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2000-2001 m. tirtas zuvims Serti skirty griidy ir kombinuotyjy paSary uZzters-
tumas mikroskopiniy gryby pradais. Panaudojus jvairias mitybos terpes, iSskir-
ti gryby izoliatai, gautos grynos ju monokultiiros, nustatyta sistematiné pri-
klausomybé. IS iStirty pasary buvo isskirta ir identifikuota 26 gentims bei 65
rusims priklausantys grybai. Identifikuoty rasiy gryby prady gausumas tirtuo-
se pasaruose buvo skirtingas. Vienuose pasaruose vyravo Rhizopus, Penicil-
lium, Aspergillus, Mucor, kituose — Fusarium, Exophiala, Scolecobasidium, Al-
ternaria, Cladosporium bei kitoms gentims priklausanciy gryby pradai.

Kai kurie iSskirty raSiy grybai intensyviai sintetina ir j aplinka iSskiria
toksiSkus antrinius metabolitus, kurie blogina paSary kokybe, aplinkos ekolo-
gine bikle ir tampa Zuvy blogo augimo priezastimi. Remiantis atlikty tyrimy
rezultatais, tokiems priskirtinos i§ Zuvy pasary iSskirty rasiy gryby kai kurios
padermeés: Aspergillus penicilloides GR-11, A. fumigatus M-22, A. niger LR-7,
Penicillium variabile S-11, P chrysogenum SL-4, P expansum KO-6, P, viridica-
tum BL-77, P steckii PS-3, Fusarium sporotrichioides BA-4, E moniliforme S-
29, Alternaria alternata S1V-3, Sclerotinia sclerotiorum BR-19.

I$ zuvy Seérykly pavyko iSskirti pavienius Scolecobasidium genties grybus,
kurie, ypac¢ priklausantys S. tshawytschae rusiai, kitose Salyse laikomi pavojin-
gais Zuvy parazitais. Jy paplitimas tvenkiniuose gali tapti didele ekologine ir
ukine problema.

Raktazodziai: mikroskopiniai grybai, toksinai, pasarai, parazitai

IVADAS

Zuvims Serti naudojamy pasary uZter§tumas mikro-
skopiniy gryby pradais yra idomus dviem aspektais:
ekologiniu ir Gikiniu. Zuvims $erti dazniausiai nau-
dojami jvairios sudéties kombinuotieji paSarai. Jie
ruoSiami atsizvelgiant | maitinamy Zuvy poreikius,
pasary gamybai naudojamy komponenty sudéti, bet
daZnai mazai démesio skiriama paSary komponenty
ir ruoSimo aplinkos sanitarinei biiklei. D¢l to i pa-
Sarus i§ oro ir kity aplinkos Saltiniy patenka jvairiy
mikroskopiniy gryby prady, kurie véliau tampa po-
tencialiais paSary gadintojais, blogo Zuvy augimo ir
vandens telkiniy sanitarinés biiklés pablogejimo, o
kartais ir Zuvy Zuvimo prieZastimi. Zuvy augintojai
tokiomis salygomis gali patirti nemazy ekologiniy
nuostoliy, nes kai kuriais grybais uZkrésti vandens
baseinai gali biiti mazai tinkami sékmingai Zuvivai-
sai bei tapti Zuvy ligy plitimo Zidiniu. Tokiy rusiy
mikroskopiniai grybai drégnomis aplinkos salygomis
geba intensyviai sintetinti ir i$skirti i aplinka jvairios
cheminés sudéties toksiSkus antrinius metabolitus.
Gryby iSskiriamos toksiSkos medZiagos gali greitai
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susijungti su vandenyje esanciais organiniais kompo-
nentais ir virsti zuvy funkcionavimui nepalankiais jun-
giniais. Todel Sis iSorés ekologinis veiksnys, realiai
egzistuojantis Zuvivaisoje, turi buti iStirtas ir tinka-
mai jvertintas.

Sio darbo tikslas — istirti zuvims skirty gridy ir
kombinuotyjy paSary uZterStuma mikroskopiniy gry-
by pradais, iSskirti ir identifikuoti jy rasis, nustatyti
kai kuriy riiSiy gryby gebéjima gaminti toksiSkus me-
tabolitus ir jvertinti potencialy pavojy Zuvims.

DARBO VIETA, OBJEKTAI IR METODAI

Tyrimai atlikti 2000-2001 m. Lietuvos valstybinio zu-
vivaisos ir Zuvininkystés tyrimy centro bazeje ir Bo-
tanikos instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratori-
joje. Tirtas jvairiy zuvims skirty pasary uzterStumas
mikroskopiniy gryby pradais prie§ naudojant paSa-
rus ir jvairiais jy naudojimo etapais. PaSary megi-
niai buvo imami ir analizuojami, naudojantis litera-
tiiros Saltiniuose [19, 27, 35, 45] apraSytomis meto-
dikomis. Petri lékStelés su paséliu 5-7 paras buvo
laikomos termostate 26 *= 2°C temperatiroje. IS i$-
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augusiy gryby kolonijy i$skiriamos monokultiiros, is-
tiriami jy kultiriniai ir morfologiniai pozymiai ir
identifikuojamos, vadovaujantis literatiiros Saltiniuo-
se [3, 4, 8, 16, 18, 24, 28, 29, 33, 37, 43, 44] pateik-
tais rasiy aprasymais.

Gryby gebé¢jimas gaminti toksiSkus antrinius me-
tabolitus buvo nustatytas apraSytais metodais [7, 32],
grynas mikroskopiniy gryby kultiiras auginant ant aga-
rizuotos mieliy ekstrakto-sacharozés ir Capeko-mieliy
ekstrakto terpiy, kontrolei tos pacios gryby kulttiros
buvo auginamos ant standartinés Capeko terpés. Pa-
gal kolonijy spalvos pakitimo ir pigmento iSskyrimo
i terpe intensyvuma buvo sprendziama apie ieSkomy
toksiniy medziagy sintezés galig. Intensyviausiai ter-
pes nudaziusiyjy mikromicety padermiy toksiSkumas
toliau buvo tikrinamas laboratorinémis salygomis,
naudojant 12 savaiciy amziaus abiejy ly¢iy laborato-
rines peles. Eksperimenty mety pelés buvo laikomos
prisilaikant Europos konvencijos, skirtos eksperimen-
tams ir kitiems tikslams naudojamy stuburiniy gyvu-
liy apsaugai, taisykliy [5, 31]. Uminiam toksi§kumui
jvertinti pelés mikroskopiniy gryby pradais buvo uz-
kreciamos per burna, suleidziant i skrandj karta per
para 0,3 ml fiziologiniame tirpale pagamintos gryby
suspensijos (titras 1,0-3,0 - 107) ir parenteraliai — su-
leidziant i pilvo ertme¢ 3 kartus per parg po 1 ml
fiziologiniame tirpale pagamintos gryby suspensijos
(titras 2,0-10,0 - 107). Po minéty injekcijy pelés buvo
stebimos 2 savaites [23, 35, 40—42, 46]. Sukelti Gmia
toksikoze zuvims buvo siekiama taip: 1 ml tiriamojo
grybo suspensijos (titras 200 - 10°) buvo duodama vie-

na karta per burng ir tiesiog suleidZiant j pilvo ert-
me. Po injekcijy zuvys buvo stebimos 16 pary, véliau
skrodziamos bei analizuojami morfologiniai ir anato-
miniai karpiy organizmo pokyc¢iai [5, 31]. Siekiant
iSaiSkinti zuvy reakcija i toksinus gaminanciais gry-
bais uzkréstus paSarus, bandymas buvo organizuotas
3 variantais. Bandymui buvo parinkti dvivasariai kar-
piai, kurie po 5 buvo dedami j 30 1 aeruojamus
akvariumus ir 30 pary Seriami: 1 var. — paSarais,
uzkréestais Aspergillus fumigatus Fresen. grybo M-22
padermés pradais, 2 var. — paSarais, uzkréstais A.
niger Tiegh. grybo LR-7 padermés pradais, 3 var. —
neuzkréstais pasarais. Sis bandymas atliktas, vado-
vaujantis V. Kurasovos ir kt. aprasytais metodais [42].
Karpiy reakcija i uzkréstus paSarus buvo vertinama
pagal karpiy elgsenos, svorio ir patologinius poky¢ius.

TYRIMU REZULTATAI

IS zuvims naudojamy kombinuotyjy pasary isskirti
ir identifikuoti mikroskopiniai grybai nurodomi 1 len-
teleje. PaZymétina, kad 1 lenteléje nurodyty risiy
gryby prady gausumas tirtose pasary partijose buvo
skirtingas. Vienuose paSaruose zenkliai vyravo Rhi-
zopus, Penicillium, Aspergillus, Mucor, kituose — Fu-
sarium, Exophiala, Alternaria, Cladosporium, Scoleco-
basidium bei kitoms gentims priklausanciy gryby pra-
dai. Daugeliui iSskirty rasiy gryby biidinga savybé
sintetinti ir | substratg iSskirti jvairios cheminés su-
deties toksiSkus antrinius metabolitus. Tokiomis sa-
vybémis visy pirma pasizymi Aspergillus genties gry-

1 lentelé. Mikroskopiniai grybai, iSskirti i§ Zuvy pasary
Table 1. Micromycetes spread on fodder of fish
ilrl ISSklrgﬁy;z lkgrszlt(ics)plnlq I8skirty mikroskopiniy gryby risis AI;I::Ska;ZI v
1 2 3 4
1.  Absidia Tiegh. A. coerulea Bainier <10
2. Alternaria Nees A. alternata (Fr.) Keissl. <30
Aspergillus Link A. flavus Link, A. fumigatus Fresen., A. niger Tiegh., A. <50
niveoglaucus Thom et Raper, A. oryzae (Ahlb.) Cohn, A.
penicilloides Speg., A. restrictus G. Sm., A. terreus Thom, A.
versicolor (Vuill.) Tirab.
4. Botrytis P. Micheli ex Pers. B. cinerea Pers. et Fr. <30
5. Chaetomium Kunze Ch. globosum Kunze <30
6. Cladosporium Link C. cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries, C. herbarum (Pers.)
Link ex Gray <50
7. Eurotium Link E. herbariorum (Wiggers) Link ex Gray <30
8.  Exophiala J. W. Carmich. E. jeanselmei (Langeron) McGinnis et A. A. Padhye, E. pisciphila <30
McGinnis et Ajello.
9. Fusarium Link FE moniliforme J. Sheld, FE oxysporum Schltdl., F.poae (Peck)
Wollenw., F solani (Mart.) Appel et Wollenw., F sporotrichioides <30
Sherb.
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1 lentelé (tesinys)
Table 1 (continued)
1 | 2 3 4
10. Mucor P. Micheli ex Fr. M. circinelloides Tiegh., M. hiemalis Wehmer, M. mucedo Fresen., <50
M. racemosus Fresen.
11. Paecilomyces Bainier P farinosus (Holmsk. ex Gray) A. H. S. Br. et G.Sm.,, P <30
variotii Bainier
12.  Penicillium Link P. brevicompactum Dierckx, P canescens Sopp., P chrysogenum <50
Thom, P claviforme Bainier, P commune Thom, P decumbens
Thom, P, expansum Link, P funiculosum Thom, P islandicum
Sopp., P janthinellum Biourge, P lanosum Westling, P paxilli
Bainier, P, spinulosum Thom, P steckii K. M. Zalessky,
P, stoloniferum Thom, P variabile Sopp, P, verrucosum Dierckx,
P, viridicatum Westling
13. Phoma Sacc. Ph. herbarum Westend. <10
14. Pythium Nees P irregulare Buisman <10
15. Pseudeurotium J.F. H. Beyma P zonatum T. H. Beyma <5
16. Rhizomucor Lucet et Rh. pusillus (Lindt) Schipper <30
Costantin
17. Rhizopus Ehrenb. Rh. stolonifer (Ehrenb. ex Fr.) Vuill,, Rh. oryzae Went et Prinsen <50
Geerl.
18. Sclerotinia Fuckel S. sclerotiorum (Lib.) de Bary <30
19. Scolecobasidium E.V. Abbott S. humicola Barron, S. tshawytschae (Doty et Slater) McGinnis <30
et Ajello
20. Scopulariopsis Bainier S. brevicaulis (Sacc.) Bainier <30
21. Sordaria Ces. et de Not. S. fimicola (Rob.) Ces. et de Not. <10
22. Torula Pers. T. herbarum Pers. ex Gray <30
23. Trichoderma Pers. T. viride Pers. ex Gray <30
24. Trichothecium Link T roseum (Pers.) Link ex Gray <5
25. Ulocladium Preuss U. consortiale (Thiin) E. G. Simmons <5
26. Verticillium Nees V. dahliae Kleb. <30
27. Volutella Fr. V. ciliata Alb. et Schwein. ex Fr. <10
28. Wallemia Johan — Olsen W. sebi (Fr.) Arx <10

bai. Kai kuriuose Zuvy kombinuotuosiuose pasaruo-
se buvo gausu Aspergillus flavus risies gryby prady.
Pastarieji grybai yra aktyviis toksisky metabolity, vi-
sy pirma aflatoksiny producentai. Sios grupés jungi-
niy yra keliolika risiy (P, D, B,, B, Q, G,, M,,
A, B, G, M,, B,, G, ir kt.). Jy cheminé sudetis,
pasigaminimo kelias, aktyvumas ir poveikis gyviems
organizmams skiriasi. Pazymétinas A. flavus gamina-
mo B, (C, H,,0,) aflatoksino stiprus poveikis upéta-
kiams, vis¢iukams ir kiauléms. Maziau jautrios Siems
toksinams avys ir galvijai. Sio toksino mirtina dozé
peliy patinéliams 5,5 mg/kg, pateléms — 7,4 mg/kg.
Pastarasis toksinas daznai yra piktybiniy naviky atsi-
radimo vaivorykStiniy upétakiy kepenyse priezastis
[2, 7, 13, 36]. Sio grybo gaminamas aflatoksinas M,
Siek tiek silpniau veikia gyviiny kepenis negu afla-
toksinas B,. TaCiau aflatoksinas M, nekrotizuoja vai-
vorykstiniy upétakiy ir peliy inksty sekrecinius ka-

nalelius [2, 11, 15, 21]. Terpése, kuriose auginami
Aspergillus flavus grybai, galima aptikti gana daug
toksisky medziagy: Salia aflatoksiny aptinkamas af-
latremas, aflavininas, aspertoksicinas, aspergilo riigs-
tis, ciklozono riigstis, 3-nitropropiono riigstis, paspa-
lininas ir kt. [2, 5, 21, 36]. Minétos medziagos slo-
pina gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy, gryby
vystymasi, Zudanciai veikia Siltakraujus gyvius, daro
aplinka nepalankia augalams augti.

Zuvy kombinuotuosiuose pasaruose vyraudavo As-
pergillus fumigatus rusies grybai (1 pav.), kurie Lie-
tuvos salygomis yra labai paplite ant jvairiausiy sub-
straty, nes geba aktyviai ardyti lignino — celiulioze,
kitus sunkiai pasisavinamus junginius ir funkcionuoti
nuo 5 iki 60°C temperatiuroje. Auginant Aspergillus
fumigatus riiSies grybus nattraliose ir sintetinése aga-
rizuotose terpése aptinkami metabolitai, priklausan-
tys fumigaklavinams, fumitoksinams, fumitremorgi-
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1 pav. Aspergillus fumigatus rusies gryby susiformavusiy
vaisiakiiniy bendras vaizdas, x 200

Fig. 1. General view of fruiting body formation of As-
pergillus fumigatus species fungi, x 200

nams, gliotoksinams, triptokvivalinams, verukuloge-
nams, organinéms riigStims ir kt. Minétos gryby sin-
tetinamos medZiagos neigiamai veikia Siltakraujy ir
kity gyviy organizmo funkcijas, jiems sukelia rySkius
pakitimus, o kai kuriais atvejais biina ligy ar Ziities
priezastis [2, 9, 11, 15, 21, 24, 36]. Pastaruoju metu
padaugéjo duomeny apie Sios risies gryby patoge-
niSkuma ir alergines savybes [9, 12, 14, 26, 37].

IS zuvims Serti skirty pasary nuolat buvo iSskiria-
mi Penicillium genties jvairioms rasims priklausantys
mikroskopiniai grybai, daug kuriy aktyviai sintetina
ir iSskiria i aplinkg toksinius antrinius metabolitus.
Pavyzdziui, placiai Zinomi antibiotiko penicilino pro-
ducentai — P, chrysogenum rusies grybai | mitybos ter-
pe geba gausiai iSskirti rokvefortinus, PR-toksina,
ksantocilina, meleagring, penicilino rigsti, kurios le-
tali dozé peléms 200-300 mg/kg, triusiams — 100-
200 mg/kg [2]. Daugelio Penicillium genties riSiy gry-
bai i substrata iSskiria toksiSkus laktonus — vidinius
ciklinius hidroksiriigSties esterius. Vienas tokiy jun-
giniy yra patulinas (C_HO,), kurj gamina i§ Zuvims
skirty paSary iSskirty Penicillium rusiy grybai: P ex-
pansum, P claviforme, P lanosum ir Aspergillus ter-
reus. Pastaraji toksing daznai vadina kitais vardais:
klaviforminu, klavitinu, klavicinu, ekspansionu, peni-
cidinu, mikoinu, leukopinu, tercininu. Tai antibioti-
kas, slopinantis gramteigiamy ir gramneigiamy bak-
terijy vystymasi. Letali dozé peléms 5 mg/kg, visciu-
kams — 170 mg/kg. Sis junginys neigiamai veikia pir-
muonis, grybus, Zinduolius, augalus, audiniy kulti-
ras, virusus [2, 7, 36, 43]. Todél ji produkuojanciy
gryby buvimas Zuvy paSaruose yra rimtas signalas,
kad paSarai uzkrésti nepalankiy gryby pradais ir ne-
tinka zuvims Serti. Be to, patuling gaminanciy gryby
funkcionavimas aplinkoje nepalankiai veikia ir kitus
ekologiniy bendrijy narius.

Zuvims skirtuose kombinuotuosiuose pasaruose
randami Alternaria alternata ruSies grybai, iSskirian-
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tys alternariolus, altertenolus, tenuazono riigsti
(C,,H,;O,N), kuri labai toksiSka kai kuriems auga-
lams. Nustatytas jos slopinantis poveikis baltymy sin-
tezei, vykstanciai gyvulio lasteléje [2, 3, 7, 36]. Kom-
binuotiesiems pasarams Siek tiek sudrekus, ju pavir-
Siuje galima aptikti greitai plintanciy besidriekianciy
Rhizomucor pusillus micelio siiily, pro kuriuos gry-
bas iSskiria tetraciklinius triterpenus, obtusifoliola, si-
lucing. Pastarasis grybas zinomas gyvuliy ir pauksciy
liezuvio ir jvairiy vidaus organy mikoziy sukeléjas
[2, 7, 25, 36]. Todél jo vystymasis ant zZuvims skirty
paSary yra nepageidaujamas. Atkreiptinas démesys i
Exophiala Carm. genties grybus, iSskirtus i§ tirty Zu-
vims skirty kombinuotyjy paSary. Jau gana seniai
zinoma, kad S$itai genciai priklausantys grybai suke-
lia odos pilinius Pranciizijos, Anglijos, Olandijos,
gvedijos, Italijos, Kanados, JAV ir kity Saliy zZmo-
néms. DaZnai tai siejama su darbais Zuvininkystés
srityje. E. pisciphila riiSies grybai buvo iSskirti tiesiog
i§ puviniy, atsiradusiy Zuvies organizme, laSiSos sme-
geny [3, 35, 36]. Tadiau Sios risies grybai aptinkami
ir ant medZiy, Zoliy, dirvoZemyje [18].

Kai miSiniai zuvy paSarui pagaminami i§ mieziy,
kukuriizy ar kity gridy, kurie buvo gerai neisdzio-
vinti ir juose buvo lik¢ Fusarium Link ex Fr. genciai
priklausanciy mikromicety prady, po kurio laiko ga-
lima pastebeti ant miSiniy masés balksvai rausva ap-
naSa, kuris palaipsniui pleciasi, miSinio masé sulim-
pa i gumulélius. Tokio pasaro be toksiSkumo jverti-
nimo naudoti nereikéty, nes kai kuriy Sios genties
rasiy grybai gamina toksinus: moniliformina, zeara-
lenong, fuzaro riigsti, eniatinus, naftokvinonus, tri-
chotecinus, butenolidg [2, 3, 14, 22, 23, 34, 35]. Mi-
néti ir kiti toksiSki Fusarium genties gryby | aplinka
iSskirti antriniai metabolitai daro paSarg pavojingu
zuvims. Tokiu paSaru mintancios zuvys nusilpsta, pra-
deda kisti jy svoris, blog€ja apetitas, jos nustoja mai-
tintis, sustipréja jy Zarnyno peristaltika, véliau pasi-
reiSkia adinamija ir daugelis zuvy zuva. Tokiy Zuvy
Ziauny srityje pastebimi rySkiis nekrozés pozymiai.
Atlikus skrodima, matyti pokyciai vir§kinamajame
trakte ir parenchiminiuose organuose. Zuvy toksi-
koziy simptomai rySkesni, kai vandens temperatiira
nepakyla auksciau kaip 15°C. Tokiais atvejais paste-
bimi aeromonozés simptomai, kurie siejami su orga-
nizmo imuninés sistemos toksiniais paZeidimais [2,
6, 10, 22, 23].

Daznai ant zuvy pasary aptikti Mucor hiemalis
rasies grybai (2 pav.) Zmoniy ir gyvuliy patogenams
nepriskiriami. Dél didelio paplitimo, gebé&jimo vysty-
tis ant jvairiy substraty, greitai keisti savo funkcines
savybes rusies grybai gali biiti potencialiis alerginiy
ligy ir toksikoziy sukéléjai. Tai parodé atlikty tyri-
my rezultatai. Pavieniais atvejais jie registruoti kaip
virSutiniy kvépavimo taky mikoziy sukeléjai [39, 41].
IS zuvy paSary isskirti Sclerotinia sclerotiorum gen-
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2 pav. Mucor hiemalis rusies gryby sporangékociai ir spo-
rangeés, x 700

Fig. 2. Sporangium stalks and sporangia of Mucor hiemalis
species fungi, x 700

ties grybai iSskiria i aplinka sklering, izokumarino
darinius — sklerotining A ir B, sklerona ir izosklero-
na, kurie stabdo aukStesniyjy augaly augima [41, 46].
Tarp Sio grybo metabolity aptinkami 8-metoksipso-
ralenas ir 4, 5, 8-trimetil-psaralenas, kurie sukelia
Zmoniy odos dermatitus [41, 42]. Ypatingas déme-
sys atkreiptinas i i§ zuvy paSary isskirtus Scolecoba-
sidium genties dviejy rasiy grybus (3 pav.), kurie
parazituoja vaivorykstinius upétakius, laSiSas, varles
[3, 16, 41]. Jy iSplitimas Zuvy Sérykly zonose gali
biiti pavojingas zuvims ir aplinkai.

IS Zuvy paSary iSskirty mikroskopiniy grybuy ge-
béjimo gaminti toksinius antrinius metabolitus pir-
minis jvertinimas buvo atliktas auginant juos ant ant-
rinj metabolizma skatinanciy agarizuoty terpiy: mie-
liy ekstrakto + sacharozés (YES) ir Capeko + mie-
liy ekstrakto (CYA), kontrolei naudota standartiné

3 pav. Scolecobasidium tshawytschae ruiSies gryby konidijy
i§vaizda, x 2000

Fig. 3. Appearance of conidia of Scolecobasidium tsha-
wytschae species fungi, x 2000

Capeko terpé. Mikroskopinio grybo gebéjimas ga-
minti antrinius metabolitus buvo vertinamas pagal
pigmento iSskyrima ant minéty selektyviniy terpiy
bei nejprasto kolonijos spalvos pakitimo, palyginti
su kolonijos spalva, augant Siam grybui ant agari-
zuotos standartinés Capeko terpés. Aktyviausiai ant-
rinius metabolitus gaminancios gryby padermés bu-
vo atrinktos ir patikrintas jy poveikis laboratorinéms
peléms BALB/c. Siy tyrimy statistiskai apdoroti re-
zultatai pateikiami 2 lenteléje.

IS 2 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad ban-
domuoju laikotarpiu peliy kiino svoris labiausiai su-
mazeéjo veikiant: Aspergillus fumigatus M-22, A. niger
LR- 7, Fusarium sprotrichioides BA-4, Mucor hiema-
lis M-44, Penicillium chrysogenum SL-4, P commune
LR-10, P steckii PS-3, P stoloniferum M-51, P varia-
bile S-11 (4 pav.), Rhizopus stolonifer SG-9 grybams.

2 lentelé. Mikroskopiniais grybais uzkrésty BALB/c peliu iSgyvenimas, kiino ir bluznies svorio pakitimai (pagal
ANOVA): NS - statistiSkai nepatikimas skirtumas, palyginti su kontrole, * — statistiSkai patikimas (p < 0,05) skir-
tumas, palyginti su kontrole, ** — statistiSkai patikimas (p < 0,01) skirtumas, palyginti su kontrole, + — grupéje visos
pelés krito, —/+ — kai kurios pelés grupéje krito, — — grupeje visos pelés iSgyveno

Table 2. Survival of BALB/c mice infected by microscopic fungi and weight changes of their body and spleen
(according to ANOVA): NS - difference compared with the control group is not statistically significant, * — diffe-
rence compared with the control group is statistically significant (p < 0.05), ** — difference compared with the
control group is statistically significant (p < 0.01), + — all mice in the group died, —/+ — some mice in the group
died, — — all mice in the group survived

Tirtas grybas ir jo padermé Kano svorio pokytis Bluznies svoris ISgyvenimas

1 2 3 4
Alternaria alternata SLV-3 NS o -
Alternaria alternata PA-3 NS NS —/+
Aspergillus fumigatus M-22 o o +
Aspergillus niger LR-7 o * +
Aspergillus niveoglaucus PSK-4 * NS -
Aspergillus penicilloides GR-11 * * —/+
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2 lentele (tesinys)
Table 2 (continued)

1 2 3 4
Aspergillus restrictus RA-1 < B =
Cladosporium cladosporioides PO-10 o NS -
Fusarium moniliforme S-29 NS * -
Fusarium solani JR-5 * B =
Fusarium sporotrichioides BA-4 o ok +
Fusarium sporotrichioides M-62 * NS h
Mucor hiemalis M-44 ok e +
Penicillium paxilli JR-4 * S =
Penicillium canescens V-6 * S =
Penicillium chrysogenum SL-4 o D —/+
Penicillium claviforme S-4 NS o -
Penicillium commune LR-10 *E & +
Penicillium expansum KO-6 * * —/+
Penicillium expansum O-25 * NS +
Penicillium italicum MA-3 NS o =
Penicillium spinulosum S-22 NS o =
Penicillium steckii PS-3 *E & +
Penicillium stoloniferum KO-15 * 0 h
Penicillium stoloniferum M-51 o NS —/+
Penicillium variabile S-11 ko o +
Penicillium verrucosum M-1 NS ko =
Penicillium viridicatum BL-77 * o +
Rhizopus stolonifer SG-9 o ok =
Sclerotinia sclerotiorum BR-19 * e =

4 pav. Penicillium variabile rusies gryby susiformavusiy vai-
siakiiniy bendras vaizdas, x 1000

Fig. 4. General view of ripe fruiting bodies of Penicillium
variabile species fungi, x 1000

Del Alternaria alternata SLV-3, Aspergillus fumi-
gatus M-22, A. restrictus RA-1, Fusarium solani
JR-5, E sporotrichioides BA-4, Penicillium paxilli
JR-4, P canescens V-6, P chrysogenum SL-4, P cla-
viforme S-4, P italicum MA-3, P spinulosum S-22,
P variabile S-11, P verrucosum M-1, P viridicatum
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BL-77, Rhizopus stolonifer SG-9, Sclerotinia sclero-
tiorum BR-19 poveikio sumazéjo tirty peliy bluz-
nies Svoris.

Dél Aspergillus fumigatus M-22, A. niger LR-7,
Fusarium sprotrichioides BA-4 ir M-62, Mucor hie-
malis M-44, Penicillium commune LR-10, P expan-
sum O-25, P steckii PS-3, P stoloniferum KO-15,
P variabile S-11, P, viridicatum BL-77 gryby poveikio
bandymo salygomis visos pelés krito. Kity tirty mik-
roskopiniy gryby padermiy poveikis BALB/c pelems
buvo silpnesnis: krito tik pavienés arba iSgyveno
Visos.

Pasibaigus tyrimo laikotarpiui, iSlikusios gyvos pe-
lés buvo skrodziamos, nustatomi jy vidaus organy
morfologiniai ir anatominiai pokyciai (3 lentelé). I§
3 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad visais at-
vejais del gryby poveikio padidéja peliy limfmazgiai,
organai pasidengia apnaSu, kuriame susidaro grybo
Zidiniai, organai tarpusavyje suauga, todél negali nor-
maliai funkcionuoti, mazéja jy svoris, atskiri indivi-
dai ziva.

Mikroskopiniy gryby toksiSkumas Saltakraujams
gyviinams buvo patikrintas atliekant bandymus su
karpiais. Siam tyrimui buvo pasirinktos 4 mikromi-
cety padermeés, sukélusios imia toksikoze BALB/c
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3 lentelé. Mikroskopiniy grybu sukelti BALB/c peliu vidaus organuy pokyciai
Table 3. Changes of internal organs of BALB/c mice caused by microscopic fungi
Uzkrétimui Bandymo
naudotos variante
Grybas ir grybo kritusiy
padermé suspensijos peliy Nustatyti iSorés ir vidaus organy pokyciai
1 ml dozés skaicius ir
titras laikas
(pradai /ml)
Alternaria 1 pele — Iskrite plaukai kaklo ir pilvo srityje, padidéje limfmazgiai, bluznis
alternata 8,0 - 107 antra parg priaugusi prie Zarnyno ir pilvaplévés, kepenys pabalusios, ant
PA-3 pilvaplévés issétiniai grybo dariniai.
Aspergillus 1 pele — ISpusti pilvai, padideje limfmazgiai, bluznis priaugusi prie Zar-
penicilloides 6,0 - 107 vienuoliktg nyno arba inksty, ant diafragmos, kepeny ir Zarnyno apnasas
GR-11 para arba pavieniai grybo zidiniai.
Aspergillus 6,0 - 107 Visos pelés Padidéje limfmazgiai, kepenys ir bluznis padengta baltu apnasu,
restrictus iSgyveno ant kepeny pavieniai grybo Zzidiniai, kai kuriy peliy bluznis pri-
RA-1 augusi prie zarnyno arba pilvapléves.
Cladosporium 6,0 - 107 Visos pelés Padidéje limfmazgiai, bluznis nepakitusi, kai kuriy peliy bluznyje
cladosporioides iSgyveno ir kepenyse pavieniai grybo Zzidiniai.
PO-10
Penicillium 7,0 - 107 Padidéje limfmazgiai, bluznis priaugusi prie Zarnyno, ant bluZnies
canescens ir kepeny baltas apnaSas ir iSsisklaide grybo dariniai.
V-6
Penicillium 1 pele — Padidéje limfmazgiai, bluznis priaugusi prie Zarnyno, ant bluZznies,
chrysogenum 6,0 - 107 keturiolikta ~ kepeny, Zarnyno grybo zidiniai.
KO-6 para
Penicillium 1 pele — Padidéje limfmazgiai, bluznis priaugusi prie Zarnyno ar inksty, ant
expansum 7,0 - 107 dvylikta bluznies, kepeny apnaSas ir pavieniai stambis grybo zidiniai.
KO-15 para
Penicillium 1 pele — Padidéje limfmazgiai, bluznis priaugusi prie Zarnyno arba pilva-
stoloniferum 8,0 - 107 pirma plévés, ant bluznies, kepeny, Zarnyno apnaSas, pavieniai grybo
M-51 para zidiniai.
Rhizopus Visos Padidéje limfmazgiai, bluznis ir kepenys priaugusios prie pilva-
stolonifer 6,0 - 107 pelés plévés arba suaugusios su zarnynu, ant pilvapléveés, kepeny, inksty,
SG-9 iSgyveno bluznies apnasas.
Sclerotinia Visos Pilvai iSpusti, padidéje limfmazgiai, kepenys ir bluznis priaugusios
sclerotiorum 6,0 - 107 pelés prie Zarnyno ir pilvapléves, kuri kartu su kepenimis, bluznimi, dia-
BR-19 iSgyveno fragma padengta apnasu, ant inksty — grybo zidiniai.

peléms anksciau atlikty bandymy metu: Aspergillus
fumigatus M-22, A. niger LR-7, Mucor hiemalis M-
44, Penicillium variabile S-11. Anksciau aprasytais me-
todais uzkrétus po 5 analogiS$komis salygomis laiky-
tus dvivasarius karpius, po 16 pary karpiai buvo is-
skrosti, jvertinti jy organy morfologiniai ir anatomi-
niai pakitimai (4 lentelé).

IS 4 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad gry-
by paveikty zuvy pilvo ertméje padaugéja skyscio.
80% isskrosty zuvy vidaus organai tarpusavyje buvo
suauge, redukuoti, sunyke, kepeny spalva ir konsti-
tucija pakitusi, daznai kepenys buvo sustandéjusios,

peraugusios jungiamuoju audiniu. Kai kuriy zuvy
kepenys buvo degraduotos, suriebéjusios, jose nusta-
tyta hepatocity lipidiné infiltracija. Vidaus organuo-
se — kepenyse, bluznyje, inkstuose rastos geltonai
rudy granuliy sankaupos, kai kuriy individy orga-
nuose jos pavien¢s, difuziSkai pasklidusios, kity —
gausios, apgaubtos jungiamojo audinio kapsulémis ir
sudaro incistuotas granulomas. Gryby pazeisty Zuvy

........

visg inksty parenchimg. Nekrotiniy zidiniy plote ran-
dami rausvai gelsvy suirusiy lasteliy likuciai, apsupti
limfoidiniy lasteliy ziedu.
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4 lentelé. Toksinus gaminanciu mikroskopiniy grybu poveikis dvivasariams karpiams, praéjus 16 pary po uzkrétimo
grybais
Table 4. Influence of microscopic fungi producing toxins on 1+ carp after 16 days of fungal infection
Zuvims
suleistos 5 Tirty zuvy
vienkartinés | Zuvies skaicius ir svorio
Grybas ir jo gryby uzkrétimo vidurkis g: Morfologiniai ir anatominiai
paderme suspensijos | budas a) prie§ bandyma, | Zuvy organizmo pakitimai
1 ml titras b) po bandymo
(pradai/ml)

Aspergillus Per burng po 5 Zuvy elgsena nepakitusi. I§skrodus nustatyta:
fumigatus vidaus organai tarpusavyje suauge, redukuoti,
M-22 2,0 - 108 Isvirksciant a) 48,0 = 0,26 kepenys tamsiai zalios spalvos, ceroidinés,

i pilvo ertme¢ | b) 39,7 £ 0,83 pastebimi koaguliaciniai ir riebaliniai hepato-
city nekrozes zidiniai
Aspergillus Per burng po 5 Zuvy elgsena nepakitusi. I$skrodus nustatyta:
niger vidaus organai tarpusavyje suauge, preparuo-
LR-7 2,0 - 108 I8virksciant a) 38,0 = 0,11 jant sunku bluznj atskirti nuo kepeny. Kepenys
i pilvo ertme¢ | b) 30,8 = 0,74 rusvos, kietos konsistencijos, bluznyje ir inks-
tuose geltonai rudos granulés
Penicillium Per burng po 5 Zuvy elgsena nepakitusi. I§skrodus nustatyta:
variabile peritonitas, vidaus organy tarpusavio suaugimas,
S-11 2,0 - 10® ISvirksciant a) 40,0 = 0,08 ant kepeny, plaukiojimo puslés, inksty, zar-
i pilvo ertme¢ | b) 36,8 = 0,53 nyno — apvalios démes, kurias sudaro tamsios
nedideles grybo kolonijos, iSsibars¢iusios ant vi-
sy organy pavirSiaus
Mucor Per burng po 5 Zuvy elgsena nepakitusi. I§skrodus nustatyta:
hiemalis kepenys degeneruotos, suriebejusios, hepato-
M-44 2,0 - 10® I8virksciant a) 38,0 = 0,14 city lipidiné infiltracija. Nekrotiniai zidiniai pa-
i pilvo ertme | b) 30,7 = 0,16 siskleide organy pavirSiuje

Siekiant iSaiSkinti Zuvy galimybes uZsikresti mik-
roskopiniy gryby pradais natiiraliomis salygomis bei
iSaiSkinti gryby paZeisty paSary jtaka Zuvims suorga-
nizuotas specialus 30 pary trukes tyrimas, kurio me-
tu po 5 karpius buvo auginama 2 atskiruose aeruo-
jamuose akvariumuose. Vieni karpiai buvo Seriami
pasarais, uzkrestais Aspergillus fumigatus M-22, kiti —
A. niger LR-7. Kontrolé¢ — 5 karpiai Serti neuzkrés-
tais paSarais. Vandens temperatiira acruojamuose ak-
variumuose buvo palaikoma 18-21°C. Kitokio paSa-
ro Zuvys negavo.

Aspergillus fumigatus M-22 ruSies grybais uzkrés-
tg paSara karpiai édé nenoriai, du karpiai po dviejy
savaiCiy taip nusilpo ir sulies¢jo, kad 14 ir 15 para
Zzuvo nuo kacheksijos — bendro organizmo iSsekimo.
ISskrodus Zuvusias zuvis rySkiy gryby sukelty pato-
loginiy pakitimy nenustatyta. Ta¢iau diagnozuotas pe-
ritonitas, vidaus organai tarpusavyje buvo suauge, ke-
penys Zalsvai rudos, standZios, ceroidinés konsisten-
cijos, inkstai rudi, puris, vandeningi. Mikroskopuo-
jant kepeny, bluznies ir inksty audiniy suspaustus
preparatus rastos gausios geltonai rudy granuliy san-
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kaupos. Galima teigti, kad jy atsiradimo priezastis
yra grybo toksiny sukelti vidaus organy sistemoje
vykstantys nekrozés procesai. 3 karpiai i§gyveno visa
bandymo laikotarpj. Bandymo pabaigoje karpiai bu-
vo sulyse. ISskrosty zuvy vidaus ertmése rasta ne-
daug skysCiy, daugiau drebuciy pavidalo skaidrios
mases, sukibusios su vidaus organais ir pilvapléve.
Preparuojant parenchiminius organus buvo sunku at-
skirti nuo Zarnyno. Kepenys tamsiai rudai zalios, kie-
tos konsistencijos, ceroidinés, kepeny audinys per-
auges jungiamuoju audiniu. Tulzies puslé pripildyta
tamsiai rudai Zalio skys¢io. Bluznis tamsiai raudona,
sunykusi, sunkiai atskiriama nuo kepeny. BluZnies
audiniuose pastebétas grybo vystymasis ir susiforma-
ve vaisiakiiniai (5 pav.). Inkstai vandeningi, istize,
degeneruoti, parenchimoje néra hemopoetinio — su
kraujo gamyba susijusio audinio. Kepeny, bluznies
ir inksty parenchimos audinyje gausu rudai geltony
granuliy sankaupy, bluZnyje jos sudaré iStisus kon-
glomeratus. Cia buvo aptinkamos ir sferinés jungia-
mojo audinio kapsulémis apgaubtos imuninés granu-
liomos (6 pav.).
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5 pav. Aspergillus fumigatus vaisiaktniai, aptikti karpio
bluZnies audiniuose, praéjus 30 pary po parenteralinio gry-
by spory suleidimo, x 150

Fig. 5. Fruiting bodies of Aspergillus fumigatus found in
splenic tissue of carps after 30 days of parental infection
with spores, x 150
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6 pav. Sferiné imuniné granulioma, susidariusi karpio inks-
tuose, x 400

Fig. 6. Spherical immune granuloma formed in kidneys
of carp, x 400

Aspergillus niger LR-7 grybu uzkrésta paSara kar-
piai éd¢ noriau, negu A. fumigatus M-22 pazeista pa-
Sara. Duotg paSary normg per para suésdavo ir at-
lieky palikdavo nedaug. Per visa bandymo laika Zu-
vys buvo judrios, gyvybingos, adekvaciai su kontroli-
nés grupes zuvimis reagavo j aplinkos dirgiklius. Ta-
¢iau jos palaipsniui lieséjo ir bandymo pabaigoje ju
jmitimo koeficientas buvo Zemiau kritinés sulieséji-
mo ribos (0,92-1,54). Pasibaigus bandymo laikui ir
Zuvis iSskrodus rasta: pilvo ertméje nedidelis kiekis
eksudato, organai sunyke, degeneruoti, tarpusavyje
suauge. Kepenys zaliai rudos, vietomis juodos, suau-
gusios su bluznimi, kuri sunykusi, tamsiai raudona.
Inkstai vandeningi, puris, degeneruoti. Tulzies pusle
pripildyta tamsiai zalio skysc¢io. Vidaus organuose ap-
tikta difuziSkai iSsisklaidZiusiy geltonai rudy granu-
liy sankaupy, kurios matyt susiformuoja i§ Zuvusiy

nekrotizuoty lasteliy (7 pav.). Siuo atveju lasteliy
nekrobiotinius procesus organy audiniuose ir laste-
liy nekrotizacija sukelé mikotoksinai.

Atlikto eksperimento rezultatai parodé, kad nors
tirti grybai karpiams Gimios toksikozés nesukelé, bet
stipriai pazeide vidaus organus. Tai patvirtina nusta-
tyti rySkiai iSreik§ti patomorfologiniai pakitimai vi-
daus organuose. Aspergillus fumigatus M-22 sukelti
degeneraciniai, nekrotiniai parenchiminiy organy pa-
kitimai audiniuose buvo masiSkesni, gilesni ir ne-
griztami.

7 pav. IS nekrotizuoty lasteliy susidariusios pigmentiniy
granuliy sferulos Salia karpio kraujo indo, x 400

Fig. 7. Pigmental granules formed from necrotic cells near
blood vessel of carp, x 400

REZULTATU APTARIMAS IR ISVADOS

Zuvy pasaruose aptinkami skirtingy rai$iy mikrosko-
piniy gryby pradai, kurie | ruoSiamus paSarus pa-
tenka i§ jvairiy aplinkos Saltiniy. ParuoStus pasarus
laikant sausomis salygomis gryby pradai yra ramy-
bés biikléje ir didesnio pavojaus jais besimaitinan-
¢ioms zuvims nekelia. Taciau jeigu zuvims skirti pa-
Sarai bus paruosti i§ gryby pradais uzkrésty ar pa-
Zeisty grudy arba jau paruosti paSarai laikomi drég-
nomis salygomis, kuriomis gryby pradai gali sudygti,
pradeti vystytis ir iSskirti i aplinkg metabolitus, ku-
riy dalis yra toksiSki Zuvims ir kitiems aplinkoje esan-
tiems gyviems organizmams, kyla didelis ekologinis
pavojus su neigiamomis ekonominémis pasekmémis.

IS Zuvims Serti skirty kombinuotyjy paSary buvo
iSskirti mikroskopiniai grybai, priklausantys 26 gen-
tims bei 65 rasims. Vienuose paSaruose Zenkliai dau-
giau aptikta Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizo-
pus, Rhizomucor, kituose — Fusarium, Botrytis, Exop-
hiala, Alternaria, Cladosporium, Scolecobasidium bei
kitoms gentims priklausanciy gryby prady. Tai matyt
priklaus¢ nuo paSary uzkrato Saltinio bei ty aplin-
kos salygy, kuriomis paSarai buvo ruo$iami ir nau-
dojami. Pirminis i§skirty mikroskopiniy gryby gebe-
jimo sintetinti ir i§skirti j aplinka toksiSkus antrinius
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metabolitus jvertinimas parode, kad tokias medzia-
gas gamina daugelis i§ zuvy paSary iSskirty pader-
miy, dazniausiai priklausanciy Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria gentims. Visos BALB/c pelés
zuvo uzkrétus jas Aspergillus fumigatus M-22, Asper-
gillus niger LR-7, Mucor hiemalis M-44, Fusarium
sprotrichioides BA-4 ir M-62, Mucor hiemalis M-44,
Penicillium commune LR-10, P expansum O-25, P
steckii PS-3, P. stoloniferum KO-15, P, variabile S-11,
P viridicatum BL-77. Pastaruyju riiSiy grybai gali biiti
vienas ekologiniy indikatoriy, nurodanciy paSary
kenksminguma aplinkos gyviems objektams. Nusta-
tyti rySkiis vidaus organy pakitimai mikroskopiniy
gryby pradais uzkrésty, taciau islikusiy gyvy BALB/
¢ peliy organizme. Budingiausi vidaus organy paki-
timai buvo: limfmazgiy padidéjimas, vidaus organy
padengimas apnasu, didesniy ar mazesniy grybo Zi-
diniy audiniuose susidarymas, organy tarpusavio su-
augimas. Be to, sumazeéja grybo pazeisty peliy svo-
ris, kai kurie individai zava.

Kai kuriy placiai paplitusiy gryby padermés pa-
vojingos ir Saltakraujams gyviams. Bandymo salygo-
mis karpius rySkiausiai paveiké Aspergillus fumigatus
M-22 ir Mucor hiemalis M-44 riSims priklausantys
grybai. Minétais grybais uzkrétus dvivasarius karpius,
nustatyti rySkiis vidaus organy patologiniai pakitimai.

Toksinus gaminantys mikroskopiniai grybai yra
svarbus ekologinis veiksnys, turintis jtakos kity bio-
loginiy sistemy egzistavimui aplinkoje ir ribojantis
s¢kmingg zZuvy veisimg tvenkiniuose. Kai kurie i§ pa-
Sary ir Sérykly aplinkos isskirti mikromicetai (Scole-
cobasidium humicola, S. tshawytschae) gali biti Zuvy
ligy priezastis.

Gauta
2002 05 15
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Albinas Lugauskas, Jurgita Stakéniené, Vytautas Keméza

TOXIN-PRODUCING MICROMYCETES ISOLATED
FROM FISH FODDER

Summary

During 2000-2001, contamination of grains and mixed
feed for fish feeding by propagules of microscopic fungi
was investigated. Using various nutrient media, fungal
strains were isolated, pure monocultures were gained and
their taxonomic position was determined. Fungi isolated
from fodder were determined to belong to 26 genera and
65 species. The abundance of fungal propagules in fod-
der varied. Fungi of the genera Rhizopus, Penicillium, As-
pergillus and Mucor prevailed in one of kind fodder, Fu-
sarium, Exophiala, Scolecobasidium, Alternaria, Cladospo-
rium and other genera increased slightly in another kind
of fodder.

Some isolated fungal species synthesize intensively and
excrete toxic secondary metabolites which affect the fod-
der quality, retard fish growth and negatively influence
the ecological situation of the environment. According to
the obtained results, such properties were observed for
strains of the following species isolated from fish fodder:
Aspergillus penicilloides GR-11, A. fumigatus M-22, A. ni-
ger LR-7, Penicillium variabile S-11, P chrysogenum SL-4,
P expansum KO-6, P viridicatum BL-77, P steckii PS-3,
Fusarium sprotrichioides BA-4, F. moniliforme S-29, Alter-
naria alternata SLV-3, Sclerotinia sclerotiorum BR-19.

In fish feeding-places, fungi of the genus Scolecobasi-
dium were isolated. These fungi in other countries are
known to be dangerous fish parasites, especially S. tsha-
wytschae, which spreading in pounds can become a serio-
us ecological and economic problem.

Key words: microscopic fungi, toxins, fodder, para-
sites
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