-
lacznie kukurydzg zakazong Chaetomium, nie
obserwowano zadnych objawdéw chorobowych.

Toksyczny zwigzek, czy tez zwiazki, byly rozpusz-
czalne w chlorku metylenu, chloroformie i acetonie.
Nie rozpuszczaly sie w eterze naftowym (temp. wrze-
nia 30—60° albo 60—70°C), metylu Cellosolve oraz
w wodzie (tab.4). Badania na szczurach wykazaly,

e przez wstepne ekstrahowanie eferem naftowym
(t. w. 60—70°C), a nastepnie acetonem lub chlorkiem

Tab. 4. Ekstrakcja toksyny produkowanej przez
C. globosum

| Ilo§é
Dziatanie | r:li‘:xf;j
Sposdb ekstrahowania Jetalne evazg._
mach
|
Kontrola — kukurydza nieza- !
kazona brak | 40
Eter naftowy (temp. wrz.
60—170°C) brak 32
Eter naftowy (temp. wrz.
30—60°C) brak . 48
Eter naftowy (temp. wrz, |
30—60°C) brak 48
po wstepnej ekstrakcji |
eterem naftowym temp. wrz.
60—70°C) | |
Aceton |Smieré (10 dni)| 14
Aceton po wstepnej ekstrak-
cji eterem naftowym (temp.|
wrz. 60—70°) Smieré (6 dni) 6
Chlorek metylenu Smieré (10 dni)! 17
Chlorek metylenu po wstep-
nej ekstrakeji eterem naft.
(temp. wrz. 60—70°C) | Smieré (6 dni) 18

Srednia ilo§é pokarmu spozyta przez kazdego szczura.
500 graméw paszy ekstrahowano réznymi rozpuszczalnikami
lub sekwencjg rozpuszczalnikéw 1 wycigg dodawano do 100 g
jalowej kukurydzy. Dawka dla szczura wynosila 50 g.



Nr 3

_ MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXIV

metylenu uzyskiwano wiecej materiatu toksycznego
niz po ekstrakeji pojedyticzej jednym z wymienionych
rozpuszczalnikéw, Ekstrakty acetonowe zawieraly
wigcej pigmentu i materiatu toksycznego niz ekstrak-
ty z chlorkiem metylenu.

Wyciagi oczyszczano na kolumnie z Zelem krze-
mionkowym (0 wym. 2X15 cali) i eluowano réznymi
rozpuszczalnikami. Testy skarmiania zwierzat mo-
delowych wykazaly, Ze substancja toksyczna znajdo-
wata sie w eluacie acetonowym (tab.5). Toksyne
oczyszczano dalej na kolumnie zZelu krzemionkowego
metoda gradientu elucji. Znajdowala sie ona we frak-
cji eluatu otrzymanego 5% roztworem chloroformo-
wym acetonu. Przy dalszym frakcjonowaniu na kolum-
nie gradientowej toksyna wystepowala we frakcji 2%
acetonu w chloroformie. Nie udalo si¢ jednak uzyskaé
dostatecznej ilo$ci zwigzku do oznaczen chemicznych.
Wydaje sie, Ze toksyna Ch. globosum réini sie od
innych znanych dotychczas mikotoksyn,

Tab. 5. Dalsze oczyszczanie toksyny Chaetomium
wyeluowanej z kolumny z Zelem Kkrzemionkowym
z frakecja acetonowa

) §¢ | iatanie

Eluent i T )
Chloroform 1500 ‘ brak
5% aceton w CHCl, 1500 $mieré
10 % aceton w CHCl, 1250 | brak
20 % aceton w CHCI, 1500 brak
50 % aceton w CHCl, 1009 ‘ brak
aceton 500 | brak
woda 500 | brak

Eluent zageszczono i dodano do 100 graméw kukurydzy.
Dawka dla szczura wynosila 50 gramow.

Syndrom krwiotoczny

Toksyny wytwarzane przez plesnie z rodza-
ju Penicillium wywoluja u kurczat, kaczat
i indyczat zesp6l objawdéw okreslany mianem
,Syndromu krwiotocznego”. Wyraza sie on sil-
nie zaznaczong anemig i ogo6lng wybroczno-
woscia zwigzang z obnizeniem funkcji szpiku
kostnego, co w rezultacie prowadzi do zejscia
smiertelnego. Penicillium wystepuje czesto
tylko w pewnych partiach kukurydzy, orzesz-
kéw ziemnych i innych nasion. W prowadzo-
nych badaniach stwierdzono, ze jednym z naj-
czeSciej spotykanych i najobficiej rosngcym
byl pleSniak Penicillium. Liczne wyizolowane
szczepy, po namnozeniu na podlozu z kukury-
dzg, powodowaly zejScia smiertelne szczurdéw
w ciggu 3 dni. Sekcyjnie, u tych zwierzat,
obserwowano wybroczny w blonie $luzowej
jelit oraz w tkankach podoponowych mézgu.

Toksyna wzglednie toksyny ekstrahowane
eterem naftowym (t.w. 30—60°C) lub alkoho-
lem metylowym byly bardzo labilne. Byly one
trudno rozpuszczalne w eterze naftowym (t.w.
60—70° C) i acetonie oraz nicrozpuszczalne
w chlorku metylenu, chloroformie i alkoholu
etvlowym.

Syndrom rujotworczy
(estrogenny)
Zespotl objawoéw rujowych charakteryzowat
si¢ u swini rozpulchnieniem i obrzekiem sro-
mu, zmniejszeniem wielkosci jader u miodych

knurkéw oraz powiekszeniem gruczoléw mlecz-
nych tak u maciorek, jak i knurkéw. Niekiedy
obserwowano ronienia u pierwordodek i sta-
rych macior. Czynnikiem przyczynowym oka-
zala sie toksyna grzyba Fusarium graminea-
rum i prawdopodobnie innych gatunkéw ro-
dzaju Giberellazeae w czasie wzrostu tych
grzyboéw mna kukurydzy pozostawionej w ko-
rytach. Toksyne te produkowaly szczepy Fu-
sarium rowniez na wyjalowionej w autoklawie
kukurydzy. Szczepy te uprzednio izolowano
z kukurydzy paszowej pochodzacej z ferm
w stanie Minnesota, w ktérych obserwowano
objawy rujowe u $win. Ponadto szczepy Fu-
sarium izolowano rowniez z paszy granulo-
wanej. Pierwsze badania nad izolowaniem
i budowa chemiczng tych rujotwérczych me-
tabolitéw przeprowadzili F.N. Andrews, M.
Stob (patent belgijski 611630, 1961, patent
USA 3, 196, 019, 1965). CzeSciowg charaktery-
styke tych zwigzkéw podal Christensen i wsp.
(2, 5). Ostatnie badania nad strukturg che-
miczng tego estrogenu wykazaly, ze jest to
jeden z enantiomorféw, 6—/10-hydroksy —
6 — oksy-trans l-undecyl/—f— lakton kwasu
rezorcynowego (8). Opisany czynnik estro-
genny, badacze z Minnesota (1) oznaczyli
umownym mianem ,,F—2"; Commercial Sol-
vents Corporation jako ,,RAL”, a ostatnio jako
nZearalenone” (8). Zwiazki o podobnej struk-
turze chemicznej, ale nieaktywne biologicznie
opisano uprzednio, np.: curvularin produkowa-
ny przez grzyby z rodzaju Curvularia, Penicil-
lium steckii Zaleski i Penicillium expansum
Link (7), radicicol wytwarzany przez Nectria
radicicola (6) i monorden produkowany przez
grzyby z rodzaju Monosporium sp. (4).

Zakres biologicznej aktywnoseci

1. OdpowiedZ estrogenna u szczuréw i myszy.

Wstrzykniecie oczyszczonego roztworu F—2
lub podawanie ad libitum postaci krystalicz-
nej mlodym (odsadzonym), dziewiczym sa-
miczkom szczura daje typowa odpowiedZ es-
trogenng, charakteryzujacg sie wzrostem wagi
macicy. Zalezno$§é miedzy dawkg od 20 do
650 mcg stosowang w ciagu 7 dni, a wzrostem
wagi przedstwia rys. 1-a, na ktorej widaé wy-
razny wplyw wielko$ci dawki na zwiekszenie
wagi macicy. Odnosito sie to rowniez do Sred-
nich przyrostéw wagi ciala. U szczuréow, kt6-
rym podawano najwyzsze stezenia F—2 (rys.
1-b) nie spostrzegano wyzszych przyrostow
wagl w porownaniu do kontroli, natomiast naj-
nizsze dawki powodowaly wzgledne zwieksze-
ne przyrostéw wagowych. Podobnie zbadano
aktywno$¢ estrogenna uzywajgc jako modelu
macicy myszek. (tab. 6 i 7). Po podskérnym
podaniu myszkom, stwierdzono, ze F—2 byl
0,00063 razy bardziej aktywny niz specyfik
firmowy Estrone (tab. 6). F—2 wprowadzony
sondg dozoladkowo okazal sie 0,01 bardziej
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Tab. 8. Stymulacja przerostu mieénia krocza
A B :
% Substancja Dawksa Tloéé Wartasé
calkowita % Srednia dla
150 - - 30 badana w mg |Zwierzal| macicy + S.E.
73 -24 Kontrola 0 10 0,60 + - 03
o % % Diethylstilbestrol | 033 | 9 0,80 + - 06
A e 1,0 10 1,04 + - 04
% ﬁ ﬂ 3,0 ‘ 10 1,19 + - 06
> ? 7z ’ ’ -12 60 , 9 0,99 + - 09
501 P Z ? 07 540 | 10 1,03+ - 05
? ’ ? z ? L5 Dane wg Dr Ralph I. Dorfman (Syntex). .
% g U] % ? uzyskano w hodowli tkanek szczurzych i ros-
a o linnych.
S 83 % 2R LT 8§
s s« SS9 Y II. Dzialanie na wzrost hodowli tkanek
Y sz roslinnych.
) G
5 ¥ Wplyw F—2 na stymulacje wzrostu komérek
Rys. 1. (A) Wplyw réinych dawek F—2 stosowanych do- poflin wyzszych badano na hodowli tkanek

mlesniowo na wage macicy szezura,
(B) Wplyw tych samych dawek na wage clata.

Tab. 6. Oznaczanie wla$ciwosci estrogennych
»F-2” na myszkach (iniekcja podskérna)

Substancja | Calkowita | Ilosé | Srednia wartos¢
badana dawka | myszek :dla macicy + S.E.

Kontrola 0 10 075+ - 09
Estrone 0,06 10 1,48 + - 09

0,1 10 | 266436

0,2 10 | 337432

0,4 10 3,60 + - 18
F—2 5 10 0,72 + - 05

20 10 | 0,88 1 - 03

80 9 141+ - 11

Dane wg Dr Ralph I.

aktywnlejszy od Estroune.

Dorfman (Syntex) F-2 0.00062 X

Tab. 7. Oznaczanie wlaSciwoéei estrogennych
»F=2"” na myszkach
(podawano sonda dozolgdkowo)

(pith callus) tytoniu. Tkanke namnozono w
28°C, w ciemnym pomieszczeniu przy 75%
wilgotnosci wzglednej. Do oznaczen uzyto
F—2 w stezeniach od 0,02 do 25 micromol/l.
Podloze zawieralo ponadto 2,0 mg/l kwasu 3-
indolooctowego i 0,2 mg/l kinetyny. F—2 po
rozpuszezeniu w 1 ml oczyszczonego 100%
etanolu rozciehczonego goracg, podwojnie de-
stylowang wodg do odpowiedniej objetosci i
dodawano do podioza przed wyjalowieniem. W
podanym ukladzie doswiadczenia F—2 pobu-
dzal nieznacznie wzrost w stezeniach od 0,02
do 1,0 mikrcmol/l (tab. 9). W stezeniu 2,5 mi-

Tab. 9. Stymulacja wzrostu hodowli tkankowej
kalusa pod dzialaniem F-2 w obecno$ci kwasu
indolooctowego i kinetyny. Wzrost — 7 tygodni

Substancja | Catkowita Tlosé | Srednia wartosé

badana dawka myszek | dla macicy + S.E,
Kontrola 0 10 ‘ 0,76 + - 06
Estrone 0,5 10 1,21 E - 12
1 9 | 119410
|2 9 | 2124 .23
L4 [ 10 | 293421
F—2 12,5 [ 10 | 111404
25 [ 10 1,48+ - 18
50 |10 ‘ 1,80 + - 12
[ 100 ‘ 9 | 23617

Dane wg Dr. Ralph I. Dorfman z Syntex F-2. 016 aktyw-
niejszy od estrone,

aktywny niz Estrone. Jak podaje Dr R.I. Dorf-
man (Syntex) F—2 wykazuje wigksza aktyw-
no$¢ po podaniu doustnym. Ponadto stwier-
dzono, ze F—2 stymuluje rozrost miesnia
kroczowego myszy (tab. 8). Aktywnosé ta nie
doréwnala jednak aktywnos$é specyfiku Stil-
bestrol i wg Dr R.I. Dorfmana, nawet po
znacznym zwigkszeniu dawki nie przekraczala
pewnej wartosci granicznej. Podobne wyniki
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. : Wydaino$¢é w gramach uzyskiwana
F—2 z 1 butelki
M/1 —_—
Wilgotna masa Sucha masa
0 | 379 + 02 0,23
0,02 | 417+ 03 0,23
0,1 | 3,98 + 0,3 0,28
0,6 4,04 + 0,1 0,28
1,0 | 371 4+ 02 0,26
2,5 | 2,86 + 0,3 0,21
12,5 | 0,62 -+ 0,06 0,06
25.0 | 0,48 + 0,03 0,05
Dane wg Dr. E. M. Linsmaler-Bednar, University of Min-
nesota.
kromol/l — co odpowiada ponizej 1 ppm —

obserwowano dzialania hamujgce F—2. Przy
stosowaniu wzrastajgcych stezen F—2 jedno-
czesnie ze zwiekszonymi dawkami kinetyny,
obserwowano, ze duze stezenie kinetyny (0,2
mg/l) lub wysoki poziom endogennej cytoki-
niny podnoszg tolerancje badanej tkanki ros-
linnej na wyzsze stezenia F—2, Tkanki na-
mnozone przy niskich lub zerowych stezeniach
kinetyny, a nastepnie badane w obecnosci
0,2 mg/l kinetyny okazaly sie miewrazliwe na
hamujgce dzialanie F—2 w stezeniach do
25 mikromol/l. W mastepnych doswiadczeniach
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zbadano wplyw F—2 na zdolnosé¢ wytwarza-
nia narzgddéw w niezréznicowanej tkance ca-
llus. Stwierdzono, ze zwiazek ten stymuluje
tworzenie lodygi. Jednoczesnie ze wzrostem
lodygi spostrzegano zanik ilosciowy tkanki
callus. Badania te wykonane byly przez Dr
E.M. Linsmaier — Bednar, Uniwersytet Mi-
nnesota.

III. Dziatanie na mikroorganizmy

Badania wykazaly pobudzajgce dziatanie
F—2 na rozwé6j stadium dojrzaltego (sexual)
Fusarium graminearum (wg Cesaria Eugenio,
Uniw. Minnesota). F—2 jest wytwarzany przez
ten gatunek Fusarium i stanowi naturalny
sktadnik tego ukladu biologicznego, hamuje
on tworzenie sie stadium dojrzatego, Niskie
stezenia F—2 hamowaly tworzenie stadium
dojrzatego u Helmenthosporium carbonum
i grzybéw rodzaju Neocosmospora (wg Dr
D. Huisingh, Uniwersytet stanu Pln. Karoli-
na w Raleigh),

Enzymy biorgace udziat w biosyntezie sg indukowa-
ne w niskiej temperaturze (12°C). Jednotygodniows
hodowle Fus. graminearum na jalowej, nawilgoconej
kukurydzy w temp. pokojowej inkubowano nastepnie
przez 3,5 tyg. w temperaturach 12 i 25°C. Zaobserwo-
wano, ze hodowla prowadzona w 12°C zawierala 390

ppm estrogenu, podczas gdy w 25°C zwigzku tego nie
stwierdzono (tab. 10).

Tab. 10. Zalezno§é pomiedzy temperatura inkubacji
i produkcjg F-2 przez Fusarium graminearum

Wiek hodowli| Temperatura | F — 2 ‘ Ergosterol
w tyg. | inkubacji ppm [ ppm
3,6 | 12°C ! 390 ! 0
3,6 ‘ 25°C 0 | 528
76 | 12°C 2,328 | 0
7,6 i 25°C 0 ‘ 1,680
11,0 : 12°C I 4,200 0
11,0 25°C | 0 ! 1,596
11,0 | 25°C—8 tyg. 0 | 1,824
| i 12°C—3 tyg.! |

W tym samym ukladzie do$wiadczenia prowadzo-
nego przez 7,5 i 11 tyg. rowniez tylko w temp. 12°C
uzyskano po 11 tyg. 4200 ppm. Natomiast ergosterol
byt syntetyzowany w temp. 25°C, co przedstawia
tab. 10, a wiec zachowywal sie odwrotnie niz F-2.
Z chwilag wytworzenia lub aktywacji w temp. 12°C,
enzymoéw odpowiedzialnych za synteze F-2, optymal-
ne ilodci tej substancji mozna uzyskiwaé w tempe-
raturach wyzszych. Po akiywacji lub indukcji en-
zymbéw w odpowiednim czasie i temperaturze (12°C)
hodowle inkubowano w temp. 12, 27 i 32°C. We
wszystkich przypadkach najwiekszg wydajno§é uzys-
kano w temp. 27°C po 3, 5, 7 i 11 dniach (tab.11).
Po 11-dniowej inkubacji w temp. 27°C otrzymano po-
nad 8000 ppm, tzn. 3,5 raza wiecej niz w temp. 12°C.

F-2 jest syntetyzowany na jalowym, nawilgoconym
ryzu lub kukurydzy z dodatkiem lub bez dodatku gli-
kozy. Zaleznie od temperatury i czasu inkubacji
uzyskiwano od 10000 do 15000 ppm. Wydajnosé F-2,
na ryzu i kukurydzy, byla taka sama, Glikoza w ste-
zeniach 2 i 4%, na podlozach z ryzem i kukurydza
inkubowanych w 12°C przez 5, 6,5 i 8 tyg. dzialala
hamujgco, co silniej zaznaczone bylo na podiozu z
kukurydza. Przy 6% steZeniu stymulowata ona two-
rzenie F-2 jedynie na podlozu ryzowym.

Tab. 11. Wytwarzanie F-2 w temperaturach wyz-
szych po uprzedniej indukcji enzymdédw w niskiej
temperaturze
Temperatura 0° CZ:;S, g;ﬁ:?gc‘“ F—2®"
12 0 1834
12 3 2082
27 3 3619
32 3 1134
12 -5 1810
27 5 6511
32 5 3888
12 7 311
27 7 7280
32 ki 3056
12 11 2360
27 11 8375
32 11 4674

(x) = Srednia z 4 powtorzen.

Najnowsze badania nad biosynteza F—2 wy-
kazaly istnienie niezidentyfikowanego zwigzku
o wlasciwosciach podobnych do F—2, ktory
oznaczcno symbolem F—3. Jest on posrednim
zwigzkiem w biosyntezie F—2 przez Fus. gra-
minearum i w hodowlach tego grzyba wyste-
puje w malych iloSciach. Prawdopodobnie
wieksze znaczenie praktyczne ma wystepowa-
nie tego zwigzku w probkach podejrzanych
o powodowanie ronien i jalowosci w stadach
bydla mlecznego w stanie Minnesota. Z prébek
kukurydzy podejrzanych o wywolywanie ro-
nien u sSwin izolowano Fus. graminearum, pod-
czas gdy przypadki jalowosci u bydla przy-
pisywano paszy zakazonej Fus. moniliforme.
Co wiece]j, ten ostatni nie wytwarzal F—2 lecz
obfite ilosci F—3. Ostatecznig ustalono, ze
F—3 wystepuje w paszy podejrzanej o po-
wodowanie masowej jalowosci bydia.

Badania nad budowsa i wlasciwosciami che-
micznymi F—3 wykazaly wysoka wrazliwosé
tego zwigzku na czynniki utleniajgce. Mozna
go tatwo ekstrahowaé z materialu biologiczne-
go, tymi samymi metodami i rozpuszczalni-
kami co F—2. Widmo spektrofotometryczne
F—3 w ultrafiolecie jest identyczne jak F—2.
Wykazuje jedynie brak maksimum absorcji
przy 314 m. F—3, w odr6znieniu od F—2, nie
posiada grupy ketonowej w pierscieniu bocz-
nym, o czym $wiadezy brak reakeji z od-
czynnikiem Girarda (chlorek tréjmetylamino-
acetohydrazyny). Pozwala to na identyfikacje
tych zwigzkow. F—3 podobnie jak F—2 rea-
guje z czynnikiem silanujgecym (N,0 — Bis)
Trimethylsilyl) — Acetamide) tworzac eter
trojmetyl-silanowy. Zwigzek ten mozna roz-
dzieli¢ na kolumnie SE — 30 G.L.C. W temp.
260°C czas retencji F—3 byt o ok. 2 min.
krotszy niz F—2 (rys. 2).

F—3 podobnie jak F—2 mozna oddzielié od
innych skladnikéw biologicznych na kolumnie
z zelem krzemionkowym. Przy stosowaniu

133



'MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXIV

F-3

| & _

Rys. 2. Rozdzial pochodnych eteru trdéjmetylsilanowego F-2
(6-)10-hydroxy-6-oxo-trans-l1-undecenyl)-B resorcylic acid lac-
tone | F-3 (niezidentyfikowany — podobny do F-2) przy po-
mocy chromatografii gazowej. Zwigzki F-2 i F-3 wyekstra-
howano z ryzu zakaZonego sporami Fusarium graminearum.

zwyklych eluotropowych rozpuszczalnikow,
cluowany on jest z frakcjg eteru dwuetylo-
wego.

Planuje sie prowadzenie dalszych badan
celem otrzymania wiekszych ilosci tego zwigz-
ku, co umozliwi analize grup funkcjonalnych
w opa}rciu o rézne metody analizy spektrosko-
powej.
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Badania nad wilaéciwosciami i budowa antygenowa
Histoplasma farciminosum (Cryptococcus farciminosus — Rivolta)

Czesé |,

Hodowla i wlasciwosci morfologiczne

Katedra Eplzootiologil Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie

Kierownik: prof.

Jednym z najbardziej obecnie aktualnych
zagadnien w mikologii lekarskiej jest sprawa
ujednolicenia terminologii i systematyki grzy-
béw chorobotwérczych. W istnhiejgeych podzia-
lach panujg duze rozbieznosci spowodowane
tym, ze wszystkie prawie grzyby chorobotwor-
cze zostaly odkryte przez lekarzy, ktérzy na-
dali im mniej lub bardziej trafne nazwy.

Za podstawe w okreflaniu przynaleznoSci gatun-
kowej brano wlasciwo§ci morfologiczne fazy paso-
zytniczej spotykanej w organizmie oraz cechy mor-
fologiczne i cze§ciowo biochemiczne fazy saprofitycz-
nej uzyskiwanej na podlozach sztucznych. Duza
zmienno§é morfologiczna uzalezniona od wielu, cze-
sto blizej nieznanych czynnikéw zewnetrznych spra-
wila, ze jeden i ten sam grzyb byl zaliczany do réz-
nych gatunkéw i opisywany pod réznymi nazwami,
co niezmiernie utrudnia korzystanie z pi$miennictwa.
Przykladem moze byé drozdzak Candida albicans dla
ktérego podano 172 synoniméw (Spiesiwce'wa — 89).

W ostatnim dziesiecioleciu szereg inikologéw (Bi-
quet i wsp. — 5, 6; Evans — 23; Salvin — 74; Seeli-
ger — 80, 81) postuluje przeprowadzanie badan nad
strukturg antygenowsa grzybéw uwazajac, ze ta droga
mozna bedzie czesto latwiej ustalié przynalezno$é ga-
tunkows, a nawet pochodzenie filogenetyczne. Kauf-
mann i Kaplan (39) twierdza, ze poznanie budowy
antygenowej umozliwié moze ujednolicenie i rewizje
klasyfikacji botanicznej. Dotychezas, ‘w sposéb wy-
starczajacy opracowano budowe antygenows tylko
niektérych chorobotwérczych dla ludzi szezepéw z ro-
dzajéw Aspergillus, Cryptococcus, Candida, Histo-
plasma, Trichophyton oraz Sporotrichum. Bardzo
przydatne do tego celu okazaly sie, szeroko obecnie
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w bakteriologii stosowane, odczyny precypitacji w
zelu i immunoelektroforezy,

‘Celem pracy bylo zbadanie niektérych
wlasciwoéci biochemicznych oraz powigzanh an-
tygenowych grzyba wywolujgcego epizootycz-
ne zapalenie naczyn chlonnych koni i wybra-
nych przedstawicieli rodzaju Candida, Crypto-
coccus, Histoplasma, Saccharomyces, Tricho-
phyton i innych grzybdéw przy uzyciu wy-
odrebnionych i okreslonych serologicznie,
a czeSciowo rowniez chemicznie, frakeji anty-
genowych tych mikroorganizméw. Poza tym
postanowiono przebadaé¢ in vitro wrazliwosé¢
Histoplasma farciminosum mna niektére anty-
biotyki fungistatyczne, zalecane obecnie W
lecznictwie grzybic. Podjecie takich badan wy-
dawato sie uzasadnione, tak ze wzgledéw po-
znawczych jak i praktycznych. Pozycja syste-
matyezna tego grzyba nie jest ustalona. Grzyb
ten od chwili wyosobnienia go przez Rivolte
(1873) opisywany byl kolejno pod nastepujg-
cymi nazwami — synonimamij:

Cryptococcus farciminosus (Rivolta — 1873)

Saccharomyces equi (Tokishige — 1896)

Saccharomyces farciminosum (Vuillemin —
1901)

Endomyces farciminosus (Boquet i Negre,
Eberbeck — 1926)

Blastomyces farciminosus (Bennet) — 1931)



