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STRESZCZENIE

DROZDZE IZOLOWANE ZE SLEDZIA BALTYCKIEGO (CLUPEA HARENGUS
MEMBRAS L.) POLAWIANEGO DO CELOW KONSUMPCYJNYCH

Kamila Kulesza

Wydziat Biologii i Biotechnologii

Rozprawa doktorska wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny Biedunkiewicz

Katedra Mikrobiologii 1 Mykologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Drozdze sa organizmami kosmopolitycznymi, wystepujacymi i krazacymi w catej
biosferze, wlacznie z ontosferg zwierzat i ludzi. Wszystkie krggowce, w tym ryby, moga
by¢ zasiedlane przez mikrogrzyby o zrdznicowanym statusie troficznym
I taksonomicznym. Ryby, jako nosiciele potencjalnych zoo- i antropogenicznych drozdzy
workowych i podstawkowych, opisywane sa rzadko. Informacje na temat mykobioty
u ryb, szczegolnie tych zyjacych w srodowiskach stonych, rowniez nie sg zbyt obszerne.
Wigkszo$¢ opracowan dotyczy wystegpowania drozdzy u osobnikéw chorych Iub
zyjacych w akwakulturach. Dlatego tez celem niniejszych badan byta ocena
réznorodno$ci gatunkowej drozdzy kolonizujacych rdézne ontocenozy zdrowych
osobnikow $ledzia battyckiego (Clupea harengus membras L.), potawianego do celow
konsumpcyjnych, z uwypukleniem metod identyfikacji i wtasciwosci biochemicznych
wyizolowanych mikrogrzybow.

Materiat do badan stanowity drozdze wyizolowane z pyska, skrzeli, watroby 1 jelit 182
osobnikow $ledzi potawianych do celow konsumpcyjnych. Wymazy pobierano od
zwierzat w grudniu 2016 1 2019 roku oraz na przetomie kwietnia i maja 2018 roku.
Identyfikacji gatunkowej drozdzy dokonywano przy uzyciu metod klasycznych (analiza
cech morfologicznych i fizjologicznych) oraz molekularnych, zgodnie ze standardowymi
procedurami stosowanymi w laboratoriach mykologicznych. Sprawdzano réwniez
zdolnos$¢ izolatow drozdzy do wzrostu w 37°C w celu wylonienia potencjalnych
antropopatogendow. Dodatkowo dla jednego wybranego izolatu z kazdego gatunku,
wykonano testy API1 20C AUX (identyfikacja gatunkowa drozdzy na podstawie zdolnos$ci
grzybow do przyswajania wegla z roznych zrodet), API ZYM (okreslenie aktywnosci
enzymatycznej drozdzy) oraz ATB FUNGUS 3 (badanie wrazliwosci na leki
przeciwgrzybicze).

Podczas przeprowadzonych badan tacznie uzyskano 260 izolatow drozdzy, nalezacych
do 22 gatunkoéw z 12 rodzajow. Drozdze workowe stanowity zdecydowang wiekszos$¢,
w porownaniu z drozdzami podstawkowymi. Najwigksze zroéznicowanie gatunkowe
odnotowano w pysku 1 skrzelach, rzadziej drozdze kolonizowaty jelita 1 watrobe. We
wszystkich badanych ontocenozach wystgpowaty: A. domesticum, C. parapsilosis,
D. hansenii, P. kudriavzevii, R. mucilaginosa i Y. lipolytica. Wsr6d wyizolowanych
drozdzy odnotowano 1 gatunek uznawany jako ogdlnie bezpieczny (GRAS — ang.
Generally Regardes As Safe) oraz 10 gatunkéw nalezgcych do 1 grupy biobezpieczenstwa
I 5 do BSL-2 (BSL — ang. BioSafety Level). Uzywajac testow do identyfikacji grzybow
API20C AUX, prawidtowo okreslono przynalezno$¢ gatunkowgq jedynie 3 z 22 badanych



izolatéw. Drozdze wykazywaly stabe zdolnosci fermentacyjne weglowodanow, przede
wszystkim enzymatycznie przeksztatcaly glukoze. NajczeSciej asymilowanym przez
drozdze cukrem réwniez byta glukoza, rzadziej maltoza, sacharoza i galaktoza.
Wiekszo$¢ drozdzy wykazywato zdolno$¢ do wzrostu w podwyzszonej temperaturze
otoczenia. Wszystkie, sposréd wybranych izolatow grzybow, charakteryzowaty sig
aktywnos$cig enzymatyczng fosfohydrolazy naftolowej AS-BI, fosfatazy kwasnej,
arylamidazy leucynowej, fosfatazy zasadowej, esterazy, lipazy esterazowej i arylamidazy
walinowej. Najwyzszg aktywno$¢ hydrolityczng obserwowano u C. albicans
I A. montevideense. Drozdze wykazywaly najwicksza oporno$¢ w stosunku do
itrakonazolu, rzadziej do amfoterycyny B i flukonazolu, zas$ najbardziej wrazliwe byly na
dziatanie worikonazolu i 5-flucytozyny.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze ontocenozy $ledzia battyckiego sg zasiedlane przez
szerokie spektrum taksonomiczne drozdzy o réznorodnych cechach fizjologicznych
i biochemicznych. W celu identyfikacji mikrogrzybow izolowanych ze $ledzi, metody
klasyczne i molekularne, powinny by¢ wzajemnie uzupeliane. Komercyjne szeregi
biochemiczne wykazuja niski stopien prawidlowego okre§lenia przynaleznosci
gatunkowej drozdzy izolowanych ze srodowisk stonych, w zwigzku z czym wydajg si¢
by¢ nieprzydatne. Wigkszos¢ uzyskanych izolatow grzybow notowano z rezerwuarow
morskich. Mikrogrzyby w ontocenozach $ledzi baltyckich stanowig cz¢$¢ mikrobioty
komesalicznej, moga one by¢ takze potencjalnymi zoo- i antropopatogenami. Swiadczy
o tym m.in. zdolno$¢ do wzrostu w podwyzszonej temperaturze otoczenia i aktywno$¢
enzymatyczna. W zwigzku z czestoscig wystgpowania drozdzy w $ledziach i srodowisku
ich zycia, a takze przetworach $ledziowych, ich obecno$¢ powinna by¢ stale
monitorowana w ujeciu mykologicznym.



ABSTRACT

YEASTS ISOLATED FROM BALTIC HERRING (CLUPEA HARENGUS MEMBRAS
L.) CAUGHT FOR HUMAN CONSUMPTION

Kamila Kulesza
Faculty of Biology and Biotechnology
The doctoral thesis was written under the supervision of dr hab. Anna Biedunkiewicz

Department of Microbiology and Mycology, Faculty of Biology and Biotechnology,
University of Warmia and Mazury in Olsztyn

Yeasts are cosmopolitan organisms, found and circulating throughout the biosphere,
including the ontosphere of animals and humans. All vertebrates, including fish, can be
inhabited by microfungi of various trophic and taxonomic status. Fish are rarely described
as carriers of potential zoo- and anthropogenic ascomycetous and basidiomycetous
yeasts. Information on the mycobiota in fish, especially those living in salty
environments, also is not extensive. Most studies concern the occurrence of yeasts in sick
individuals or in aquaculture. Therefore, this study aimed to assess the diversity of yeast
species colonizing various ontocenoses of healthy individuals of Baltic herring (Clupea
harengus membras L.) caught for consumption, with emphasis on identification methods
and biochemical properties of isolated microfungi.

The research material consisted of yeasts isolated from the mouth, gills, liver, and
intestines of 182 herring individuals caught for consumption. Swabs were taken from
animals in December 2016 and 2019 and between April and May 2018.

Yeast species identification was performed using classical (analysis of morphological and
physiological features) and molecular methods in accordance with standard procedures
used in mycological laboratories. The ability of yeast isolates to grow at 37°C was also
tested to identify potential anthropopathogens. In addition, for one selected isolate from
each species, APl 20C AUX tests (identification of yeast species based on the capacity of
fungi to absorb carbon from various sources), APl ZYM tests (determination of the
enzymatic activity of yeasts), and ATB FUNGUS 3 tests (sensitivity test to antifungal
drugs), were performed.

During the research, a total of 260 yeast isolates were obtained, belonging to 22 species
from 12 genera. Ascomycetous yeasts constituted the vast majority in comparison with
basidiomycetous yeasts. The most remarkable species diversity was noted in the mouth
and gills, less often yeast colonized the intestines and liver. In all the studied ontocenoses,
there were: Apiotrichum domesticum, Candida parapsilosis, Debaryomyces hansenii,
Pichia kudriavzevii, Rhodotorula mucilaginosa and Yarrowia lipolytica. Among the
isolated yeasts, 1 species was recognized as generally safe (GRAS — Generally Regardes
As Safe), and 10 species belonging to the 1% BioSafety group and 5 to BSL-2 (BSL —
BioSafety Level), respectively, were recorded. Using the APl 20C AUX fungi
identification tests, only 3 of the 22 tested isolates were correctly identified as species.
Yeast showed poor fermentation capacity of carbohydrates, mainly they were able to
perform enzymatic conversion of glucose. Glucose was also the most frequently
assimilated sugar by yeast; maltose, sucrose, and galactose less regularly. Most of the
yeasts showed the ability to grow at elevated ambient temperatures. All of the selected
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fungal isolates were characterized by the enzymatic activity of naphthol
phosphohydrolase AS-BI, acid phosphatase, leucine arylamidase, alkaline phosphatase,
esterase, esterase lipase, and valine arylamidase. The highest hydrolytic activity was
observed in C. albicans and A. montevideense. Yeasts showed the greatest resistance to
itraconazole, less frequently to amphotericin B and fluconazole. They were most sensitive
to voriconazole and 5-flucytosine.

The obtained results indicate the ontocenoses of the Baltic herring are inhabited by
a broad taxonomic spectrum of yeasts with various physiological and biochemical
features.To identify microfungi isolated from herring, classical and molecular methods
should complement each other. Commercial biochemical series show a low degree of
correct determination of the species affiliation of yeasts isolated from salty environments
and therefore seem useless. Most of the obtained fungal isolates were recorded from
marine reservoirs. Microfungi in the Baltic herring ontocoenoses are part of the
commensal microbiota, but they can also be potential zoo- and anthropopathogens. This
is evidenced, among others, by the ability to grow at elevated ambient temperatures and
enzymatic activity. Due to the frequency of yeast occurrence in herring and their living
environment and herring products, their presence should be constantly monitored in terms
of mycology.



1. Wstep

1.1. Wprowadzenie do taksonomii drozdzy

Grzyby stanowia jedng z wazniejszych i najbardziej zrdéznicowanych grup
organizméw wystepujacych w  wiekszosci ekosysteméw na Ziemi (BAHRAM
i NETHERWAY 2022). Sg one okreslane jako organizmy euryekologiczne, ze wzgledu na
ich zdolno$ci przystosowawcze do zmiennych warunkéw $rodowiska oraz réznorodnosé
jednostek taksonomicznych (BoGustAwska-WAS 2010). Wystepowanie grzybow
w $rodowiskach réznigcych si¢ wyraznie wihasciwosciami fizykochemicznymi i ich
szeroki zakres tolerancji na zmiany czynnikéw srodowiskowych, takich jak temperatura
otoczenia, zasolenie, wilgotno$¢, kwasowo$¢, ci$nienie oraz nasycenie tlenem
w $rodowisku zycia, wynika z ogromnej plastyczno$ci ekofizjologicznej i zywotnosci
grzybow (DYNOWSKA 2018). W poréwnaniu z bakteriami, sa organizmami mniej
wymagajacymi troficznie i zdolnymi do znoszenia wysokich stezen materii organiczne;.
Sposdb odzywania grzybow na drodze osmotrofii pierwotnej, polegajacej na wydzielaniu
egzoenzymdOw, a nastgpnie catkowitym lub czeSciowym trawieniu substratow
i wchianianiu produktow rozktadu na drodze osmozy, wptywa w duzej mierze na ich
plastycznos¢ wzgledem $rodowiska (DYNOWSKA 2008). Zmienno$¢ profilu
ekologicznego $rodowiska, powoduje, ze te same genotypy grzybow moga ulegal
zroznicowaniu fenotypowemu. Z tego wzgledu, identyfikacja gatunkowa oparta
wylgcznie na podstawie okreSlonych cech morfologicznych 1 fizjologicznych,
spowodowata tworzenie nowych jednostek taksonomicznych dla opisanych juz gatunkoéw
(BoGust.AwWsKA-WAS 2010). Dlatego tez analizy sekwencji molekularnych, w ostatnich
latach czgsto uzywane przez mykologow, umozliwity ujednolicenie cze$ci nazw
gatunkow, poszerzyly wiedze na temat r6znorodnosci filogenetycznej (WIJAYAWARDENE
i in. 2017), ukazaty polifiletyczny charakter wielu rodzajow grzybow (PANG i in. 2003),
a takze pozwolity na konstruowanie powigzan ewolucyjnych (HYDE i in. 2017; Liu i in.
2016).

Wiedza na temat roznorodnosci gatunkowej grzyboéw wciaz  jest
niewystarczajaca. Liczby gatunkow podawane przez badaczy podczas podejmowanych
prob szacowania bogactwa gatunkowego sg rozbiezne. HAWKSWORTH (1991) stwierdzit,
ze na Ziemi wystepuje okoto 1,5 miliona gatunkow, z kolei BLACKWELL (2011) podat

liczbe 5,1 miliona. HAWKSWORTH i LUCKING (2017), na podstawie przegladu danych
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dotyczacych roznorodnos$ci grzybow w oparciu o badania sekwencji srodowiskowych
zasugerowali, ze liczba gatunkéw grzybow miesci si¢ pomiedzy 2,2 a 3,8 miliona. Do tej
pory opisanych zostato jedynie ponad 140 000 gatunkow (HAWKSWORTH i LUCKING
2017; WIAYAWARDENE i in. 2017), z czego wigkszo$¢ z nich zasiedla ekosystemy

ladowe.

W 1767 roku Linneusz zaklasyfikowal grzyby do kroélestwa roslin. Z tego
wzgledu wiele poje¢ mykologicznych ma w swoim zrodtostowie nawigzanie do
terminologii ro$linnej, na przyktad ,.flora grzybicza” aktualnie zastgpowana terminem
»mykobiota”. Pierwsza propozycja utworzenia trzeciego krolestwa zostata
zaproponowana przez Jahn i Jahn w 1949 roku, jednak nie zostata przyjeta przez ICBN
(ang. International Code of Botanical Nomenclature) i dopiero stworzony przez Moore’a
opis krolestwa Fungi w 1980 roku spotkal si¢ z aprobatg $rodowiska naukowego
(KrRzYSCIAK 1 in. 2011). Taksonomia grzybéw ma do$¢ burzliwg histori¢ i dopiero
w ostatnich latach, w miar¢ rozwoju genomiki i filogenomiki, zaczyna by¢ wyjasniana.
Na podstawie obecnej wiedzy krolestwo grzybow dzieli si¢ na dziewie¢ typow:
Opisthosporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota,
Zoopagomycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Basidiomycota i Ascomycota
(NARANJO-ORITZ i GABALDON 2019). Jako charakterystyczne cechy wszystkich grzybow
wymienia si¢ nastgpujace: 1) zwykle sg organizmami jednokomoérkowymi lub
wytwarzajagcymi grzybnig, 2) W ich Scianie komorkowej (przynajmniej w zarodnikach)
wystepuje chityna i PB-glukan, 3) obecnos¢ szlaku kwasu amino-adypinowego
w biosyntezie lizyny oraz 4) obecnos¢ sptaszczonych grzebieni mitochondrialnych. Ze
wzgledu na réznorodno$¢ grzybow istnieja jednak liczne wyjatki w tej kwestii (ADL I in.
2018). Nalezy zwr6éci¢ uwage na fakt, ze okreSlenia taksonomiczne grzybow
niedoskonatych: Deuteromycota, Fungi Imperfecti, grzyby strzgpkowe Hyphomycetes
i inne, aktualnie nie sa poprawne, a wigkszo$¢ jednostek przeklasyfikowano
i przydzielono do innych taksonow, zazwyczaj do gromady Ascomycota. Dokonano tego
dzigki intensywnym badaniom nad zalezno$ciami miedzy stadium doskonatym grzybow
(rozmnazajacych si¢ na drodze piciowej — teleomorfa) ze stadium niedoskonatym
(wykazujacych rozmnazanie bezplciowe — anamorfa). Powigzania miedzy dwoma
stadiami ustalono w wyniku taczenia rdéznoimiennych izolatow anamorficznych
z obserwacjg rozwoju stadiow plciowych, a takze badan nad podobienstwem

genetycznym  (KrzySciak i1 in. 2011). Drozdze stanowigce najmniejsze,
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jednokomoérkowe mikroorganizmy eukariotyczne (RAGHKUMAR 2017), naleza do

krélestwa grzybow.

W  przesztosci drozdze rozdzielano na drozdze wiasciwe 1 grzyby
drozdzopodobne lub drozdzoidalne. Twierdzono, ze drozdze wtasciwe stanowi wylgcznie
rodzina Saccharomycetaceae (klasa Ascomycetes), wytwarzajaca worki. Jako grzyby
drozdzopodobne okreslano niejednorodng grupe, w ktérej podstawowag forma
rozmnazania byto paczkowanie. Nalezaty one do réznych rodzin, tj. Cryptococcceae
(klasa Deuteromycetes) czy Sporobolomycetaceae (klasa Basidiomycetes). Taki podziat
taksonomiczny, mimo iz sztuczny, upraszczat identyfikacj¢ oraz utatwiat sporzadzanie
zwigztych 1 spojnych logicznie diagnoz. Klasyfikacja drozdzy witasciwych 1 grzybow
drozdzopodobnych opierala si¢ na morfologii grzybni, zdolno$ci do tworzenia
filamentow i1 chlamydospor oraz poréwnywaniu wtasciwosci biochemicznych izolatow,
takich jak fermentacja czy asymilacja, z biegiem czasu dodajac metody serologiczne
i chromatograficzne (DYNOWSKA 1995). Rozwinigcie si¢ technik biologii molekularne;j
umozliwito lepsze zrozumienie powigzan filogenetycznych i1 aktualnie nie stosuje si¢
podzialu na drozdze wilasciwe 1 grzyby drozdzopodobne, a wszystkie okresla si¢ jako
drozdze. Stanowig one polifiletyczng, heterogenng i ztozong taksonomicznie grupe
morfologiczng (KUTTY i PHILIP 2008; KURTZMAN i in. 2011; FELL 2012), do ktorej zalicza
si¢ drozdze workowe (Ascomycota) i podstawkowe (Basidiomycota) oraz dimorficzne
grzyby strzgpkowe (Pezizomycotina) — wystepujace rowniez w formie drozdzowej. Cecha
wspolng drozdzy jest rozmnazanie przez paczkowanie lub podzial, ewentualnie
kombinacje obu form (KrzysSciak i in. 2011). Ten typ rozmnazania stanowi jedyng forme
wzrostu, albo tez dominuje nad wytwarzaniem strzepek lub pseudostrzepek. Te ostatnie
tworzone sg z reguly wskutek wydtuzania si¢ blastospor, zazwyczaj w warunkach

mikroaerofilnych (DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013).

Cecha charakterystyczng grzybow zaliczanych do Ascomycota jest wytwarzanie
w trakcie rozmnazania plciowego charakterystycznych struktur, zwanych workami,
tworzonych wewnatrz owocnikéw lub bez nich (tzw. ,,worki nagie”). Filogeneza drozdzy
workowych nadal jest niejasna. Cze$¢ naukowcow twierdzi, ze sg one prymitywnymi
grzybami, natomiast pozostali uwazaja, ze stanowig form¢ zredukowang na drodze
ewolucji regresywnej grzybow bardziej rozwinigtych. Drozdze workowe stanowig grupe
monofiletyczng, klasyfikowang jako jedyny rzad klasy Saccharomycetes, podtypu

Saccharomycotina. W przeciwienstwie do drozdzy podstawkowych posiadaja one
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niewielkg zawarto$¢ chityny w $cianie komorkowej, mniejsza ilo$¢ guaniny i cytozyny
w nDNA (DNA jadrowym), wykazuja holoblastyczne tworzenie paczkéw (rodzaj
blastycznego powstawania zarodnikoéw, podczas ktorego w komorce zarodnikotworczej
wszystkie warstwy $ciany komorkowej sg zaangazowane w jej tworzenie), a takze

czestszg zdolnosé fermentacji weglowodanoéw (KRzYSCIAK 1 in. 2011).

Grzyby nalezgce do typu Basidiomycota charakteryzujg si¢ wytwarzaniem
podstawek, czyli komoérek na ktorych tworzone sg zarodniki piciowe (bazydiospory).
Zaréwno podstawczaki, jak 1 workowce, maja wydluzong faze dwujadrowosci
(dikariofaza). U niektorych przedstawicieli Basidiomycota obserwuje si¢ tzw. polaczenia
zlepne (ang. clamp connection), umozliwiajace przemieszczanie jadra komoérkowego
pomigedzy dwiema sasiadujgcymi komoérkami. Grzyby podstawkowe stanowig
monofiletyczng grupe grzybow, na co wskazuja badania fenetyczne i genetyczne.
Odkrycie powigzan filogenetycznych miedzy podstawczakami, ktore zazwyczaj kojarza
si¢ z grzybami wielkoowocnikowymi, a drozdzami podstawkowymi zajeto stosunkowo
duzo czasu. Przelomem okazaly si¢ badania BANNO (1967), ktory opisal cykl zyciowy
wraz z wytwarzaniem teliospor przez Rhodosporidium toruloides. Jednak doktadne
relacje genetyczne udokumentowano dopiero w 1995r. Podczas analizy 18S rDNA
wykazano, ze drozdze Basidiomycota dziela si¢ na trzy podtypy: Pucciniomycotina (rzad
Sporidiobolales, np. rodzaj Rhodotorula), Agaricomycotina (rzad Trichosporonales, np.
rodzaj Trichosporon, Cryptococcus) oraz Ustilaginomycotina (rzad Malasseziales).
Okreslenie genetycznego pokrewienstwa drozdzy podstawkowych jest utrudnione,
poniewaz na podstawie podobienstwa regionéw ITS i D1/D2 nie zawsze mozna Wykazaé

przynalezno$¢ gatunkowa, jak w przypadku drozdzy workowych (KrzYSCIAK i in. 2011).

Problemy z prawidlowa identyfikacjg gatunkow przy uzyciu metod klasycznych
wynikaja glownie ze zmienno$ci niektérych cech drozdzy, spowodowanych ich
euryekologiczng natura, zmiennos$cia fizjologiczng oraz zdolno$cig przystosowywania
si¢ do roznorodnych nisz ekologicznych. Powszechne w ostatnich latach
wykorzystywanie technik biologii molekularnej do klasyfikacji mikroorganizmow,
doprowadzilo do gromadzenia w publicznych bazach danych catych ich genomow,
a w konsekwencji wywotato ogromng rewolucje w systematyce grzybow. Przy uzyciu
genomiki naukowcy starajg si¢ rozwigza¢ problemy wyznaczania granic gatunkow,
przeprowadza¢ ich reklasyfikacje oraz odkrywaé¢ nowe taksony i gatunki grzybow

(HERNANDEZ-GARCIA 1 in. 2022). Drozdze, ktére przez niektorych badaczy byly
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uznawane za prymitywna grupe, w szczeg6lnosci zostaty objete reklasyfikacjg. Okazato
si¢, ze ze wzgledu na swoja polifiletyczng naturg, stanowig one jedna z najbardziej
zroznicowanych jednostek taksonomicznych, ktorg o wiele trudniej usystematyzowac niz

na przyktad grzyby plesniowe (BOGUSLAWSKA-WAS 2010).

Wprowadzenie metod molekularnych w celu identyfikacji gatunkowej drozdzy
spowodowato odkrycie wielu nowych gatunkow i1 rodzajow. W czwartym wydaniu ,,The
Yeasts: A Taxonomic Study (KURTZMAN i FELL 1998) wymienionych i opisanych zostato
700 gatunkéw nalezacych do 97 rodzajow, podczas gdy wydanie pigte (KURTZMAN i in.
2011) obejmuje 1500 gatunkow ze 150 rodzajow, a liczba ta ciagle wzrasta.
Uwzglednienie sekwencji DNA w ocenie taksonomicznej, umozliwito rekonstrukcje linii
ewolucyjnej drozdzy. Odnalezienie zalezno$ci genealogicznych doprowadzito do
podzialu drozdzy na klady, czyli grupy organizméw posiadajace wspolnego przodka,
o wyjatkowych cechach plezjomorficznych, charakterystycznych dla danej linii
ewolucyjnej. Zastosowanie analizy filogenetycznej pozwolilo na uporzadkowanie
taksonow w strukturze kategorii systematycznych (BOGUSEAWSKA-WAS 2010). Bardzo
czestym problemem taksonomicznym drozdzy jest fakt, ze wiele rodzajow zostato
opisanych na podstawie kryteriow fenotypowych, majac dwie odrgbne nazwy dla stadiow
anamorficznych (bezpiciowych) i1 teleomorficznych (ptciowych). Przyczyng takiego
stanu bylo szerokie rozpowszechnienie form rozmnazajacych si¢ bezptciowo, a takze
trudno$ci z uzyskaniem w warunkach laboratoryjnych form teleomorficznych.
Klasyfikacja drozdzy i innych grzyboéw zgodnie z zasadami Miedzynarodowego Kodeksu
Nomenklatury Botanicznej (ang. International Code of Botanical Nomenclature), byta
uzywana przed rozpowszechnieniem technik biologii molekularne;j i opierata taksonomi¢
na stadiach piciowych grzybow, wymagajac oddzielnych nazw dla form bezptciowych
(McNEILL i in. 2006). Zdolnos¢ do grupowania stadiow ptciowych i bezptciowych dzigki
porownywaniu sekwencji DNA grzybow w obrebie kladu, doprowadzita do zmiany zasad
nazewnictwa. W ostatnich wydaniach Miedzynarodowego Kodeksu Nomenklatury dla
alg, grzybow i roslin (ang. International Code of Nomenclature for algae, fungi, and
plants) odchodzi si¢ od podwdjnego nazewnictwa grzybow, taczac oba stadia w grupy
monofiletyczne, majace wspolng nazwe rodzajowg (MCNEILL i in. 2012; TURLAND i in.
2018). Filogenezy molekularne prowadza do aktualizacji i ponownego przypisania
rodzajow polifiletycznych do bardziej odpowiednich grup naturalnych, dzigki czemu
tworzony jest nowy system klasyfikacji grzybéw (KURTZMAN i in. 2015).
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Pierwszym krokiem w uzupehieniu metod fenotypowych o analizy molekularne
podczas identyfikacji drozdzy bylo odrdznienie grzyboéw nalezacych do gromad
Ascomycota i Basidiomycota. Charakterystyka genetyczna drozdzy rozpoczeta si¢ od
okreslenia podstawowego sktadu DNA, standardowo wyrazanego jako zawartos¢ CG
(cytozyna-guanina) w nDNA, co dostarczato informacji o odmiennosci dwoch
mikroorganizméw (HERNANDEZ-GARCIA i in. 2022). KURTZMAN i FELL (1991) ustalili,
ze u drozdzy z gromady Ascomycota stosunek CG wynosi 28-50%, za$ u Basidiomycota
50-70%. Rozrdznienie w oparciu o zawarto$¢ cytozyny-guaniny w nDNA, ze wzgledu na
szerokie przedzialy okazaly si¢ by¢ jednak niewystarczajace jako elementy identyfikacji
gatunkow. Wpltyw na taksonomi¢ drozdzy, miato uzycie technik reasocjacji jadrowej
DNA-DNA lub hybrydyzacji technik DNA-DNA. Mimo iz byty one pracochtonne i nie
rozwigzywaly problemu zréznicowania blisko spokrewnionych gatunkow, mialty duzy

wktad w identyfikacje drozdzy (KURTZMAN 1993).

Pojawienie si¢ techniki sekwencjonowania genow i fragmentéw niekodujacych
DNA okazaty si¢ uniwersalng, ekonomiczng i prosta do wykonania metoda. W badaniach
molekularnych przede wszystkim wykorzystywana jest tancuchowa reakcja polimerazy
— PCR (ang. polymerase chain reaction), ktorej zaletg jest tatwos¢ wykonania oraz
wysoka czuto$¢ 1 specyficznos¢. W metodzie PCR stosuje si¢ startery sekwencji
charakterystycznej dla rodzaju oraz gatunku grzybow, ktore pozwalaja na wybiorcze
zamplifikowanie (powielenie) dowolnego fragmentu DNA przy uzyciu enzymu —
polimerazy. W genomie grzybow wystepuja regiony charakteryzujace si¢ wysokim
zréznicowaniem miedzygatunkowym, wykorzystywane jako markery molekularne.
Zalicza si¢ do nich operony rDNA zlokalizowane w mitochondrialnym i jadrowym DNA.
W analizach molekularnych stosuje si¢ regiony zar6wno o wysokiej konserwatywnosci
(podjednostki rybosomalne 18S, 5.8S, 26S 1 28S), jak i o duzej zmiennosci genetycznej,
na przyktad regiony niekodujace ITS (ang. Internal Trancribed Regions; KURNATOWSKA
I KHALID 2018). Poczatkowo w identyfikacji molekularnej drozdzy jako marker uzywana
byta domena 2 duzej podjednostki 26S rybosomalnego RNA (rRNA). Sekwencjonowanie
domen D1/D2 26S rRNA stalo si¢ popularnym narzedziem do identyfikacji grzybow
workowych, jednak nie pozwalatlo na wykrywanie nowych i rozroznienie blisko
spokrewnionych gatunkoéw oraz rekonstrukcje filogenezy drozdzy. Nastepnie jako
uniwersalny kod kreskowy uznano region ITS, ktory jest krotszy od fragmentu D1/D2

oraz bardziej zmienny, szybciej ewoluujacy 1 czesciej utrwalajacy mutacje.
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Rozpowszechnienie identyfikacji przy uzyciu metod molekularnych oraz poszerzajace
si¢ bazy danych o sekwencje ITS i D1/D2 pozwolily na rozpoznanie wielu nowych
gatunkow, przede wszystkim tych pozyskiwanych ze srodowiska. Aktualnie oba wyzej
wymienione regiony sg uznawane za kody kreskowe stuzace do identyfikacji grzybow,
a analizy molekularne sg niezwykle przydatne w uniwersalnej taksonomii filogenetycznej
drozdzy (HERNANDEZ-GARCIA i in. 2022). Oprécz klasycznej metody PCR do
identyfikacji molekularnej grzybow stosuje sie¢ jej liczne odmiany, tj. nested PCR,
multiplex PCR, RT-PCR (ang. Reverse Transcription PCR), PCR-EIA, RFLP-PCR (ang.
Restriction Fragment Length Polymorphism), ALFP (ang. Amplified Fragment Length
Polymorphism) oraz Real-Time PCR (reakcja PCR w czasie rzeczywistym;

KURNATOWSKA i KHALID 2018).

Innymi metodami biologii molekularnej stuzacymi do identyfikacji gatunkowej
grzybow sa m.in. fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH — ang. fluorescence in situ
hybrydyzation) czy PNA FISH (ang. peptide nucleic acid fluorescence in situ
hybrydyzation). FISH polega na hybrydyzacji sekwencji DNA lub RNA wraz ze
specyficznymi sondami wyznakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi. Dzigki
sondom mozna okresli¢ specyficzng pozycje docelowej sekwencji na analizowanej nici
DNA w genomie grzyboéw, a obserwacja tego zjawiska odbywa sie przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego. FISH jest stosowany jako uzupelnienie metod
hodowlanych lub PCR. Obiecujaca odmiang tej metody wydaje si¢ by¢ PNA FISH,
w ktorej sondami sg czasteczki kwasu peptydonukleinowego (PNA) nasladujacego
czasteczke DNA. Ograniczeniem tej metody jest jednak fakt, iz sekwencje uzywanych
powszechnie sond oligonukleotydowych nie moga by¢ przeniesione na sekwencje sond
PNA i sg od nich krotsze. Przede wszystkim jednak koszty tej metody sg bardzo wysokie

(KURNATOWSKA i KHALID 2018).

Jednymi z najnowszych metod molekularnych, stuzacych lepszemu poznaniu
i doktadniejszej identyfikacji grzybow, sa NASBA (ang. nucleic acis sequence based
amplification) oraz spektroskopia. NASBA jest technika zblizong do amplifikacji mRNA,
jednak wykorzystujacg mieszaning trzech enzymow: polimerazy DNA, rybonukleazy H
oraz odwrotnej transkryptazy. Wykazanie wysokiej wrazliwosci tej metody daje nadzieje
na wykorzystanie jej w przysziosci jako testu skriningowego. Sposrod metod
spektroskopowych pozwalajgcych na identyfikacj¢ grzybdéw, w ostatnich latach coraz
wigkszg popularnoscig cieszy sie MALDI-TOF MS (ang. matrix assisted laser desorption

15



ionization). Jest to metoda jonizacji probki potaczona z pomiarem jej masy
w spektrometrze masowym MS (ang. mass spectrometry). Oznaczenie grzybow na
poziomie rodzaju, gatunku czy nawet szczepu wykonuje si¢ poprzez bezposrednie
poréwnanie otrzymanych widm badanych mikroorganizméw z oznaczonymi wczesniej
widmami wzorcowymi. Warto nadmienié, ze metoda ta wymaga zalozenia wstgpnej

hodowli grzybow (KURNATOWSKA i KHALID 2018).

Zastosowanie rdéznych metod molekularnych pozwolito na szybsza
i doktadniejsza identyfikacje gatunkowsa drozdzy. Dostep do pelnych genoméw ma
istotny wplyw na taksonomig, filogeneze, identyfikacje i1 reklasyfikacje gatunkéw

grzybow (HERNANDEZ-GARCIA i in. 2022).

1.2. Ogolna charakterystyka drozdzy

Drozdze to grupa jednokomoérkowych, najmniejszych organizméw
eukariotycznych odzywiajacych si¢ osmoheterotroficznie (RAGHKUMAR 2017). Sa one
okreslane jako mikroorganizmy kosmopolityczne, wystepujace we wszystkich strefach
klimatycznych w catej biosferze, tj. acrosferze, litosferze, hydrosferze a takze ontosferze
zwierzat 1 ludzi. Gtownymi rezerwuarami drozdzy sa biotopy bogate w weglowodany
oraz inne zwigzki organiczne (DYNOWSKA i KURNATOWSKA 2018). Réznorodnosé
gatunkowa grzybow zalezy od rodzaju 1 stgzenia zwigzkow organicznych, z kolei warunki
srodowiskowe maja wplyw na rozmieszczenie, liczbe 1 charakterystyke metaboliczng
grzybow (KUTTY i PHILIP 2008). Grzyby osiagnety jeden z najwyzszych stopni zdolno$ci
adaptacyjnych, objawiajacych si¢ szybkim tempem wzrostu, mozliwoscia zmiany
sposobu odzywiania wraz z precyzyjnie ukierunkowang i1 wysokga aktywnos$cig
enzymatyczng, a takze uniezaleznieniem si¢ stadium ptciowego 1 bezptciowego w cyklu
rozwojowym (BoGUstAWSKA-WAS i DABROWSKI 2001; DYNOWSKA 2018). W zwigzku
z tym, te same gatunki moga by¢ rownoczesnie w jednych biouktadach kooperantami,

za$ w innych eksploatatorami (DYNOWSKA 2018).

Czynniki $rodowiskowe, determinujace aktywno$¢ metaboliczng oraz wzrost,
rozwoj 1 przezywalno$¢ drozdzy, dzieli si¢ na biotyczne i abiotyczne. Do najwazniejszych
czynnikéw abiotycznych, fizycznych i chemicznych, zalicza si¢ temperature, ci$nienie,
swiatto, pH, dostepnos$¢ skitadnikéw pokarmowych i wody, ilos¢ tlenu, jak rowniez
obecno$¢ zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych (DELORT i in. 2010). Z kolei jako

czynniki biotyczne okresla si¢ interakcje z innymi organizmami, tj. bakteriami, grzybami,
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ros$linami czy zwierzg¢tami, a takze protistami i wirusami (DEAK 2006). Interakcje te moga
dziata¢ w obie strony lub jednokierunkowo, sa neutralne, synergiczne lub

antagonistyczne (Buzzint i in. 2017).

Rola drozdzy w $rodowisku naturalnym jest zblizona do funkcji pozostatych
grzybow. Zwykle sa one zaliczane do pospolicie wystepujacych saprotrofow, ktére
przeksztatcajg organiczne substancje pochodzenia roslinnego i zwierzecego w zwiazki
nicorganiczne lub rzadziej do fakultatywnych fitopatogenow (DYNOWSKA
I KURNATOWSKA 2018; KUTTY i PHILIP 2008). Niektore z nich moga jednak wykazywac
zdolnosci chorobotwoércze lub potencjalnie chorobotworcze wobec cztowieka i1 zwierzat,
stanowigc zagrozenie dla ich zdrowia i zycia (KUTTY i PHILIP 2008). Zmiany klimatu,
wynikajace z presji antropogenicznej, doprowadzily do przystosowania wielu wczesniej
uznawanych za niegrozne gatunkéw grzybéw do roli czynnikow zakaznych
(CASADEVALL i in. 2019). Podwyzszenie si¢ $redniej temperatury na $wiecie i bardziej
wilgotne $rodowisko w niektorych obszarach Ziemi, skutkuja z kolei cigglym
poszerzaniem si¢ zasiegu geograficznego dotychczas notowanych patogenow (FRIEDMAN
I SCHWARTZ 2019). Grzyby okreslane jako oportunistyczne, preferujg siedliska
niezalezne od organizmu zywiciela, a do zakazenia doprowadzaja jedynie po
przypadkowym przejsciu przez bariery ochronne uktadu odpornosciowego gospodarza
(CASADEVALL i PIROFSKI 2000). Z kolei grzyby prawdziwie patogeniczne wykorzystuja
zywiciela, ktorego organizm jest niezbedny do pozyskiwania sktadnikow odzywczych,

wzrostu i reprodukcji (SEYEDMOUSAVI i in. 2015).

Grzyby s3 zwigzane z makroorganizmami wszystkich poziomow troficznych
jako symbionty, pasozyty lub saprotrofy. Grzyby symbiotyczne mogg by¢ komensalami
lub mutualistami dla gospodarza. Komensale zyja na organizmie lub wewnatrz niego, nie
prowadzac do infekcji osobnikow zdrowych. Mutualisci przynosza korzy$¢ swoim
gospodarzom, ale czerpig réwniez pozytek dla siebie. Pasozyty nie sg uzyteczne dla
swoich zywicieli, za$§ te ktore negatywnie wptywaja na ich zdrowie sg okreslane jako
patogeny. Wyrdznia si¢ pasozyty bezwzgledne (obligatoryjne), gdy grzyb nie moze zy¢
poza organizmem zywiciela oraz wzgledne (fakultatywne) w przypadku gdy grzyb moze
wystepowa¢ w formie komensalicznej (RAGHUKUMAR 2017). Drozdze w organizmach
zywych wystepuja w dwoch fazach: drozdzoidalnej — Y, w postaci komorek
paczkujacych lub mycelialnej — M, w formie pseudostrzepek. Forma strzgpkowa jest

uznawana za bardziej patogeniczna, ze wzgledu na jej wyzszg aktywno$¢ enzymatyczng
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oraz zdolnosciami przylegania i wirulencji (DYNOWsSKA 1995; DYNOWSKA i EJDYS 1999;

KURNATOWSKA 2006; KURNATOWSKI I KURNATOWSKA 2018).

W ujeciu potencjalnej chorobotwodrczosci grzybow w stosunku do gospodarza,
bioragc pod uwage dynamike ich naturalnej zmiennosci, nalezy zwroci¢ uwage na uktad
makroorganizm-grzyby-bakterie. Uklad ten jest regulowany przez mechanizmy
homeostazy, w ktorych kluczowe znaczenie ma sprawna odpowiedz immunologiczna
gospodarza. Gdy srodowisko pozostaje niezakidocone, w uktadzie tym rozwija si¢ zespot
mikroorganizméw, gdzie antagonistyczne 1 korzystne zalezno$ci osiagaja stan
rownowagi. Wylacznie w przypadku zaktocen srodowiskowych, zaburzajacych te dobrze
zorganizowang spoleczno$¢, obcy mikroorganizm jest w stanie zasiedli¢ dang
ontocenoz¢. Im wigcej mikroorganizméw wchodzi w sklad ontocenozy zdrowego
makroorganizmu, tym patogen ma mniejsze szanse na jej kolonizacje. Nalezy jednak
zwréci¢ uwage na fakt, iz prawie potowa grzybow wnikajaca do organizmu gospodarza
jest w stanie przystosowaé si¢ do warunkow w nim panujacych (DYNOWSKA 2018). Do
przejScia grzyba z formy oportunistycznej w patogeniczng dochodzi wylacznie
w przypadku wczesniejszego wystapienia czynnikow immunosupresyjnych. Grzyby
przedostaja si¢ do ustroju gospodarza réznymi drogami: inhalacyjng, pokarmowa,
plciowa, przez uszkodzong skorg, blone S$luzowa czy rogéwke (DYNOWSKA
i KURNATOWSKA 2018). Przyktadami grzybow uznawanych za oportunistyczne
1 jednoczes$nie stanowigce komponent normalnej bioty u ludzi 1 zwierzat, sa grzyby
zaliczane do rodzaju Candida czy Geotrichum, a takze Cryptococcus, Malassezia,

Rhodotorula i Trichosporon (DWORECKA-KASZAK i KASzAK 2018).

Infekcje grzybicze sg stosunkowo rzadkimi chorobami u zdrowych ludzi
1 zwierzat, z prawidlowo funkcjonujagcym uktadem odpornosciowym, w porownaniu
z bakteriami 1 wirusami, mimo iz w $rodowisku znajduja si¢ duze ilo$ci grzybow
zdolnych do infekcji makroorganizméw, a kontakt z nimi jest nieunikniony (GNAT i in.
2021). W ostatnich latach obserwuje sie na caltym $wiecie rosngca liczbe zgtaszanych
patogendéw grzybowych, bedacych przyczyng chorob ludzi i zwierzat (GOZLAN | in. 2014;
GNAT 1 in. 2021), wzrost zachorowalno$ci na wywotane przez grzyby infekcje,
poszerzenie zasiggu geograficznego i zwigkszong zjadliwo$¢ patogenow. Wciaz
notowane sg nowe gatunki lub wystepowanie znanych szczepow grzybow u nowych
gospodarzy, za$ czynniki wptywajgce na wzrost liczby infekcji grzybiczych pozostajg

nadal niewystarczajaco wyjasnione (GOZLAN i in. 2014).
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1.3. Woda jako rezerwuar grzybow

Wystepowanie grzyboéw zazwyczaj kojarzy si¢ ze srodowiskiem ladowym, jednak
to woda stanowi drugi co do wielkosci (po litosferze) naturalny rezerwuar mikrogrzybow,
zréznicowanych taksonomicznie i troficznie. Grzyby bytujace w wodach moga mied
pochodzenie autogeniczne i allogeniczne. Wystepuja one w réznych zbiornikach
wodnych, o szerokim spektrum czynnikéw fizykochemicznych oraz biologicznych,
w wodach stodkich oraz stonych, stojacych i ptynacych, powierzchniowych
I podziemnych (DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013). Pojecie ,,grzyboéw wodnych” jest
trudne do zdefiniowania i wyraznego odgraniczenia od ,,grzybow ladowych”. W sensie
taksonomicznym grzyby wodne okresla si¢ jako grzyby wyraznie przystosowane do
wystepowania w §rodowisku wodnym, rozprzestrzeniajace si¢ za pomocg zoospor
(ptywek) badz innych zarodnikéw przystosowanych do przenoszenia w wodzie. W ujeciu
ekologicznym mianem grzybow wodnych okresla si¢ gatunki bytujace wyltacznie lub
najczesciej w srodowisku wodnym (BATKO 1975). Pojecie ,,grzybéw wodnych” wydaje
si¢ rowniez nie do konca jasne, ze wzglgdu na wystepowanie W wodzie gatunkéw, dla
Ktorych jest ona $rodowiskiem II rzedu, do ktérego migruja z materig allochtoniczng
1 mogg w niej wykazywaé wysoka aktywnos$¢ biologiczng. Gatunki te zazwyczaj sg
zwigzane z gleba, fyllosfera i kaulosferg roslin, stanowig wazny komponent bioaerozolu
powietrza, a takze sg notowane w ontosferze ludzi i zwierzat jako komensale lub czynniki
etiologiczne wielu chordb. Czes¢ grzybow wodnych wydaje si¢ by¢ wigc gatunkami
ladowymi, zdolnymi jedynie do utrzymania aktywnosci biologicznej w $rodowisku
wodnym przez pewien czas (DYNOWSKA 1995; DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013). Te
z nich, ktore nie wystepuja poza Srodowiskiem wodnym, a ich cykl zyciowy jest
uzalezniony od wody, okresla si¢ mianem rezydentow stanowigcych formy
autochtoniczne (HAWKSWORTH i LAGRECA 2007). Pojecie ,,grzyby wodne” dotyczy
réwniez gatunkéw imigrujacych do zbiornikow wraz z materig allochtoniczng, dla
ktorych siedliska wodne stanowig alternatywne $rodowisko zycia. Komorki tych
grzybow,

w zalezno$ci od mozliwosci adaptacyjnych, ulegaja wymieraniu albo stanowig

nieroztaczng cze¢$¢ danego akwenu (DiX i WEBSTER 1995).

Na biologi¢ grzybow bytujacych w ekosystemach wodnych w istotny sposob
wplywaja wiasciwosci wody, tj. sktad chemiczny, natlenienie, temperatura, ci$nienie,

dostepno$¢ $wiatta, ruchliwo$¢ czy ciggltos¢ czasowa i przestrzenna. Jednym
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z najwazniejszych czynnikow limitujacych wystgpowanie grzyboéw w s$rodowiskach
wodnych, jest zawartos¢ zwigzkdw organicznych. Dla saprotrofow 1 grzybow
ubikwistycznych (grzyby plesniowe, drozdze) jest to czynnik stymulujacy, natomiast dla
grzybow typowo wodnych ograniczajagcy (DYNOWSKA | BIEDUNKIEWICZ 2013).
Z mykologicznego punktu widzenia, wraz ze wzrostem zanieczyszczenia wody
zwigzkami organicznymi, staje si¢ ona dobrym podtozem odzywczym, ptynnym zZrédiem
pokarmu, ktory jest tatwo dostepny dla saprotrofow (BATKO 1975). Wiele z nich to
grzyby oportunistyczne, komensaliczne w stosunku do cztowieka i zwierzat, ktore przy
zachwianiu rownowagi ogolnobiologicznej i spadku odpornosci gospodarza mogg by¢
przyczyna réznych schorzen: alergii, mykotoksykoz, grzybic powierzchniowych
i narzadowych, a nawet nowotworéw (DYNOWSKA 1995; DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ
2013). Oprocz tego, ze zbiorniki wodne sg uwazane za ogromny, naturalny rezerwuar
grzyboéw potencjalnie chorobotworczych dla cztowieka i zwierzat dzigki zdolnosci do
wychwytywania i metabolizowania substancji organicznych, odgrywaja one takze
ogromng rol¢ w procesie samooczyszczania si¢ wod. Drozdze wystepujace w wodzie
petnia w niej funkcje charakterystyczne dla destruentow 1 moga stanowié

mikroorganizmy przydatne w bioindykacji (DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013).

Grzyby wystgpujace w ekosystemach wodnych to gatunki kosmopolityczne,
ograniczone raczej czynnikami ekologicznymi niz geograficznymi. Biorac pod uwage
niecigglos¢ przestrzenng 1 specyficzno$¢ biotopow, kosmopolityzm grzybow jest
zaskakujagcym zjawiskiem. Prawdopodobnie, jednym z czynnikow sprzyjajacych
rozprzestrzenianiu si¢ grzybow jest ich przenoszenie przez zwierzgta zwigzane
z ekosystemami wodnymi (gtownie ptaki), cztowieka oraz prady powietrza. Dzigki tym
wektorom, grzyby bytujace w srodowiskach wodnych przedostajg si¢ do wszystkich
czesci biosfery, a w przypadku gdy sa to zoo- i antropopatogeny mogg stanowic
bezposrednie zagrozenie dla zdrowia oraz zycia zwierzat i ludzi (DYNOWSKA i PACYNSKA

2009; DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013).

Grzyby morskie po raz pierwszy zostaly zdefiniowane przez KOHLMEYER
I KOHLMEYER (1979) jako grzyby rosnace i wytwarzajace zarodniki jedynie w siedlisku
morskim lub w ujsciach rzek. Pojecie to zostalo rozszerzone przez JONES i in. (2015)
o grzyby pochodzenia morskiego, ktore zostaly okreslone jako rozmnazajace si¢
bezptciowo, izolowane z rdéznorodnych substratow 1 dominujagce w siedliskach

przybrzeznych. Najbardziej doktadng definicje podali PANG i in. (2016), ktorzy
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stwierdzili, ze kazdy grzyb, ktéry byt wielokrotnie izolowany z siedlisk morskich,
potrafigcy rosng¢ i/lub zarodnikowaé, wykazujacy aktywnos¢ metaboliczng
w Srodowisku stonym, tworzacy zwigzki symbiotyczne z innymi organizmami morskimi
albo taki, ktory przystosowat si¢ i ewoluowal na poziomie genetycznym, powinien by¢
okreslany jako morski. Obserwowany w ciggu ostatniej dekady wzrost liczebnos$ci
grzybow morskich jest spowodowany wiaczeniem do definicji drozdzy, grzybow
zoosporowych i grzybéw pochodzenia morskiego (JONES i in. 2015; PANG i in. 2016),

a takze coraz wigkszym zainteresowaniem $rodowiskiem morskim.

Kazdy ekosystem wodny jest zasiedlany przez grzyby z roéznych grup
ekologicznych i jednostek taksonomicznych. Zgodnie z danymi dostepnymi na stronie

internetowej www.marinefungi.org (ostatnia aktualizacja strony: 15.07.2022r.),

poswigconej grzybom morskim, w $rodowiskach stonych wystepuje 1857 gatunkow
nalezacych do 769 rodzajow, 88 rzedow, 226 rodzin, 22 klas 1 7 typéw, a nowe taksony
sa wcigz opisywane. Lista ta zawiera wylgcznie w petni zidentyfikowane gatunki
grzyboéw. Udokumentowanie niespelna 1900 gatunkéw w ciggu prawie 130 lat badan
prowadzonych w ekosystemach morskich sugeruje, ze jest to wcigz niedostatecznie
poznana grupa, w poréwnaniu z innymi mikroorganizmami (MAGWAZA i in. 2017
RAGHUKUMAR 2017). JONES (2011) oszacowal, ze liczba grzyboéw morskich moze
wynosi¢ od 10 000 do 12 500 gatunkow.

Grzyby morskie sg zbiorowiskiem ekologicznym obejmujacym wszystkie klasy
workowcow (najliczniejsza grupa), podstawczakéw i skoczkowcoOw (RAGHUKUMAR
2017; JoNES i in. 2019). JONES i in. (2015) podzielili gromadg Ascomycota na sze$¢ klas
grzyboéw morskich (Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Orbiliomycetes
i Sordariomycetes) do ktorych wiaczono 943 gatunki, Basidiomycota na trzy klasy
(Agaricomycetes, Exobasidiomycetes i Ustilaginomycetes) z catkowitg liczbg 96
gatunkow, zas do Chytridiomycota zaliczono 27 gatunkéw z 13 rodzajow. W przypadku
drozdzy morskich wymienili 213 gatunkow nalezagcych do 61 rodzajow, w tym z gromady
Ascomycota 138 gatunkow z 35 rodzajow i 75 gatunkéw z Basidiomycota nalezacych do

26 rodzajow.

Zroéznicowanie gatunkowe drozdzy =zalezy od stopnia czystosci wody,
glebokosci oraz rodzaju zbiornika wodnego. Najwigksza liczebno$¢ notuje si¢

w zbiornikach zeutrofizowanych, zanieczyszczonych i poddanych silnej antropopresji, ze
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wzgledu na ich zdolno$¢ tolerancji na duze ilo$ci zwigzkéw organicznych
1 nieorganicznych. Niektore gatunki sg wylacznie zwigzane z silnie zdegradowanymi
ekosystemami, na przyklad z rodzaju Candida, Cryptococcus, Rhodotorula czy
Trichosporon (DYNOWSKA 1995; BIEDUNKIEWICZ 2007; KULESZA i in. 2018).
Powszechno$¢ wystepowania réznorodnych mikrogrzybow, zdolnosé metabolizowania
przez nie wielu substancji i tatwos$¢ do wychwytywania zrodet energii oraz pierwiastkow
biogennych, nieodst¢gpnych dla innych organizmoéw sprawia, ze drozdze powinny by¢
uwzgledniane w badaniach dotyczacych funkcjonowania $rodowisk wodnych
I aktywnosci heterotroficznej. Szczegdlng uwage nalezatoby zwrdci¢ na wystgpowanie
drozdzy w wodach zmienionych antropogenicznie. Mikroorganizmy te powinny by¢
wykorzystywane w monitoringu wod (BIEDUNKIEWICZ | OzIMEK 2009; BIEDUNKIEWICZ
i SCHULZ 2012; KULESZA i in. 2018).

Drozdze stanowig staly komponent wiekszosci mykocenoz wod srodladowych
(DYNOWSKA 1995, 1997; BIEDUNKIEWICZ i in. 2007, 2013; BIEDUNKIEWICZ i GORALSKA
2016; MUszYNSKA i in. 2017; KULESzA i in. 2018) oraz morskich (BOGUSLAWSKA-WAS
I DABROWSKI 2001; BOGUSEAWSKA-WAS 2010; HASSETT i in. 2020). Doniesienia
literaturowe dotyczace drozdzy wystepujacych w morzach sg stosunkowo nieliczne, co
$wiadczy o stabym poznaniu tej grupy mikroorganizmow (KUTTY i PHiLIP 2008).
Rozlegte obszary Morza Battyckiego wydaja si¢ wigc by¢ zaniedbane pod wzgledem
badan mykologicznych i nadal oczekuja na eksploracje (TIBELL i in. 2020).

1.4. Ogolna charakterystyka wod Morza Baltyckiego

Morze Battyckie zajmujace powierzchni¢ okoto 360 tys. km?, jest jednym
z najwigkszych akwenow wod stonawych na $wiecie, o stosunkowo krotkiej
i zmieniajacej si¢ historii (OJAVEER i KALEJS 2005). W ciggu ostatnich 15 tys. lat
przeksztalcito si¢ ono z morza stonego, dobrze skomunikowanego z Oceanem
Atlantyckim, w stodkowodne jezioro zasilane z topniejacych lodowcow, a ostatecznie
w morze stonawe z duzymi amplitudami zasolenia w zaleznosci od potozenia
geograficznego (ZILLEN i in. 2008), wahajacymi si¢ od 2-3%o na potnocy, do ponad 10%o
na potudniowym zachodzie (BERNREUTHER 2007). Battyk stanowi unikalny ekosystem,
poniewaz jest zbiornikiem ptytkim, poélzamknietym i $rédladowym (RYDEN 2003;
BERGSTROM i in. 2021), ktorego roczna amplituda temperatur jest wyzsza niz w Oceanie

Atlantyckim (SNOEIS-LEIJONMALM i in. 2017). Szacuje si¢, ze wymiana wody w Morzu
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Battyckim trwa 25-40 lat. Bardziej stona i natleniona woda z Morza Potnocnego doptywa
do niego przez Belty i Ciesning Sund. Od poczatku lat 80-tych obserwuje si¢ jednak coraz
rzadsze doptywy wody do Battyku, co w konsekwencji obnizyto jego poziom zasolenia
i natlenienia glebokich basenéw (SCHMIDT i in. 2003). Dos¢ powolny przeptyw wody
sprzyja zaleganiu zanieczyszczen (PERSSON 2010a), przez co Morze Batltyckie jest
uznawane za jedno z najbardziej zanieczyszczonych morz na $§wiecie. Baltyk jest
otoczony przez 9 uprzemystowionych panstw: Dania, Estonia, Finlandia, Litwa, Lotwa,
Niemcy, Polska, Rosja i Szwecja (Ryc. 1). Doptywa do niego okoto 250 rzek, z czego
najwigksze to Wista, Odra, Newa, Niemen, Dzwina, Kemijoki i Gota. Potozenie
geograficzne Morza Battyckiego sprawia, iz ponad 80% zanieczyszczen trafiajgcych do
jego wod pochodzi z ladu, natomiast niewielka cze$¢ dotyczy zrodet morskich, tj.
rybotéwstwa, zeglugi 1 innych dziatalnosci morskich (DOBRzYCKA-KRAHEL
I BOGALECKA 2022). Rzeki dostarczajg okoto 80% catkowitego doptywu fosforu i 90%
azotu do wod Battyku (BERGSTROM i in. 2021). W zwigzku z tym, ze wiekszo$¢ tych rzek
jest zlokalizowanych na poludniu Morza Battyckiego, stezenie zwigzkéw biogennych w
tej czesci jest najwicksze (DOBRZYCKA-KRAHEL i BOGALECKA 2022). Wzrost biogenow
spowodowat eutrofizacje, a w nastepstwie spadek stezenia tlenu w strefie wod
przybrzeznych oraz otwartych glgbinach (RHEINHEIMER 1998). Glownymi Zrodtami
zanieczyszczen antropogenicznych w sptywach rzecznych i ladowych sa odpady
komunalne, przemystowe i rolnicze. Pomimo dazen do zmniejszenia st¢zenia substancji
niebezpiecznych w Morzu Battyckim, ich fadunek nadal jest znaczny, co jest zwigzane

z trwaloscig 1 dtugim okresem degradacji tych zwigzkow (SONESTEN i in. 2021).

Procesy naturalne i czynniki antropogeniczne wptywaja na dynamike¢ akwenu
Battyku, stanowigc wyzwanie dla zwierzat w nim zyjacych, szczego6lnie dla gatunkow
rodzimych. W wyniku zanieczyszczen, eutrofizacji czy niedoboru tlenu (BONSDORFF
2006), moga one lokalnie zanika¢, za$ skutki ocieplenia klimatu sg przyczyng ich stresu
fizjologicznego (OCCHIPINTI-AMBROGI 2007). Zanieczyszczenie wod oraz zmiana
klimatu, szczegoOlnie rosngce temperatury, sprzyjaja z kolei wzrostowi liczebnosci
gatunkéw obcych, szczegdlnie tych pochodzacych z cieptych regionow $wiata
(DoBRzYCKA-KRAHEL i MEDINA-VILLAR 2020; DOBRZYCKA-KRAHEL i in. 2022). Battyk
jest srodowiskiem zycia ubogiej spotecznosci ryb (MACKENZIE i in. 2007), z czego $ledz,
dorsz i szprot to najwazniejsze gatunki, ktore przystosowaly si¢ do specyficznych

warunkow w nim panujacych (OJAVER i in. 2010). Globalna zmiana klimatu wptyne¢ta na
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spadek zasolenia i zmniejszenie iloSci morskiego zooplanktonu w ekosystemie Morza
Battyckiego, co wpltywa na pogorszenie warunkéw zywienia $ledzia, dorsza i szprota.
Niska liczebnos¢ preferowanej zdobyczy wraz ze wzrostem wewnatrz-
1 miedzygatunkowej konkurencji o pokarm, moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia stanu
odzywienia, kondycji, tempa wzrostu, a w konsekwencji wielkosci stada $ledzia

balttyckiego (RAJASILTA i in. 2014).

4° 12° 20° 28°

Rycina 1. Mapa Morza Battyckiego (zrodto: https://chronbaltyk.pl/o-

baltyku/podstawowe-informacje/)

Figure 1. Map of the Baltic Sea (origin: https://chronbaltyk.pl/o-baltyku/podstawowe-
informacje/)

Analizujagc uwarunkowania $rodowiskowe dla rozwoju baltyckiej ichtiofauny
przez pryzmat stanu zdrowotno$ci poszczegoélnych gatunkdéw priorytetem staje si¢

okreslenie stopnia zasiedlenia ich mikroorganizmami o wysokim potencjale
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patogeniczno$ci. Do takich drozdze, zdolne do kolonizacji organizmoéow zdrowych, ale

w przypadku spadku odpornosci gospodarza mogacych wywotywac choroby.

1.5. Charakterystyka §ledzia baltyckiego (Clupea harengus membras
L.)

Zdecydowang wiekszo$¢ spotecznosci ryb w Battyku, pod wzgledem biomasy
i liczebnosci stanowig dorsz — Gadus morhua callarias L., szprot — Sprattus spratus L.
i §ledz — Clupea harengus L. (DONELLY i in. 2021). Sledz battycki (Clupea harengus
membras L.) jest waznym i powszechnym surowcem dla rybotéwstwa w Polsce. W 2021
roku morskie polowy krajowe wynosity okoto 123,1 tys. ton (5,5% mniej niz rok
wczesniej), z czego potowy Sledzi siggaty 27 345 tys. ton (spadek 0 27% w stosunku do
ubieglego roku). Gtéwnym czynnikiem decydujacym o wielko$ci osigganych potowow
sa kwoty potowowe dostgpne dla Polski, ktore w przypadku §ledzia w 2021 r. wynosily
28 564 tys. ton, a wigc zostaly wykorzystane w 96%. Spadek wielkosci polowoéw wynikat
z obnizenia catkowitych dopuszczalnych potowow (TAC- ang. Total Allowable Catches)
$ledzi stada centralnego Battyku, ze wzgledu na pesymistyczne oceny kondycji tych ryb
przez ICES (ang. International Council for the Exploration of the Sea — Migdzynarodowa
Rada Badan Morza). Stan $ledzi stada zachodniego zostat oceniony zdecydowanie gorzej,
jednak obnizenie TAC az o 50%, nie wpltyngto znaczaco na polskie rybotéwstwo, ze
wzgledu na niewielkg wysoko$¢ kwoty polowowej ryb z czeséci zachodniej (HRYSZKO
2022). Spadek zasobdéw rybnych obserwowany na catym $wiecie spowodowany jest
utratg siedlisk, przetowieniem, a takze chorobami wywolanymi przez patogeny (GOZLAN
1 in. 2006). W Polsce konsumuje si¢ gtéwnie ryby morskie (80,2%). Ich spozycie
w poréwnaniu z 2020 r. zwigkszyto si¢ o 8,3%. Jednym z najcze¢sciej wybieranych przez
Polakow gatunkow ryb jest §ledz, ktérego spozycie w 2021 r. zwigkszyto si¢ do 3%

i wynosito okoto 2,82 kg na mieszkanca rocznie (HRYSzk0 2022).

Sledz jest ryba kostnoszkieletowa z rodziny $ledziowatych (Clupeidae), szeroko
rozpowszechniong we wszystkich zlewniach Battyku. Jako ryba pelagiczna zyje
w duzych fawicach w otwartej toni wodnej i migruje w celach tarfowych oraz Zzerowych
(CzERNIEJEWSKI i CZERNIAWSKI 2016). Tempo wzrostu ryb jest uzaleznione od réznych
czynnikow zewnetrznych, z czego temperatura, zasolenie i dostepnos$¢ tlenu oraz
pokarmu s3a uwazane za najwazniejsze (RAJASILTA i in. 2011). Sledz jako ryba

planktonozerna, stanowi wazne ogniwo w tancuchu pokarmowym, bedac potaczeniem
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migdzy poziomami troficznymi i1 przekazujac energi¢ z planktonu do wyzszych
pozioméw (RAGHUKUMAR 2012). Sledz zywi si¢ przede wszystkim zooplanktonem,
glownie widtonogami z rzedu Calanoida: Pseudocalanus spp., Temora longicornis
i Acartia spp., skorupiakami i larwami ryb. ARRHENIUS i HANSSON (1993) stwierdzili, ze
szprot 1 $ledz konsumuja 60-80% rocznej produkcji zooplanktonu. Mimo, iz
korzystniejsza energetycznie jest konsumpcja dorostych osobnikow widlonogow,
podczas ktorej ryba uzyskuje taka sama ilo$¢ energii spedzajac mniej czasu na zerowaniu,
sledz zywi si¢ zaré6wno stadiami starszymi, jak 1 mtodszymi, w zalezno$ci od dostepnosci
pokarmu (DALPADADO i in. 2000). Najwigksza aktywno$¢ zerowa wykazuje wiosng
i latem, ze wzgledu na okres rozrodu oraz dostgpnos¢ widlonoga Pseudocalanus spp.,
ktory jest najbardziej pozadana przez §ledzia ofiarg (RENZ i HIRCHE 2006). Srednie i duze
osobniki $ledzia wybieraja jako pokarm makroplankton i organizmy bentosowe, np.
lasonogi, zaliczane do skorupiakéw, ze wzgledu na ich dostgpno$¢ podczas
chtodniejszych por roku, tj. jesienig i zimg (MOLLMAN i in. 2000). Doroste osobniki
Sledzia s3 waznym skladnikiem diety zwierzat znajdujacych si¢ wyzej w sieci
pokarmowej, tj. ryb drapieznych (np. dorsza), ptakow morskich (np. nurnika) i ssakow
(np. fok; PERSSON 2010a). Oprocz tego sa one zywicielami paratenicznymi dla nicieni
Anisaxis simplex (PoboLskA 2009), a lasonogi literalne (Mysidacea) zeruja na ikrze

$ledzia (TORNIAINEN i LEHETINIEMI 2008).

Badania genetyczne oraz obserwacje zachowania podczas tarta wskazujg na fakt,
iz §ledz wykazuje lokalng strukture populacji w Baltyku (JORGENSEN i in. 2005).
Sekwencjonowanie catego genomu $ledzia atlantyckiego (Clupea harengus L.) wykazato
istnienie okoto dziesieciu gtownych grup, ktére sa genetycznie przystosowane do
zréznicowanych warunkow srodowiska (HAN 1 1n. 2020). Grupy te r6znig si¢ migdzy sobg
okresem tarla (wiosna lub jesien), stopniem tolerancji wobec temperatury otoczenia
i zasolenia wody, niezb¢dnymi do odbycia tarta (ANDERSSON i in. 2023). Ryby zyjace
w $rodkowej 1 potnocnej czgsci Battyku, ze wzgledu na roznice cech morfologicznych
i biologicznych, okreslane sg jako podgatunek Clupea harengus membras. W poréwnaniu
ze $ledziem atlantyckim sg one zazwyczaj mniej tluste, majg mniejsze rozmiary, wigksza
glowe i mniej kregdw, a takze charakteryzuja si¢ stabsza ptodnoscia 1 krotszym okresem
tarta, co jest wynikiem adaptacji do warunkoéw $rodowiska i wptywem czynnikow
stresogennych (PONGOLINI i NILSON 2014). Sledz wystepujacy w Morzu Battyckim zyje

w warunkach zasolenia odmiennych niz te panujace w sgsiadujagcym z nim Morzu
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Potnocnym, a takze Oceanie Atlantyckim. Zasolenie jest gtowng barierg izolacyjng
pomigdzy $ledziami bytujacymi w obu morzach (JGRGENSEN i in. 2005). Mimo iz doroste
sledzie sg organizmami euryhalinowymi, mogacymi zy¢ nawet w jeziorach, to stona
woda jest niezbedna do ich sukcesu reprodukcyjnego. W przypadku sledzia battyckiego
poziom zasolenia niezbedny do rozmnazania wynosi od 2-3 do 8-9 PSU (ang. Practical
Salinity Unit; jednostka zasolenia wody), w zaleznosci od odleglosci tarliska od ciesnin
dunskich, stanowiacych jedyna droge naptywania woéd z Oceanu Atlantyckiego
(RAJASILTA T in. 2011).

Sledz osigga dojrzatosé plciowa w wieku 2-3 lat, z wyjatkiem osobnikow
zyjacych na zachodnim wybrzezu Szwecji, gdzie okres ten wynosi od 3 do 4 lat (BIGNERT
1 in. 2017). Wigkszo$¢ populacji $ledzia odbywa tarto wiosna, ale niektére z nich takze
jesienig (PERSSON 2010b). Tarlo §ledzia baltyckiego determinowane jest w gldwnej
mierze temperaturg wody, w zwigzku z czym jest uzaleznione od czasu trwania zimy
w danym roku (ARRHENIUS i HANSON 1996). ARULA i in. (2019) zaobserwowali, ze
ostrzejsze zimy powodowaly opoOznienie tarla i wylegu larw, a w konsekwencji
prowadzity do niedopasowania czasowego z odpowiednim pokarmem i podwyzszonej
$miertelnosci larw ryb. Zmiany klimatyczne wplywajg na sukces reprodukcyjny $ledzi,
ktére do zainicjowania tarla potrzebuja temperatury na poziomie 4°C (£ 0,5°C).
W zwigzku z tym, zmiany klimatu Stanowia zagrozenie dla réznorodnos$ci biologiczne;j
1 trwatos$ci zasobow naturalnych (POLTE 1 in. 2021). Zly stan ryb podczas procesu
dojrzewania moze doprowadzi¢ do znacznego obnizenia ptodnosci, zmiany sezonu tarta,
a w skrajnych przypadkach do jego pominigcia (BUCHOLTZ i in. 2013). Tarlo $ledzia
odbywa si¢ w obszarach przybrzeznych, gdzie panuje zwigkszona dostgpnos¢ pokarmu
1 wyzsze stezenie tlenu, w celu stworzenia korzystnych warunkow do wylegu i rozwoju
larw (ARULA i in. 2016). Po okresie tarta p6zng wiosng i wczesnym latem doroste
osobniki wedruja do glebszych waod, aby znalez¢ pokarm i poprawi¢ kondycj¢ przed
nadchodzaca zima (ARULA i in. 2019).

Komentarz do Narodowego Szwedzkiego Programu Monitorowania
Zanieczyszczen Bioty Morskiej wskazuje na zmniejszenie wielkosci stada §ledzia,
pogorszenie stanu ryb, obnizenie zawartosci ttuszczu w ich ciele, a takze tendencje
spadkowg $redniej masy ciata $ledzia w Morzu Battyckim (BIGNERT i in. 2017). Jako
przyczyne obnizenia kondycji $ledzia podaje si¢ zmiany hydrograficzne Battyku

zwigzane z klimatem, m.in. zmniejszenie zasolenia wody (RONKKONEN i in. 2004),
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zwickszone opady atmosferyczne oraz wyzsze S$rednie temperatury (DONELLY
iin. 2021), a takze drapieznictwo dorsza w stosunku do $ledzia i konkurencja pokarmowa

z coraz liczniejsza populacjg szprota (CASINI i in. 2004).

1.6. Uklad immunologiczny ryb

Ryby zyjace w srodowisku wodnym sa regularnie narazone na kolonizacj¢
bakteriami, wirusami 1 mikrogrzybami, o ré6znym statusie troficznym, dla ktérych woda
jest jednym z naturalnych rezerwuarow. W zwigzku z tym, ze wickszo$¢ drobnoustrojow
jest zdolnych do trawienia i degradacji tkanek oraz wywolywania choréb u gospodarza,
0 tym czy kolonizacja zmieni si¢ W nosicielstwo czy tez dojdzie do infekcji, decyduje

odporno$¢ danego osobnika (ELLIS 2001).

Uktad odpornosciowy ryb i kregowcoéw wyzszych pod wzgledem
fizjologicznym jest do siebie zblizony. Uklad wrodzony (nieswoisty) jest u ryb
podstawowym mechanizmem obronnym, poniewaz sg one organizmami wolnozyjacymi
od wczesnych stadiow embrionalnych (MOKHTAR i in. 2023). Na mechanizmy wrodzone
sktadajg si¢ bariery fizyczne oraz komoérkowa i humoralna odpowiedz immunologiczna
(RIERA ROMO i in. 2016). Zapobiegaja one adherencji, inwazji i namnazaniu
drobnoustrojow na lub w tkance makroorganizmu. Zaletami odpornosci wrodzonej jest
niespecyficzno$¢ wzgledem mikroorganizméw wnikajacych do wnetrza gospodarza,
szybkos¢ reakcji 1 wzgledna niezalezno$¢ od temperatury. Szczegllnie czeSciowe
uniezaleznienie odpowiedzi immunologicznej od temperatury srodowiska jest niezwykle
istotne dla organizméw zmiennocieplnych. Mechanizmy odpornosci wrodzonej sa wigc
pierwszg linig obrony 1 zapewniajg odpowiednig ochrong¢ przed chorobami w przypadku
zdrowych populacji ryb, poddawanych jedynie niewielkiej presji infekcyjnej ze strony
patogendéw wystepujacych w $rodowisku (ELLIS 2001). Na skuteczno$¢ odpornosci
wrodzonej wptywaja rdzne czynniki wewngtrzne i zewngtrzne. Zmiany temperatury
otoczenia, wystepowanie patogenéw w $rodowisku zycia oraz czynniki stresogenne
oddziatluja negatywnie, natomiast niektére dodatki do zywnosci 1 S$rodki
immunostymulujgce moga dziala¢ korzystnie na ten typ odpowiedzi immunologiczne;j
u ryb (URIBE i in. 2011). Istotnym elementem wrodzonego mechanizmu
odpornosciowego u ryb jest sluz skorny, ktory stanowi pierwsza fizyczng i chemiczng
obron¢ przed mikroorganizmami patogenicznymi (SUBRAMANIAN i in. 2007). Ciagle

produkowany $luz pokrywajacy skore i skrzela, zapobiega wnikaniu patogenéw do
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wnetrza organizmu, a takze zawiera czynniki przeciwdrobnoustrojowe, takie jak lizozym
czy lektyny (DASH i in. 2018). Odpornos¢ niespecyficzna odgrywa takze kluczows role
w nabytej odporno$ci immunologicznej oraz utrzymaniu homeostazy organizmu ryby
poprzez system bialek receptorowych, rozpoznajacych czasteczki typowe dla
mikroorganizmow chorobotwodrczych 1 nie wystepujace na powierzchni organizmow
wielokomérkowych. W przypadku utrzymywania si¢ patogenu w organizmie przez
dtuzszy czas, ochron¢ zapewnia nabyty uktad odpornosciowy, ktory jest wysoce
specyficzny dla danego antygenu i ma zdolno$¢ do zapewnienia dtugotrwatej odpornos$ci
(ALBERTS i in. 2002). Mimo mechanizmoéw obronnych ryb, wiele patogenow posiada
zdolno$¢ do ich unikania, a po naruszeniu obrony pierwotnej, s3 w stanie namnazaé si¢

i by¢ przyczyna chorob (ELLIS 2001).

Choroby grzybicze sa wynikiem interakcji ryb, patogenu i $rodowiska. Zte
warunki zycia, niewtasciwe zarzadzanie gospodarka wodng oraz znajdowanie si¢
w srodowisku chorych i martwych ryb, stanowigcych zrodto rozktadajacego si¢ materiatu
organicznego, s gtdwnymi stresorami wplywajacymi negatywnie na kondycje 1 zdrowie
ryb (RAMAIAH 2006). Choroby wywotane przez patogeny grzybowe sg postrzegane u ryb,
podobnie jak u innych zwierzat i czlowieka, jako zjawisko wtérne. Ze wzgledu na
zjadliwos¢ grzybow i coraz czestsze pojawianie si¢ ich w akwakulturach oraz
populacjach dzikich ryb zyjacych w §rodowiskach naturalnych, stanowig one ogromne

ryzyko dla populacji ryb i powinny by¢ stale monitorowane (GOzLAN i in. 2014).
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2. Cel badan i hipotezy badawcze

Przystepujac do badan sformutowano nastepujace hipotezy badawcze (I-11) oraz

okreslono cel pracy:

Ontocenozy zdrowych osobnikow $ledzia battyckiego (Clupea harengus
membras L.) sa zasiedlane przez szerokie spektrum taksonomiczne drozdzy
z 16zng czgstotliwoscia.

Cechy fizjologiczne i biochemiczne drozdzy izolowanych ze $ledzi przektadaja

si¢ na potencjal patogeniczny w stosunku do ryb oraz innych zwierzat i czlowieka.

Celem badan byla ocena réznorodnosci gatunkowej drozdzy kolonizujacych

rézne ontocenozy zdrowych osobnikow §ledzia battyckiego (Clupea harengus membras

L.), potawianego do celéow konsumpcyjnych, z uwypukleniem metod identyfikacji

1 wlasciwosci biochemicznych wyizolowanych mikrogrzybow.

Do realizacji celu badan przyjeto nastepujace zadania badawcze:

Okreslenie zroznicowania taksonomicznego drozdzy w badanych ontocenozach
— identyfikacja grzybow metodami klasycznymi i molekularnymi.
Wyselekcjonowanie izolatow nalezacych do  konkretnych  gatunkow,
wykorzystanych nastgpnie do testow komercyjnych.

Ocena skutecznosci identyfikacji wybranych izolatow drozdzy na podstawie
zdolnosci do asymilacji weglowodandw z wykorzystaniem testow API1 20C AUX.
Ocena aktywno$ci enzymatycznej wybranych izolatow z wykorzystaniem testow
APl ZYM.

Ocena lekowrazliwo$ci wybranych izolatow przy uzyciu testow ATB FUNGUS
3.

Ocena zdolnosci drozdzy do wzrostu w temperaturze 37°C.
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3. Material i metody

3.1. Badania rekonesansowe

Badania wstepne miaty charakter przesiewowy. Przeprowadzone zostaty
w okresie od listopada do grudnia 2016 roku oraz od wrzesnia do pazdziernika 2017 roku.
Ryby potawiano na obszarze Morza Potnocnego oraz Morza Battyckiego. Wystepowanie
drozdzy sprawdzano u 10 gatunkéw ryb, tj. $ledzia baltyckiego (Clupea harengus
membras L.), storni (Platichthys flesus L.), szczupaka pospolitego (Esox lucius L.),
dorsza baltyckiego (Gadus morhua callarias L.), sandacza pospolitego (Sander
lucioperca L.), belony pospolitej (Belone belone L.), okonia pospolitego (Perca fluviatilis
L.), siei pospolitej (Coregonus lavaretus L.), troci wedrownej (Salmo trutta m. trutta L.)
i ptoci (Rutilus rutilus L.). Podczas trwania badan przesiewowych sprawdzano obecnos¢
drozdzy w pysku, skrzelach, watrobie i jelitach ryb. Badania te wylonity rybe
charakteryzujaca si¢ najwigksza roznorodnoscig mikrogrzybow. Byl to §ledz battycki
(Clupea harengus membras L.), wybrany do dalszych analiz mykologicznych, takze ze

wzgledu na jego znaczenie gospodarcze i ekonomiczne.

3.2. Badania kontynuowane

Dalszym badaniom poddano 182 osobniki §ledzia battyckiego przeznaczonego
do celow konsumpcyjnych, potawianego w wodach przybrzeznych potudniowego Morza
Baltyckiego (Zatoka Pomorska) w grudniu 2016 i 2019 roku oraz w okresie od kwietnia
do maja 2018 roku (Tab. 1). Sledzie byly przetransportowane do laboratorium
w warunkach chlodniczych. Materiat biologiczny pobierano jatowa, bawelniang
wymazowka z pyska oraz powierzchni skrzeli, watroby i jelit — $wiezych,

niepatroszonych ryb.

Badania prowadzono w laboratorium mykologicznym Katedry Mikrobiologii
I Mykologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie oraz laboratorium molekularnym Zespotu Interakcji Ros$lina-Patogen,
Zaktadu Genetyki Patogenow 1 Odporno$ci Roslin w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej

Akademii Nauk w Poznaniu.
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Tabela 1. Ontocenozy $ledzi baltyckich analizowane w badaniach rekonesansowych
I kontynuowanych (+ — miejsce pobierania wymazow)
Table 1. Ontocenoses of Baltic herrings analysed in reconnaissance and follow-up studies

(+ — sampling site)

data liczba ontocenoza
poboru osobnikow
pysk skrzela watroba jelita
badania rekonesansowe
05.12.2016 3 + + — +
06.12.2016 3 + + — +
08.12.2016 1 + + — +
16.12.2016 3 + + + —
badania kontynuowane
23.04.2018 22 + + + +
07.05.2018 50 + + + +
09.12.2019 100 + + + +
razem 182 182 182 175 179

3.3. Hodowla grzybéw

Wymazoéwki wraz z materiatem biologicznym, umieszczano w podtozu
ptynnym Sabourauda, aby umozliwi¢ namnozenie si¢ drozdzy wolniej rosngcych

i inkubowano w temperaturze 25°C przez 72 godziny.

Nastepnie, metoda ,,drop plate”, przy uzyciu pipety automatycznej, przenoszono
200ul pltynnej hodowli grzybdéw na state podioze Sabourauda z antybiotykiem
(gentamycyna 0,05%) i inkubowano w temperaturze 25°C przez 24-72 godziny. Podczas
trzydniowej obserwacji okreslano cechy makroskopowe kolonii drozdzy, takie jak:
barwa, ksztalt, struktura powierzchni 1 brzegu, wyniostos$¢ ponad powierzchni¢ agaru czy

konsystencja.

W celu odréznienia komoérek drozdzy od komorek bakteryjnych, z wyrostych
kolonii wykonywano przyzyciowe preparaty mikroskopowe w kropli wody z dodatkiem
2% blekitu metylenowego. Kolonie drozdzy pasazowano na skosy Sabourauda

z dodatkiem antybiotyku (gentamycyna 0,05%) i inkubowano w temperaturze 25°C przez
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72 godziny. Po okresie inkubacji skosy przechowywano w temperaturze 4°C do dalszych

analiz, kontrolujac co miesiac ich jako$¢ oraz zywotnos¢ komorek drozdzy. W celu

dodatkowego zabezpieczenia hodowli, kolonie przenoszono wyzarzong ezg do pustych,

jalowych probowek typu Eppendorf 1 zamrazano w temperaturze -20°C.

W celu wylonienia potencjalnych antropopatogendéw, dodatkowo sprawdzono

zdolnos$¢ wzrostu uzyskanych izolatéw w temperaturze 37°C, prowadzac hodowle na

agarze Sabourauda z antybiotykiem (gentamycyna 0,05%) przez 72 godziny.

Bulion Sabourauda (KURNATOWSKA i KHALID 2018):

- glukoza
- pepton
- chlorek sodu NacCl

- woda destylowana

pH 7,2

409
109

59
1000ml

Podtoze agarowe Sabourauda (KURNATOWSKA i KHALID 2018):

- glukoza

- pepton

- agar

- gentamycyna

- woda destylowana

pH 5,6-5,8

409
10g
189
0,59
1000ml

Skosy Sabourauda z antybiotykiem (KULESzA i in. 2021):

— glukoza

— pepton

— agar

— gentamycyna

— woda destylowana

409
109
229
0,59
1000ml

3.4. ldentyfikacja gatunkowa drozdzy

Identyfikacji gatunkowej dokonywano przy uzyciu metod klasycznych, zgodnie

ze standardowa procedurg zalecang w laboratoriach mykologicznych, uwzgledniajac
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cechy makroskopowe na podlozu Sabourauda =z gentamycyna (0,05%),
mikromorfologiczne na agarze Nickersona 1 biochemiczne  (zymogramy
i auksanogramy), uzywajac specjalistycznych kluczy do identyfikacji grzybow
(KURTZMAN i FELL 1998; KURTZMAN i in. 2011; DE HOOG i in. 2000, 2020). Drozdze
identyfikowano takze metodami molekularnymi: izolaty uzyskane w okresie od grudnia
2016 roku do maja 2018 roku na podstawie sekwencji regionu ITS (ang. Internal
Transcribed Spacer) rDNA oraz domeny D1/D2 duzej podjednostki rybosomu, natomiast
izolaty pozyskane w grudniu 2019 roku wytgcznie na podstawie sekwencji regionu ITS.
Analiza sekwencji nukleotydowych stanowita takze ztoty standard stuzacy do oceny
skuteczno$ci identyfikacji na podstawie zdolnos$ci asymilacji weglowodanow przy uzyciu

testow API 20C AUX firmy bioMérieux (Marcy-1"Etoile, Francja).

Uzyskane gatunki drozdzy, na podstawie danych literaturowych (DE HOOG i in.,
2000, 2020) zaklasyfikowano do jednej z czterech grup poziomu biobezpieczenstwa
(BSL — ang. BioSafety Level). Kategorie zdefiniowano w nastepujacy sposob:

GRAS — (ang. Generally Regardes As Safe — ogdlnie uwazane za bezpieczne) — grzyby
nalezace do tej grupy uznawane sg za nieszkodliwe mikroorganizmy, czgsto stosowane

przy produkcji zywnosci.

BSL-1 — saprotrofy lub patogeny roslinne, zajmujace nisze ekologiczne bezkregowcow
oraz komensale. Infekcje wywotane przez grzyby z tej grupy sa przypadkowe,

powierzchowne i nieinwazyjne lub tagodne.

BSL-2 — grzyby gléwnie bytujace w niszach ekologicznych bezkregowcow, ze
stosunkowo dobra zdolnos$cia do utrzymania si¢ w tkance kregowcoéw. Moga powodowaé
glebokie, oportunistyczne grzybice u pacjentdw z obnizong odpornoscig. Do tej grupy

zaliczane sg takze patogeny wywotujace infekcje powierzchowne.

BSL-3 — grzyby potencjalnie zdolne do wywotania cigzkich, glebokich grzybic

u zdrowych osob.

3.4.1. Obserwacja cech mikroskopowych

Z uzyskanych izolatow wykonano mikrohodowle na szkietkach podstawowych
pokrytych cienkg warstwg agaru Nickersona. Podloze zaszczepiano drozdzami
przechowywanymi na skosach Sabourauda. Hodowlg wzbogacano kilkoma kroplami

surowicy kroliczej z bulionem bakteriologicznym, zmieszanych w stosunku 1:1
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I przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Po umieszczeniu mikrohodowli w komorze

wilgotnej (Ryc. 2), calo$¢ inkubowano w temperaturze 25°C przez 72 godziny.

W mikroskopie $wietlnym Olympus BX51 oceniano morfologi¢: wielko$¢ i ksztatt

komorek wegetatywnych, wytwarzanie i umiejscowienie blastospor, chlamydospor,

pseudostrzgpek oraz strzepek prawdziwych.

Rycina 2. Komora wilgotna do mikrohodowli na agarze Nickersona

Figure 2. Wet chamber for microculture on Nickerson agar

Podtoze Nickersona (EIDYS i in. 2011):

- glukoza

- wodorofosforan (V) dipotasu K;HPO4
- diwodorofosforan (V) potasu KH2PO4
- azotan (V) amonu NH4NOs

- ekstrakt drozdzowy

- chlorek sodu

- biotyna

- agar

- bilekit trypanowy

- woda destylowana

3.4.2. Badania biochemiczne

209

49

29

1g

1g

19

2,50
159
0,19
1000ml

3.4.2.1. Ocena zdolnosci fermentacji cukréow (zymogramy)

W celu okre$lenia zdolnosci wyizolowanych drozdzy do fermentacji pieciu

weglowodandw (glukoza, galaktoza, sacharoza, maltoza, laktoza) wykonano zymogramy

(Ryc. 3). Przygotowano zawiesing drozdzy w 2ml jatowej wody, o zmetnieniu

odpowiadajagcym 3 w skali McFarlanda. Stopien zmgtnienia ustalano przy uzyciu
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densytometru Grant DEN-1. Nastepnie pipeta automatyczng przenoszono po 60ul
sporzadzonej zawiesiny do probowek z podtozem do zymogramu. Wynik odczytywano
po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C. Fioletowe zabarwienie wskazywato na
brak zdolnosci fermentacji cukru przez badany izolat. Zmiana zabarwienia pozywki na
70Mtg oznaczala zmiang pH podtoza, wynikajaca z przeprowadzenia procesu fermentacji

cukru przez drozdze.

GAL. ‘
| — ol
B % il

Rycina 3. Probowki z podtozem do zymogramu

Figure 3. Tubes with zymogram medium

Podtoze do zymogramu (modyfikacja wiasna):

- cukier (glukoza, galaktoza, sacharoza, maltoza, laktoza) 29
- pepton kazeinowy 0,59
- woda destylowana 100ml

- 0,1% biekit bromowo-tymolowy w 95% alkoholu etylowym kilka kropli
- 0,1% purpura bromokrezolowa w 50% alkoholu etylowym kilka kropli

- wodorotlenek sodu NaOH do uzyskania fioletowego zabarwienia

pH 7,72

3.4.2.2. Ocena zdolnoSci asymilacji cukréw (auksanogramy)

W celu sprawdzenia zdolnosci drozdzy do asymilacji wegla z 5 cukrow
(glukoza, galaktoza, sacharoza, maltoza, laktoza) wykonano auksanogram
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weglowodanowy, sporzadzajac zawiesing drozdzy w plynnym ubogim podtozu,
pozbawionym cukrow (zrédto wegla), o zmetnieniu odpowiadajacym 3 w skali
McFarlanda. Inkubacje prowadzono przez 7 dni w temperaturze 25°C. Nastepnie 500ul
zawiesiny przenoszono na state podtoze auksanograficzne i rozprowadzano za pomoca
jatowej glaszczki po powierzchni agaru. Po 30 minutach wyktadano krazki bibutowe
nasgczone 10% roztworami cukrow i inkubowano w temperaturze 25°C przez 48 godzin.
Zdolno$¢ do asymilacji weglowodandw okre$lano na podstawie pojawienia si¢
zmetniatego, ciemniejszego pola wokoét krazkow, wskutek nagromadzenia si¢ komorek

drozdzy (Ryc. 4).

Rycina 4. Podtoze auksanograficzne z kragzkami nasgczonymi badanymi cukrami
(widoczne ciemniejsze pole przy krazku z glukoza)
Figure 4. Auxanographic medium with discs soaked in the tested sugars (visible darker

field next to the glucose disc)

Plynne podtoze ubogie (EJDYS i in. 2011):

- pepton 10g

- chlorek sodu NaCl 5¢

- woda destylowana 1000ml
pH 7
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State podtoze auksanograficzne (EJDYS i in. 2011):

- diwodorofoforan (V) potasu KH2PO4 19

- siarczan (VI) magnezu MgSO4 0,59

- agar 169

- woda destylowana 1000ml
pH 6,5

3.4.3. Badania molekularne

3.4.3.1 1zolacja DNA

Do izolacji genomowego DNA badanych izolatow drozdzy uzyto zestawu
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX, Gdansk, Polska), zgodnie
z zaleceniami producenta. Do minikolumny dodano 30ul buforu aktywacyjnego Buffer P
I pozostawiono w temperaturze pokojowej. Drozdze z 48-godzinnej hodowli na agarze
Sabourauda z gentamycyng (0,05%) przenoszono do probowki typu Eppendorf
o objetosci 2ml, a nastgpnie homogenizowano w cieklym azocie przy uzyciu patyczka
z koncoéwka o specjalnie dopasowanym ksztalcie i dodawano 400ul buforu Lyse F. Do
zawiesiny przenoszono po 3ul RNase i 10ul Proteinase L. Wszystkie proby
zworteksowano i inkubowano w temperaturze 65°C przez 30 minut. Nast¢pnie dodawano
130ul buforu AC, doktadnie wymieszano i inkubowano w lodzie przez 5 minut. Proby
odwirowano z predkosciag 15 000 X g przy uzyciu wirowki laboratoryjnej Centrifuge
5417R (Eppendorf, Hamburg, Niemcy). Delikatnie przenoszono 400ul supernatantu znad
osadu do nowej probowki, dodawano 350ul buforu Sol P i 250 ul 96% etanolu, mieszano
i wirowano z predkoscig 14 000 x g przez minute. Do uprzednio przygotowanej
minikolumny, znajdujacej si¢ w probowce odbierajacej, przenoszono supernatant
1 wirowano z predkoscig 14 000 X g przez 1 minute. PO usunigciu przesaczu z probowki
odbierajacej, dodawano 500ul buforu ptuczacego Wash PX 1 wirowano z predkoscia
14000 x g przez minutg, powtarzajac czynno$¢ dwukrotnie. PO umieszczeniu
minikolumny w nowej probowce typu Eppendorf, dodawano 150ul buforu Elution
I pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 2 minuty a nastgpnie wirowano
z predkoscig 14 000 x g przez minutg. Koncentracje genomowego DNA dla kazdej probki
mierzono przy uzyciu spektrofotometru widzialnego NanoDrop 1000 UV (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Ekstrakty DNA przechowywano

w temperaturze -20°C.

38



3.4.3.2. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR), elektroforeza i

sekwencjonowanie

Amplifikacj¢ fragmentu D1/D2 duzej podjednostki rybosomu regionu
kodujacego 26S rDNA  wykonano przy uzyciu starterow NL1  (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) [ NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'), zas amplifikacic wewnetrznej sekwencji
transkrybowanej (ang. Internal Trancribed Spacer - ITS) z uzyciem starterow 1TS4, 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3'oraz ITS5, 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
-3', zgodnie z metodyka podang przez KOzLOwskA i in. (2018). Amplifikacjc DNA
przeprowadzono w 50 ul mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej: 1,3ul (1 unit/ul)
polimerazy Color Tag DNA (EURx, Gdansk, Polska), 5 ul 10x buforu reakcyjnego Pol
B (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1mM, 1 mM ditiotreitolu, 15
mM MgClz), 2 pl mieszaniny deoksynukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
o stezeniu 0,2 mM kazdego dNTP, po 0,1 pul kazdego primera o stezeniu 0,5 uM i okoto
20 ng DNA drozdzy oraz 41,5 pul wody do PCR.

Reakcje tancuchowej polimerazy w termocyklerze (Bio-Rad, seria C-1000)
poprzedzita inkubacja probowek w temperaturze 95°C przez 5 minut. Reakcja sktadata
si¢ z 35 cykli, a kazdy a nich z trzech etapow: denaturacji (temperatura 95°C przez
1 minutg), hybrydyzacji (temperatura 56°C przez 1 minute) i elongacji (temperatura 72°C
przez 1 minutg). Reakcje tancuchowej polimerazy zakonczono inkubacja probowek

w temperaturze 72°C przez 7 minut.

Jakos¢ DNA oraz efektywno$¢ reakcji PCR sprawdzano przeprowadzajac
rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym (EURx, Gdansk, Polska)
z dodatkiem barwnika stuzacego do barwienia kwasow nukleinowych SimplySafe (0,5
ug/ml; EURx, Gdansk, Polska). Produkty amplifikacji DNA zwizualizowano w $wietle

UV, przy uzyciu zestawu do archiwizacji zelow.

Uzyskane amplikony oczyszczono przy uzyciu egzonukleazy 1
(ThermoScientific) oraz fosfatazy alkalicznej FastAP (ThermoScientific) w programie:
37°C przez 30 minut i 80°C przez 15 minut. Fragmenty DNA znakowano
poszczegblnymi starterami oraz kitem BigDyeTerminator 3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) zgodnie z zaleceniami producenta, a nast¢gpnie strgcono 96%

etanolem z dodatkiem octanu sodu (80ul octanu sodu w 1 ml etanolu). Amplikony PCR
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zsekwencjonowano w aparacie Applied Biosystems 3130 w Laboratorium Technik
Biologii Molekularnych Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Uzyskane
sekwencje analizowano za pomocg algorytmu BLASTn i porownywano z sekwencjami
referencyjnymi z bazy danych GenBank, okreslajac ich najblizsze pokrewienstwa
filogenetyczne oraz zachowujac takie same parametry przeszukiwania baz dla wszystkich

badanych izolatow.

3.4.3.3. Rekonstrukcja filogenezy

W celu dopasowania sekwencji uzyto ClustalW (THOMPSON i in. 2002)
w programie BioEdit 7.2 Sequence Alignment Editor. Wszystkie pozycje zawierajace
luki zostaly uzupetnione i1 zrekonstruowane filogenetycznie przy uzyciu programu
MEGAI11 (podejscie z maksymalng oszczednoscig, wlaczone heurystyki wymiany
najblizszego sgsiada z ustawieniami domys$lnymi, 1000 iteracji tadowania poczatkowego;

KUMAR i in. 2016).

3.4.4. Badania uzupekiajace dla gatunkow z rodzaju Apiotrichum

Ze wzgledu na niejednoznaczng identyfikacj¢ na podstawie metod klasycznych
i molekularnych, przeprowadzono dodatkowe badania biochemiczne dla gatunkow
Apiotrichum domesticum i A. montevideense. Gatunki r6znig si¢ migdzy sobag
metabolizmem glukonianu. A. montevideense utylizuje glukonian, zas A. domesticum nie

wykazuje tej zdolnosci (KURTZMAN i in. 2011).

W 10ml ptynnego podtoza YNB (ang. Yeast Nitrogen Base) z dodatkiem 20%
glukonianu sodu zawieszano po p6t oczka ezy kolonii okreslonych jako Apiotrichum sp.,
pobranych z 48-godzinnej hodowli na skosach i inkubowano w 37°C przez 48 godzin. Po
tym czasie dodawano 1ml odczynnika Benedicta w celu zwizualizowania reakcji
I umieszczono probowke w tazni wodnej na 10 minut (Ryc. 5). Barwa zielono-niebieska

$wiadczyta o braku reakcji, natomiast pomaranczowa poswiata o jej zajsciu.
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Rycina 5. Podtoze YNB z 20% dodatkiem glukonianu sodu i odczynnikiem Benedicta
(A — przed zagotowaniem w tazni wodnej, B — po zagotowaniu, kontrola negatywna)
Figure 5. Figure 4. YNB medium with 20% sodium gluconate and Benedict's reagent

(A - before boiling in a water bath, B - after boiling, negative control)

Podtoze YNB — Yeast Nitrogen Base (KURTZMAN i in. 2011):

- siarczan amonu NHsSO4 5¢

- L-histydyny chlorowodorek 10mg
- DL-metionina 20mg
- DL-tryptofan 20mg
- witaminy 13,62mg
- kwas borowy 500pg
- siarczan miedzi (I1) CuSO4 40ug
- jodek potasu Kl 100png
- chlorek zelaza (IT) FeCl: 200ug
- siarczan manganu (I1) MnSO4 400ug
- molibdenian sodu Na2MoO4 200ug
- siarczan cynku ZnSOg4 400pg
- wodorofosforan (V) dipotasu KoHPO4 0,15¢
- diwodorofosforan (V) potasu KH2PO4 0,85g
- siarczan magnezu MgSO4 0,59
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- chlorek sodu NaCl 0,1g
- chlorek wapnia CaCl» 0,1g

- woda destylowana 1000ml

3.4.5. Identyfikacja wybranych izolatéw drozdzy na podstawie testow
API 20C AUX

Do oceny skuteczno$ci identyfikacji na podstawie testow API 20C AUX firmy
bioMérieux (Marcy-1’Etoile, Francja) wybrano po jednym izolacie z kazdego gatunku,
ktorego sekwencja uzyskana podczas badan molekularnych byta najbardziej zblizona do
sekwencji referencyjnych z bazy danych GenBank. Testy API 20C AUX to biochemiczny
szereg identyfikacyjny opierajacy si¢ na zdolnosci grzybow do przyswajania wegla

(auksanogram) z 19 réznych zwigzkow (Tab 2).

W ampulce z API Suspension Medium wykonano zawiesing z 24-godzinnej
hodowli drozdzy, odpowiadajacej zmetnieniem 2 jednostkom w skali McFarlanda.
Nastepnie przeniesiono 100ul pierwotnej zawiesiny do API C Medium. Przy uzyciu
pipety pasterowskiej wypeliono mikroprobowki, unikajac tworzenia pecherzykow
powietrza. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 29°C przez 24-72 godziny. Dodatkowo
sprawdzano wymagane cechy morfologiczne (wytwarzanie strzgpek lub pseudostrzepek)

na podstawie fotografii izolatow wykonanych z mikrohodowli na agarze Nickersona.

Tabela 2. Zestawienie badanych zwiazkoéw weglowych w testach API 20C AUX
Table 2. List of carbon compounds tested in APl 20C AUX tests

Skrot nazwy zwiazkow | Aktywne skladniki
GLU D-glukoza

GLY glicerol

2KG 2-keto-glukonian wapnia
ARA L-arabinoza

XYL D-ksyloza

ADO adonitol

XLT ksylitol

GAL D-galaktoza

INO inozytol
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SOR D-sorbitol

MDG L-metylo-D-glukozyd
NAG N-acetylo-D-glukozamina
CEL D-celobioza

LAC D-laktoza

MAL D-maltoza

SAC D-sacharoza

TRE D- trehaloza

MLZ D-melezytoza

RAF D-rafinoza

W studzienkach, w ktorych zmetnienie byto wigksze niz w probie kontrolnej (Ryc.
6), reakcje uznawano za pozytywna. Zgodnie z zasada numerycznej identyfikacji,
polegajacej na punktacji wynikéw uzyskanych w 7 grupach ocenianych 19 wtasciwosci
biochemicznych drozdzy i 1 cechy morfologicznej (strzepki/pseudostrzgpki), ustalano
profil numeryczny, ktory poréwnano z podanymi w katalogu producenta (Analytical

Profile Index, bioMérieux, Lyon, Francja, 1990).
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Qopl 20 C aux

Rycina 6. Przykladowy pasek testu API 20C AUX (widoczne zmegtnienie
w mikrostudzienkach GLU i GLY)
Figure 6. Sample API 20C AUX test strip (visible turbidity in GLU and GLY microwells)

3.5. Ocena aktywnosci enzymatycznej wybranych izolatow drozdzy

Zdolnosci enzymatyczne 22 wybranych izolatow kazdego gatunku sprawdzano
przy uzyciu testow API ZYM firmy bioMérieux (Marcy-1’Etoile, Francja), zawierajacych
substraty do oceny aktywnosci hydrolitycznej 19 enzymow (Tab. 3).

Do sprawdzenia aktywnosci enzymatycznej uzyto izolatow drozdzy z 48-
godzinnej hodowli na skosach Sabourauda, z ktérych wykonano zawiesing w API
Suspension Medium o zmgtnieniu odpowiadajacym 5 w skali McFarlanda. Do kazdej
studzienki nanoszono po 65ul zawiesiny, a nastgpnie inkubowano przez 4 godziny

43



w temperaturze 37°C. Po okresie inkubacji do studzienek dodawano po 1 kropli

odczynnikow ZYM A i ZYM B i pozostawiano na 5 minut w celu wywolania reakcji

barwnej, doswietlajac paski testowe lampg (Ryc. 7). Zgodnie z zaleceniami producenta

wykorzystano 5-stopniowa skalg, okreslajaca aktywno$¢ enzymoéw w nanomolach

hydrolizowanego substratu:

0 — 0 nanomoli
1 -5 nanomoli
2 —10 nanomoli
3 — 20 nanomoli

4 — 30 nanomoli

5 — powyzej 40 nanomoli

Rycina 7. Przyktadowa reakcja barwna testu API ZYM

Figure 7. Exemplary color reaction of the APl ZYM test

Tabela 3. Zestawienie badanych enzymow i hydrolizowanych substratow testow API

ZYM wraz z oczekiwang reakcjg barwng

Table 3. List of tested enzymes and hydrolyzed substrates of APl ZYM tests along with

the expected color reaction

Oznaczenie Enzym Substrat Wynik
enzymd dodatni ujemny
E2 fosfataza zasadowa | 2-naftylofosforan fioletowy
E3 esteraza (C4) 2-naftylomaslan fioletowy bezbarwny
E4 lipaza esterazowa | 2-naftylokapronian | fioletowy lub blady
(C8) 70ty
E5 lipaza (C14) 2-naftylomirystynian | fioletowy
E6 arylamidaza L-leucylo-2- pomaranczowy
leucynowa naftyloamid
E7 arylamidaza L-walino-2- pomaranczowy
walinowa naftyloamid
E8 arylamidaza L-cystynylo-2- pomaranczowy
cystynowa naftyloamid
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E9 trypsyna N-benzylo-DL- pomaranczowy
arginino-2- bezbarwny
naftyloamid lub blady

E10 a-chymotrypsyna N-glutarylo- pomaranczowy | zotty
fenyloalanino-2-
naftyloamid

Ell fosfataza kwasna 2-naftylofosforan fioletowy

E12 fosfohydrolaza naftylo-AS-BI- Niebieski

naftolowa AS-BI fosforan

E13 a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-o-D- | fioletowy
galaktopiranoza

El4 B-galaktozydaza 2-naftylo-p-D- fioletowy
glukopiranoza

E15 B-glukoronidaza naftolu-AS-BI-p-D- | niebieski
glukuronid

E16 a-glukozydaza 2-naftylo-a-D- fioletowy
glukopiranoza

E17 B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-p-D- | fioletowy
glukopiranoza

E18 N-acetylo-f- 1-naftylo-N-acetylo- | bragzowy

glukozyloaminidaza | B-glukozyloamid

E19 a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-a- fioletowy
mannopyranozydaza

E20 a-fukozydaza 2-naftylo-a-L- fioletowy
fukopiranoza

3.6. Ocena wrazliwos$ci wybranych izolatow drozdzy na leki

przeciwgrzybicze

Badanie wrazliwosci wybranych 22 izolatow, ktorych sekwencje byly
najbardziej zblizone do sekwencji referencyjnych w bazie danych GenBank,
przeprowadzono przy uzyciu testow ATB FUNGUS 3 firmy bioMérieux (Marcy-1"Etoile,
Francja). Testy pozwalajg na okreslenie minimalnego st¢zenia hamujacego (ang. MIC —
Minimal Inhibitory Concentration) pieciu lekow przeciwgrzybiczych w réznych
stezeniach: 5-flucytozyna (5-fluorocytozyna; 4 i 16 pug/ml), amfoterycyna B (0,5-16
ng/ml), flukonazol (1-128 pg/ml), itrakonazol (0,125-4 pg/ml) i worikonazol (0,068
ng/ml).

W celu okreslenia lekowrazliwo$ci izolatow wykonano zawiesing z 48-
godzinnej hodowli drozdzy na skosach, w ampuice z API NaCl 0,85% Medium,

o zmetnieniu odpowiadajagcym 2 w skali McFarlanda. Nastepnie 20ul zawiesiny
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przenoszono do amputki z ATB F2 Medium. Do 16 studzienek nanoszono po 135ul
uprzednio sporzadzonej zawiesiny i inkubowano 35°C/24 godziny. Po inkubacji paski
odczytywano i zgodnie z zaleceniami producenta, warto$ci MIC okreslano na podstawie
wyniku wzrostu dla kazdej ze studzienek w porownaniu z mikroproboéwka kontrolng
(Ryc. 8). Minimalne stg¢zenie hamujace dla amfoterycyny B (AMB) odpowiadato
najnizszemu stezeniu powodujacemu catkowite zahamowanie wzrostu (wynik = ,,0”).
W  przypadku 5-flucytozyny (5FC), flukonazolu (FCA), itrakonazolu (ITR)
1 worikonazolu (VRC) warto§¢ MIC odpowiadata najmniejszemu st¢zeniu
antymykotyku, dla ktorego przypisuje si¢ oceng ,,2” (wyrazne zahamowanie wzrostu),
,»17 (bardzo staby wzrost) i”0” (brak wzrostu). Wrazliwos¢ izolatbw na podstawie

minimalnego stezenia hamujacego okre$lano zgodnie z sugerowanymi przez producenta.

S20000000000000%

@000 000000000002

| AMB | FCA ITR VEC 3

Rycina 8. Przyktadowy pasek ATB FUNGUS 3
Figure 8. Example of ATB FUNGUS 3 strip

3.7. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano oprogramowanie STATISTICA 13.3
(firma StatSoft, licencja Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie). Przy
uzyciu metody analizy wariancji (ANOVA), dla wszystkich analiz poziom istotnosci
wynosit 0=0,05. Do kazdej przeprowadzanej analizy zastosowano nieparametryczny test

Kruskala-Wallisa, ze wzgledu na policzalne wartosci danych.
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4. Wyniki

4.1. Drozdze wyizolowane z badanych ontocenoz

Ogobtem, z 718 pobranych prob mikrogrzyby stwierdzono w 230 (32%). Lacznie

uzyskano i przeanalizowano 260 izolatow drozdzy nalezacych do 22 gatunkow z 12

rodzajow (Tab. 4, Zat. 1 i 2). W tabeli 5 przedstawiono aktualne stanowisko

systematyczne wyizolowanych grzybow, a w tabeli 6 skrocong charakterystyke

analizowanych gatunkéw, na podstawie danych literaturowych.

Tabela 4. Liczebnos¢ gatunkow drozdzy wyizolowanych ze wszystkich badanych

ontocenoz

Table 4. Number of yeast species isolated from all studied ontocenoses

Gatunek Liczba izolatow
pysk skrzela watroba jelita lacznie

Apiotrichum domesticum 7 3 2 5 17
A. montevideense 1 2 0 1 4
Candida albicans 1 1 0 0 2
C. oleophila 0 0 1 0 1
C. parapsilosis 1 3 1 3 8
C. sake 1 0 0 0 1
Cutaneotrichosporon 4 3 0 3 10
curvatum

Debaryomyces hansenii 7 2 5 8 22
Exophiala dermatitidis 0 0 0 1 1
Holtermanniella takashimae 1 0 0 1 2
Kluyveromyces marxianus 1 1 0 0 2
Meyerozyma caribbica 1 0 0 0 1
M. guilliermondii 0 3 4 3 10
Pichia fermentans 5 7 3 0 15
P. kudriavzevii 48 44 8 14 114
Rhodotorula mucilaginosa 8 1 1 2 12
Saccharomyces cerevisiae 1 0 0 0 1
Yarrowia alimentaria 6 1 0 1 8
Y. bubula 0 1 0 0 1
Y. deformans 3 3 0 3 9
Y. divulgata 5 1 0 1 7
Y. lipolytica 3 4 3 2 12

47



Tabela 5. Stanowisko systematyczne wyizolowanych gatunkow drozdzy na podstawie stron internetowych: www.mycobank.org
I www.indexfungorum.org

Table 5. Systematic position of isolated yeast species based on the websites: www.mycobank.org and www.indexfungorum.org

L Gatunek Rodzina Rzad Klasa/ Gromada/ Typ
p.

Podklasa
1 | Candida albicans (Robin) Berkhout (1923) | Debaryomycetaceae Serinales
2 | C. oleophila Kaisha & lizuka (1967)

C. parapsilosis (Ashford) Langeron &

3 | Talice (1932)

4 C. sake (Saito & Oda) van Uden & H.R.
Buckley (1983)

5 Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder &
Kreger (1952)

Meyerozyma caribbica (Vaughan-Mart.,
6 | Kurtzman, S.A. Mey. & E.B. O'Neill)
Kurtzman & M. Suzuki (2010)

7 M. guilliermondii (Wick.) Kurtzman & M. Ascomycota
Suzuki (2010)

8 Exophiala dermatitidis (Kano) de Hoog Herpotrichiellaceae Chaetothyriales Eurotiomycetes
(1977)

Kluyveromyces marxianus (E.C. Hansen) Saccharomycetaceae | Saccharomycetales Saccharomycetes
9 | Van der Walt, Antonie van Leeuwenhoek

(1965)
10 Saccharomyces cerevisiae (Desm.) Meyen

(1838)
11 | Pichia fermentans Lodder (1932) Pichiaceae Pichiales
12 P. kudriavzevii Boidin, Pignal & Besson

(1965)
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13

Yarrowia alimentaria (Knutsen, V. Robert
& M.T. Sm.) Gouliam., R.A. Dimitrov,
M.T. Sm. & M. Groenew. (2017)

14

Y. bubula Ed. Nagy, Dlauchy & G. Péter,
Antonie van Leeuwenhoek (2014)

15

Y. deformans (Zach) M. Groenew. & M.T.
Sm., Antonie van Leeuwenhoek (2013)

16

Y. divulgata (Zach) M. Groenew. & M.T.
Sm., Antonie van Leeuwenhoek (2013)

17

Y. lipolytica (Wick., Kurtzman & Herman)
Van der Walt & Arx, Antonie van
Leeuwenhoek (1980)

Dipodascales

Dipodascomycetes

18

Apiotrichum domesticum (Sugita,
Nishikawa & Shinoda) Yurkov &
Boekhout (2015)

19

A. montevideense (Queiroz) Yurkov &
Boekhout (2015)

20

Cutaneotrichosporon curvatum (Diddens
& Lodder) Yurkov, X.Z. Liu, F.Y. Bai, M.
Groenew. & Boekhout (2015)

Trichosporonaceae

Trichosporonales

21

Holtermanniella takashimae Wuczkowski,
Passoth, Andersson, Turchetti, Prillinger,
Boekhout (2010)

Holtermanniales

Tremellomycetes

22

Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C.
Harrison (1928)

Sporidiobolaceae

Sporidiobolales

Microbotryomycetes

Basidiomycota
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Tabela 6. Charakterystyka cech diagnostycznych wyizolowanych drozdzy na podstawie danych zrédlowych z uwzglednieniem BSL

(DE HOOG i1 in. 2000, 2020; KURTZMAN I FELL 1998; KURTZMAN i in. 2011; WuczkowsKI i in. 2011; NAGY i in. 2013; NAGY i in. 2014;
GAIKWAD i in. 2021; + — reakcja pozytywna, - — reakcja negatywna, v- reakcja zmienna, w- reakcja staba)

Table 6. Characteristics of diagnostic features of isolated yeasts based on source data including BSL (DE HOOG et al. 2000, 2020;
KURTZMAN and FELL 1998; KURTZMAN et al. 2011; Wuczkowski et al. 2011; NAGY et al. 2013; NAGY et al. 2014; GAIKWAD et al. 2021; +

— positive reaction, - — negative reaction, v — variable reaction, w — weak reaction)

Lp Gatunek Cechy Naturalne | BSL
makroskopowe mikroskopowe biochemiczne rezerwuary
fermentacja asymilacja
GL [GA [ S M [ L GL [GA [ S M
1 | Apiotrichum kolonie kremowe do komorki wegetatywne kuliste - -1 - -=--=-1+1+]+]+ litosfera, 1
domesticum jasnozoltych, potblyszczace, lub jajowate, 2-4,5 x 2,5-10pm, cztowiek
krostkowate lub mozgowato wystepujace pojedynczo lub
pofatdowane, brzeg porosnicty parami, obecne pseudostrzepki i
strzgpkami septowane strzgpki z
artrokonidiami
2 A. montevideense kolonie blade do komorki wegetatywne kuliste - -1 -=-1-=-1-1H% + v + czlowiek -
cytrynowozottych, matowe, do jajowatych, 2,5-5 x 2,5-
moézgowate do pofatdowanych, | 12pm, wystepujace pojedynczo
brzeg promieniscie lub parami, obecne septowane
pofatldowany strzepki z artrokonidiami
3 Candida albicans kolonie biate do kremowych, komorki wegetatywne kuliste, + | v v + | -]+ + v + aerosfera, 2
gladkie, I$nigce lub matowe, rzadziej cylindryczne, 2-7 x 4- hydosfera,
zapach drozdzy 8um, cienkoscienne komorki litosfera,
utozone groniasto wokot rosliny,
rozgatezionych pseudostrzepek, zwierzgta,
tworzy pojedyncze, szczytowe, czlowiek
boczne i $rodstrzgpkowe
chlamydospory
4 C. oleophila kolonie biatawe, matowe, wiekszos$¢ komorek + + - v | - | + + + + ro$liny -
gladkie lub delikatnie wegetatywnych jajowatych do
pomarszczone, brzeg zwykle z wydhizonych, 3-4 X 4-6,5um,
kilkoma kepkami wzrostu wystepujace pojedynczo, w
pseudostrzepek parach lub krotkich
rozgatezionych i
nierozgatezionych tancuszkach,
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pseudostrzepki ztozone z
rozgatezionych tancuchow
cylindrycznych komorek,
czasami z jajowatymi
blastokonidiami

C. parapsilosis

kolonie kremowe do zéttawych,
matowe lub btyszczace,
micgkkie, ptaskie lub wynioste,
maslane, gladkie lub
pomarszczone

komorki wegetatywne okragte
do jajowatych, 1,5-2,5 x 3-
5,5um, wystepujace pojedynczo
lub parami, pseudogrzybnia i
sktadajace si¢ z rozgatezionych
tancuchéw podhuznych
komorek w uktadzie mniej
wigcej jak drzewko choinkowe,
boczne galezie stopniowo
kroétsze w kierunku wierzchotka
strzepki, worki trwate, 1-2
askospory szorstkich lub
gladkich $cianach

hydrosfera,
Zywnos¢,
owady,
cztowiek

C. sake

kolonie biate do kremowych,
gladkie, koronkowe lub
pomarszczone, migkkie, brzeg
caly lub nieregularny

komorki wegetatywne kuliste,
jajowate, wydtuzone lub
cylindryczne, 2,5-6 X 3-7um,
wystepujace pojedynczo, w
parach, krotkich tancuchach lub
matych skupiskach,
pseudostrzepki ztozone z kilku
krotkich tancuchow komorek
lub dtugich, rozgat¢zionych
fancuchéw cylindrycznych
komorek z dobrze
zrdznicowanymi
blastokonidiami

hydrosfera,
litosfera,
Zywnosc,
rosliny,
czlowiek

Cutaneotrichosporon
curvatum

kolonie od zoéttawych do
brazowych, $luzowate, migkkie,
gladkie lub pomarszczone

komorki wegetatywne jajowate,
w ksztalcie kietbasy, czesto
zakrzywione, 2,7-4,7 x 3,3-
9,4um, pseudogrzybnia sklada
si¢ z rozgatezionych tancuchow
krotkich pseudostrzepek lub
dtugich falistych
pseudostrzepek z kilkoma
blastosporami

+/

hydrosfera,
Zywnos¢,
czlowiek
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8 Debaryomyces kolonie biate do kremowych, komorki wegetatywne w/|wl|owl | w/ hydrosfera, 1
hansenii blyszczace lub matowe, elipsoidalne, 3,5-5 x 2-3,5um, — - — - litosfera,
maslane, gladkie lub pseudogrzybnia nieobecna, Zywnos¢,
pomarszczone worki trwate, 1-2 askospory o rosliny,
chropowatych $cianach cztowiek
9 Exophiala kolonie z bragzowym pigmentem | komorki wegetatywne obfite, - -1 -1 - srodowiska 2
dermatitidis wydzielajacym si¢ do podtoza, | komorki konidiogenne ekstremalne,
plaskie, gtadkie, woskowate interkalarne lub wolne, w hydrosfera,
ksztalcie kolby, konidia czlowiek
elipsoidalne, 2,5-4 X 2-3um,
moga wystgpowac kuliste
fialidia z duzymi, delikatnymi
komhierzykami, fialokonidia
mate, elipsoidalne do
cylindrycznych, czasami tworzy
Ciata sklerotyczne
10 | Holtermanniella kolonie bladorézowe, wypukle, | komorki wegetatywne owalne - -1 -1 - litosfera, -
takashimae okragte, konsystencja pasty do wydhluzonych, 3-5 X 2-4pm, rosliny
nie wytwarza grzybni
11 | Kluyveromyces kolonie biate, kremowe do komorki wegetatywne kuliste, + + + | - hydrosfera, 1
marxianus brazowych, maslane, gladkie elipsoidalne do cylindrycznych, Zywnos¢,
lub lekko pofatdowane, zapach | 2-6 X 6-10um, wystepuja rosliny,
winny pojedynczo, parami lub w owady,
kroétkich tancuchach, brak cztowiek
strzepek, pseudostrzgpki silnie
rozgatezione z kilkoma
blastokonidiami, worki
zanikajace, 1-4 elipsoidalne,
gladkoscienne askospory
12 | Meyerozyma kolonie opalizujgco-biate, komorki wegetatywne jajowate + + + | v litosfera, 1
caribbica gladkie i I$nigce lub matowe i do wydhtuzonych, 1,5-5 x 2-6 ro$liny,
pomarszczone, brzegi ptatowate | um, wystepuja pojedynczo, w czlowiek
parach lub krotkich
fancuszkach, pseudostrzepki
obfite, rozgatezione lub
nieobecne, brak strzepek
prawdziwych, worki rzadkie,1-
2 askospory
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13 | M. guilliermondii kolonie kremowe do z6ttych, komorki wegetatywne jajowate aerosfera, 1
plaskie lub kopulaste, wilgotne, | do wydtuzonych, 1,5-4,8 x 2- litosfera,
maslane, gtadkie i 1$nigce lub 15um, wystepuja pojedynczo owady,
matowe i pomarszczone, brzegi | lub w krotkich tancuszkach, zwierzgta,
ptatowate pseudogrzybnia obfita, silnie rosliny,
rozgaleziona, skladajaca si¢ z czlowiek
cienko$ciennych, wydtuzonych
komorek, z okotkowo
utozonymi blastokonidiami,
brak strzepek prawdziwych,
tworzy worki, 1-4 askospor w
ksztalcie kapelusza
14 | Pichia fermentans kolonie biate i matowe, komorki wegetatywne jajowate zZywnos¢, 1
powierzchnia pomarszczona, do elipsoidalnych, 1,9-6,5 x 4- zwierzgta,
brzegi ptatowate, zapach lekko 14,4pm, wystepuja pojedynczo, cztowiek
estrowy w parach i krotkich tancuchach,
pseudostrzepki umiarkowanie
rozgalezione, brak strzgpek
prawdziwych, tworzy worki, 2-
4 askospory
15 | P. kudriavzevii kolonie kremowe do bragzowo- komorki wegetatywne litosfera, 2
biatych, maslane, suche, zapach | elipsoidalne do cylindrycznych, ro$liny,
lekko kwasny 1,3-6 x 3,3-14um, z ptaskimi i Zywnos¢,
dobrze odgraniczonymi czlowiek
bliznami, wystepuja pojedynczo
lub parami, pseudogrzybnia
czesto obecna, worki trwate, 1-
2 kulistych, gtadkich lub
szorstkich askospor
16 | Rhodotorula kolonie koralowe, rozowe do komorki wegetatywne kuliste litosfera, 1
mucilaginosa czerwonych, blyszczace, do elipsoidalnych, 2,5-6,5 x 2- hydrosfera,
gladkie lub szorstkie, migkkie, 5,5um, jednobiegunowe, rosliny,
Sluzowate wystepuja pojedynczo lub w czlowiek
parach, moze by¢ obecna
pseudogrzybnia
17 | Saccharomyces kolonie biate lub kremowe, komorki wegetatywne kuliste, litosfera, GR
cerevisiae gladkie, I$niace, wilgotne, jajowate lub wydhuzone, 3-8 x hydrosfera, AS
zwykle plaskie, czasami 5-10um, wystepuja pojedynczo Zywnos¢,
wypukte, zapach drozdzy lub w matych skupiskach, ro§liny,

pseudostrzepki nie wystepuja
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lub sg szczatkowe, tworzy zwierzeta,
worki, 1-4 kulistych askospor czlowiek
18 | Yarrowia alimentaria | brak danych komorki wegetatywne jajowate ZywnoS$¢
do kulistych, 3-6 x 4-7um,
wystepuja pojedynczo, w
parach i matych skupiskach,
paczkowanie wielostronne,
pseudostrzepki i strzgpki
prawdziwe obecne
19 | Y. bubula kolonie kremowe, maslane, komorki wegetatywne Zywnos¢,
gtadkie do lekko szorstkich, elipsoidalne, 2-6 x 2,5-14,5um, zwierzgta
ptaskie lub lekko wypukte, wystepuja pojedynczo, w
matowe lub lekko blyszczace, parach, krotkich tancuchach i
brzeg drobno klapowany matych skupiskach, obecne
pseudostrzepki i strzgpki
prawdziwe
20 | Y. deformans kolonie kremowe, komorki wegetatywne jajowate, zwierzgta,
pomarszczone, wilgotne i 3-5 X 5-11um, obfite czlowiek
Sluzowate lub sfatdowane, pseudostrzepki i strzegpki
wlochate i matowe prawdziwe
21 | Y. divulgata kolonie kremowe, maslane, komorki wegetatywne hydrosfera,
prawie gtadkie lub sferoidalne, subsferoidalne lub zwierzgta,
pofatdowane, matowe, ptaskie elipsoidalne, 2,5-6 x 3,5-10pum, zZywno$¢é
lub umiarkowanie wzniesione, wystepuja pojedynczo, w
brzeg klapowany parach, krotkich tancuchach i
matych skupiskach, obecne
pseudostrzepki i strzepki
prawdziwe, brak askospor
22 | Y. lipolytica kolonie brazowo-biate, maslane | komorki paczkujace obecne lub hydrosfera,
nie, strzepki proste i sztywne, 2- Zywnos¢,
4pum, konidia elipsoidalne do cztowiek

cylindrycznych, tworzy worki,
2-4 subsferyczne lub
elipsoidalne askospory
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Najwigcej izolatow drozdzy pochodzito z pyska §ledzi, co stanowito 40%
wszystkich przypadkow (104 z 260 izolatow). Ze skrzeli uzyskano 30,77% grzybow (80
izolatow). Mniej izolatow notowano na powierzchni jelit — 18,46% (48 izolatow) oraz

watroby — 10,77% wszystkich mikrogrzybow (28 izolatow; Ryc. 9, Zat. 3).

pysk
40,00%

jelita
18,46%

skrzela
30,77%
Rycina 9. Czgsto$¢ wystepowania izolatow w poszczegodlnych ontocenozach [%]

Figure 9. Frequency of isolates in individual ontocenoses [%]

Analiza wariancji (ANOVA), przeprowadzona przy poziomie istotnosci 0,05,
wykazata roznice istotne statystycznie miedzy liczbg izolatoéw drozdzy w poszczegdlnych
ontocenozach (Ryc. 10). Stwierdzono wystepowanie réznic miedzy pyskiem i watrobg
(p=0,00), pyskiem i jelitami (p=0,000096), skrzelami i watrobg (p=0,000146) oraz
skrzelami i jelitami (p=0,028428).
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Rycina 10. Roznice w $redniej liczbie izolatow drozdzy w poszczegdlnych ontocenozach
Figure 10. Differences in the average number of yeast isolates in individual ontocenoses
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Wiekszo$¢ uzyskanych w badaniach drozdzy nalezato do gromady Ascomycota
— 82,7% (215 izolatow). Drozdze nalezace do Basidiomycota stanowity jedynie 17,3%
(45 uzyskanych) wszystkich izolatow (Ryc. 11).

Basidiomycota
17,30%

Ascomycota
82,70%

Rycina 11. Podziat wyizolowanych drozdzy wedtug gromad [%]
Figure 11. Division of isolated yeasts by phylum [%]

W strukturze gatunkowej drozdzy, wyizolowanych ze wszystkich ontocenoz
$ledzia battyckiego, gatunkiem dominujacym byta P. kudriavzevii, ktora stwierdzono
w 43,85% przypadkéw (114 izolatdéw). Rzadziej notowanymi gatunkami byty:
D. hansenii — 8,46% (22 izolaty), A. domesticum — 6,53% (17 izolatow), P. fermentans —
5,8% (15 izolatow), R. mucilaginosa i Y. lipolytica — 4,62% (po 12 izolatow),
Cut. curvatum i M. guilliermondii — 3,86% (po 10 izolatow), Y. deformans — 3,45% (9
izolatow), C. parapsilosis i Y. alimentaria — 3,08% (po 8 izolatow), Y. divulgata — 2,69%
(7 izolatow) oraz A. montevideense — 1,54% (4 izolaty). Gatunki C. albicans,
H. takashimae i K. marxianus izolowano dwukrotnie, co stanowito po 0,76% (2 izolaty
kazdy), za$ C. oleophila, C. sake, E. dermatitidis, M. caribbica, S. cerevisiae i Y. bubula

uzyskano po jednym izolacie, co tgcznie wynosito 2,28% (Ryc. 12).

Analiza wariancji przeprowadzona przy poziomie istotnosci 0,05, nie wykazata
réznic istotnych statystycznie pomig¢dzy réznorodnoscig gatunkowa w poszczegdlnych

ontocenozach (p=0,1326).
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Rycina 12. Drozdze wyizolowane z badanych ontocenoz §ledzia battyckiego [%]

Figure 12. Yeasts isolated from the investigated Baltic herring ontocenoses [%]

Zaobserwowano, ze dla wszystkich badanych ontocenoz, wspolnych byto 6
gatunkow: A. domesticum, C. parapsilosis, D. hansenii, P. kudriavzevii, R. mucilaginosa
i Y. lipolytica. W pysku, skrzelach i jelitach wspotwystgpowato 5 gatunkow
(A. montevideense, Cut. curvatum, Y. alimentaria, Y. deformans i Y. divulgata), zas po
jednym w pysku, skrzelach i watrobie (P. fermentans) oraz w skrzelach, watrobie
i jelitach (M. guilliermondii). Dwa takie same gatunki odnotowano w pysku i skrzelach
(C. albicans i K. marxianus), a jeden w pysku i jelitach (H. takashimae). Gatunkami
notowanymi tylko w pysku byty C. sake, M. caribbica i S. cerevisiae. W skrzelach
wystepowata wylacznie Y. bubula, w watrobie C. oleophila, za§ w jelitach

E. dermatitidis (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Zréznicowanie gatunkowe drozdzy w badanych uktadach

Figure. 13. Species of yeasts differentiation in investigated systems

4.1.1. Drozdze izolowane z pyska

Ze 182 pobranych prob, u 89 osobnikéw Sledzia odnotowano drozdze (48,9%).
Z pyska §ledzia battyckiego uzyskano 104 izolaty drozdzy, nalezace do 18 gatunkow
z 11 rodzajoéw (Tab. 7). Dominujacym gatunkiem byta P. kudriavzevii, ktora stwierdzono
w 46,15% przypadkow (48 izolatow). Zdecydowanie rzadziej notowano R. mucilaginosa
—7,69%, A. domesticum i D. hansenii — po 6,73%, Y. alimentaria — 5,77%, P. fermentans
I Y. divulgata — 4,81%, Cut. curvatum — 3,85% oraz Y. deformans — 2,89%. Uzyskano
takze po 1 izolacie: A. montevideense, C. albicans, C. sake, H. takashimae, K. marxianus,
M. caribbica i S. cerevisiae, stanowigcych po 0,96% wszystkich uzyskanych (Ryc. 14,
Zat. 3).
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Tabela 7. Gatunki drozdzy wystepujace w pysku

Table 7. Yeast species found in the mouth

Lp. Gatunek Liczba | Udzial
izolatow %
1 A. domesticum 7 6,73
2 A. montevideense 1 0,96
3 C. albicans 1 0,96
4 C. parapsilosis 1 0,96
5 C. sake 1 0,96
6 Cut. curvatum 4 3,85
7 D. hansenii 7 6,73
8 H. takashimae 1 0,96
9 K. marxianus 1 0,96
10 | M. caribbica 1 0,96
11 | P. fermentans 5 4,81
12 | P. kudriavzevii 48 46,15
13 | R. mucilaginosa 8 7,69
14 | S. cerevisiae 1 0,96
15 | Y. alimentaria 6 5,77
16 | Y. deformans 3 2,89
17 | Y. divulgata 5 4,81
18 | Y. lipolytica 3 2,89

Rycina 14. Drozdze wyizolowane z pyska §ledzia battyckiego [%]

Figure 14. Yeasts isolated from mouth of Baltic herring [%]

W P. kudriavzevii

M R. mucilaginosa

B A. domesticum

W D. hansenii

W Y. alimentaria

M P. fermentans

m Y. divulgata

B Cut curvatum

W Y. deformans

m Y. lipolytica

W A. montevideense

W C. albicans

W C. parapsilosis

m C. sake

W H. takashimae
K. marxianus

B M. caribbica

W S. cerevisiae

59



Wsrod badanych drozdzy, oprocz izolatéw jednogatunkowych, ktore stanowily
zdecydowang wigkszos¢ — 72,12%, notowano takze izolaty dwu- i trzygatunkowe,

stanowigce odpowiednio 19,23% oraz 8,65% (Ryc. 15).
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liczba gatunkéw

Rycina 15. Liczba izolatow jedno-, dwu- i trzygatunkowych w pysku $ledzia battyckiego
[%]
Figure 15. Number of one, two, and triple species isolates from mouth of Baltic herring
[%]

Najczestszymi komponentami izolatow wielogatunkowych byty P. kudriavzevii
(8 razy) oraz R. mucilaginosa (5 razy), wchodzace w sklad kazdej kultury
trzygatunkowej. W sktad izolatéw mieszanych wchodzity takze D. hansenii (3 razy),
P.fermentans i Y. alimentaria (po 2 razy). Wiekszo$¢ gatunkow wystepowata w izolatach

wielogatunkowych wylacznie jeden raz (Ryc. 16).
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Rycina 16. Wystepowanie w pysku $ledzi battyckich izolatow dwu- i trzygatunkowych
Figure 16. Occurrence of two, and triple species isolates Baltic herring isolates in the

mouth

4.1.2. Drozdze izolowane ze skrzeli

Ze 182 pobranych z powierzchni skrzeli wymazow, od 73 osobnikéw $ledzia
wyizolowano drozdze (40,1%). Po przeanalizowaniu 80 izolatow pochodzacych ze
skrzeli stwierdzono 16 gatunkéw drozdzy, nalezacych do 9 rodzajow (Tab. 8). Gatunkiem
dominujacym byta P. kudriavzevii, stanowigca 55% wszystkich izolatow. Rzadziej
notowano: P. fermentans (8,75%), Y. lipolytica (5%), A. domesticum, Cut. curvatum,
M. guilliermondii i Y. deformans (po 3,75%) oraz A. montevideense i D. hansenii (po
2,5%). Pozostate gatunki stanowity lacznie 7,5% wszystkich izolatow i byly notowane

wylacznie jeden raz (Ryc. 17, Zat. 3).
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Tabela 8. Gatunki drozdzy wyizolowane ze skrzeli

Table 8. Yeast species isolated from the gills

Lp. Gatunek Liczba | Udzial
izolatow %
1 A. domesticum 3 3,75
2 A. montevideense 2 2,5
3 C. albicans 1 1,25
4 C. parapsilosis 3 3,75
5 Cut. curvatum 3 3,75
6 D. hansenii 2 2,5
7 K. marxianus 1 1,25
8 M. guilliermondii 3 3,75
9 P. fermentans 7 8,75
10 | P. kudriavzevii 44 55
11 | R. mucilaginosa 1 1,25
12 | Y. alimentaria 1 1,25
13 | Y. bubula 1 1,25
14 | Y. deformans 3 3,75
15 | Y. divulgata 1 1,25
16 | Y. lipolytica 4 5

Rycina 17. Drozdze wyizolowane ze skrzeli [%]

Figure 17. Yeasts isolated from liver surface [%]
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W skrzelach przewazaly izolaty jednogatunkowe — 92,5% (Ryc. 18).
Odnotowano 3 izolaty dwugatunkowe, ktére stanowily tacznie 7,5% wszystkich. Nie

stwierdzono izolatow sktadajacych si¢ z trzech gatunkow.
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Rycina 18. Liczba izolatow jedno-, dwu- i trzygatunkowych na powierzchni skrzeli

Figure 18. Number of one, two and triple species isolates on the gill surfaces

W uzyskanych ze skrzeli izolatow dwugatunkowych, P. kudriavzevii byta
komponentem wszystkich z nich, P. fermentans wspotwystepowata 2-krotnie, za$

D. hansenii raz (Ryc. 19).

Numer izolatu 133 152 162
D hansenii '..
P fermentans @ @ @

P kudrviavzevii

Rycina 19. Komponenty izolatéw dwugatunkowych w skrzelach
Figure 19. Components of two species isolates in the gills
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4.1.3. Drozdze izolowane z watroby

Ze 175 pobranych prob, u 28 $ledzi stwierdzono mikrogrzyby (16%).
Z wymazow pobranych z watroby uzyskano 28 izolatow, nalezacych do 9 gatunkow z 7
rodzajow (Tab. 9, Zal. 3). Wsrdd izolatdow pochodzacych z powierzchni watroby
dominowata P. kudriavzevii — 28,57%. Rzadziej notowano D. hansenii (17,86%),
M. guilliermondii (14,29%), P. fermentans i Y. lipolytica (po 10,71%) oraz A. domesticum
(7,15%). Pozostale gatunki byly izolowane raz i stanowily po 3,95% wszystkich izolatow

(Ryc. 20).

Tabela 9. Drozdze stwierdzone w izolatach pochodzacych z powierzchni watroby

Table 9. Yeasts stated in isolates originated from liver surface

Lp. Gatunek Liczba | Udzial
izolatow %
1 A. domesticum 2 7,15
2 C. oleophila 1 3,57
3 C. parapsilosis 1 3,57
4 D. hansenii 5 17,86
5 M. guilliermondii 4 14,29
6 P. fermentans 3 10,71
7 P. kudriavzevii 8 28,57
8 R. mucilaginosa 1 3,57
9 Y. lipolytica 3 10,71

B P. kudriavzevii

M D. hansenii

W M. guilliermondii
m Y. lipolytica

M P. fermentans

W A. domesticum
W C. oleophila

W C. parapsilosis

W R. mucilaginosa

Rycina 20. Drozdze wyizolowane z powierzchni watroby [%]

Figure 20. Yeasts isolated from liver surface [%]
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W wymazach z watroby stwierdzono wytacznie izolaty jednogatunkowe.

4.1.4. Drozdze izolowane z jelit

W jelitach ze 179 pobranych prob, u 41 badanych osobnikéw odnotowano
drozdze (22,9%). Uzyskano 48 izolatdéw pochodzacych z powierzchni jelit, nalezacych
do 14 gatunkéw z 10 rodzajow (Tab. 10). Najczesciej wystepujacym gatunkiem byta
P. kudriavzevii — 29,17%. Wysoki odsetek izolatow odnotowano takze dla D. hansenii
(16,67%) i A. domesticum (10,42%). Rzadziej stwierdzano gatunki: C. parapsilosis,
Cut. curvatum, M. guilliermondii i Y. deformans — po 6,25%, natomiast R. mucilaginosa
i Y. lipolytica stanowity po 4,17% wszystkich izolatow. Pozostate gatunki notowano

jednokrotnie, co stanowito tacznie 10,4% (Ryc. 21, Zat. 3).

Tabela 10. Drozdze stwierdzone w izolatach pochodzacych z powierzchni jelit

Table 10. Yeasts stated in isolates originated from intestines surface

Lp. Gatunek Liczba | Udzial
izolatow %

1 A. domesticum 5 10,42
A. montevideense 1 2,08

C. parapsilosis 3 6,25

4 Cut. curvatum 3 6,25

5 D. hansenii 8 16,67
6 E. dermatitidis 1 2,08
7 H. takashimae 1 2,08
8 M. guilliermondii 3 6,25

9 P. kudriavzevii 14 29,17
10 | R. mucilaginosa 2 417
11 | Y. alimentaria 1 2,08
12 | Y. deformans 3 6,25
13 | Y. divulgata 1 2,08
14 | Y. lipolytica 2 4,17
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Rycina 21. Drozdze wyizolowane z powierzchni jelit [%]

Figure 21. Yeasts isolated from intestines surface [%]

W P. kudriavzevii

M D. hansenii

W A. domesticum

m C. parapsilosis

B Cut curvatum

W M. guilliermondii
W Y. deformans

M R. mucilaginosa
m Y. lipolytica

H A. montevideense
W E. dermatitidis

B H. takashimae

W Y. alimentaria

m Y. divulgata

Izolaty jednogatunkowe stanowity 72,92% badanych kultur, dwugatunkowe —
20,83%, za$ trzygatunkowe — 6,25% (Ryc. 22).

liczba izolatow
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20 [

15

10 F

30 f

72,92%

20,83%

2

liczba gatunkow

6,25%

Rycina 22. Liczba izolatow jedno-, dwu- i trzygatunkowych w pysku $ledzia balttyckiego

Figure 22. Number of one, two and triple species isolates from mouth of Baltic herring

Y

izolatu

trzygatunkowego

wchodzity A.  montevideense,

M. guilliermondii i R. mucilaginosa. Gatunkami wspotwystepujacymi dwukrotnie
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z innymi byly A. domesticum, M. guilliermondii, P. kudriavzevii i R. mucilaginosa.

Pozostate gatunki tworzyly kultury dwugatunkowe wytacznie raz (Ryc. 23).

Numer osobnika 1 2 7 8 121 167
A. domesticum ’ 1.

|
I
A. montevideense !
I
|

C. parapsilosis @

i
Cut. curvatum E
E. dermatitidis E
H takashimae E
i
M. guilliermondii i

P kudriavzevii

R. mucilaginosa

Rycina 23. Wystepowanie izolatow wielogatunkowych w jelitach

Figure 23. Occurrence of multispecies isolates in the intestines

4.2. Analizy molekularne uzyskanych izolatow

Podczas badan molekularnych  lacznie uzyskano 359  sekwencji
nukleotydowych. Jednego izolatu (S. cerevisiae) nie udato si¢ zidentyfikowa¢ uzywajac

startera ITS5, jednak zostat on okreslony podczas analizy sekwencji D1/D2.

W celach porownawczych, do konstrukcji drzew wykorzystano sekwencje
z bazy danych GenBank. Drzewo obrazujace zaleznosci filogenetyczne pomiedzy
izolatami drozdzy pozyskanymi w 2016 i 2018r., na podstawie sekwencji regionu ITS
zostaly przedstawione na Ryc. 24, zas w oparciu 0 sekwencje domen D1/D2 na Ryc. 25.
Na obu drzewach wida¢ pogrupowanie drozdzy na gromady Asco- i Basidiomycota.
Powigzania filogenetyczne na podstawie analizy sekwencji regionu ITS izolatow
grzybow uzyskanych w grudniu 2019 roku przedstawiono na Ryc. 26 — wszystkie gatunki
spoza rodzaju Pichia i Ryc. 27 — dla gatunkow Pichia. Zdecydowano si¢ na takie
rozwigzanie ze wzglgdu na duza liczbe izolatéw zaliczanych do Pichia, co wptywato na

czytelnos¢ drzew filogenetycznych.
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B6S2 Meyerozyma sp.

9S Meyerozyma sp.

10P Meyerozyma sp.

9W Meyerozyma sp.

MG646972.1 Meyerozyma caribbica
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LCB05166.1 Candida parapsilosis

N

Rycina 24. Analiza filogenetyczna sekwencji nukleotydowych regionu ITS5 5.8 rDNA uzyskanych z drozdzy wyizolowanych w latach 2016-2018. Ukorzenione drzewo

zostato zbudowane na podstawie 60 sekwencji (49 badanych izolatow oraz 11 sekwencji pozyskanych z GenBank; A — Ascomycota, B — Basidiomycota)

Figure 24. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the ITS5 5.8 rDNA region obtained from yeast isolated in 2016-2018. The rooted tree was built based on 60

sequences (49 isolates tested and 11 sequences obtained from GenBank; A — Ascomycota, B — Basidiomycota)
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Rycina 25. Analiza filogenetyczna sekwencji nukleotydowych regionu D1/D2 duzej podjednostki rDNA uzyskanych z drozdzy wyizolowanych w latach 2016-2018.
Figure 25. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences of the D1/D2 region of the large rDNA subunit obtained from yeast isolated in 2016-2018. The rooted tree was

Ukorzenione drzewo zostalo zbudowane na podstawie 62 sekwencji (50 badanych izolatdéw oraz 12 sekwencji pozyskanych z GenBank; A — Ascomycota,
built based on 62 sequences (50 isolates tested and 12 sequences obtained from GenBank; A — Ascomycota, B — Basidiomycota)

B — Basidiomycota)
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Rycina 26. Analiza filogenetyczna sekwencji nukleotydowych regionu ITS5 5.8 rDNA uzyskanych z drozdzy (poza rodzajem Pichia) wyizolowanych w 2019 roku.
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Figure 26. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the ITS5 5.8 rDNA region obtained from yeast (except Pichia genus) isolated in 2019. The rooted tree was
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Rycina 27. Analiza filogenetyczna sekwencji nukleotydowych regionu ITS5 5.8 rDNA uzyskanych z drozdzy z rodzaju Pich

drzewo zostato zbudowane na podstawie 128 sekwencji (120 badanych izolatow oraz 8 sekwencji pozyskanych z GenBank)

Figure 27. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences of the ITS5 5.8 rDNA region obtained from Pichia yeast isolated in 2019. The rooted tree was built based on 128

sequences (120 tested isolates and 8 sequences obtained from GenBank)
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4.3. Uzupelniajace badania biochemiczne dla gatunkow z rodzaju

Apiotrichum

W celu potwierdzenia identyfikacji uzyskanej na podstawie cech
morfologicznych i analiz molekularnych, dla gatunkéw z rodzaju Apiotrichum,
wykonano dodatkowe badanie zdolnosci biochemicznych. Analizie rozktadu glukonianu
sodu poddano 21 izolatéw, ktore zostaly zidentyfikowane jako gatunki z rodzaju
Apiotrichum. Reakcje¢ dodatnig objawiajacg si¢ zmiang zabarwienia na pomaranczowa
wykazaty 4 izolaty — 19%, ktore okreslono na tej podstawie jako A. montevideense.
Z kolei jako gatunek A. domesticum uznano 17 izolatow — 81%, ktore nie posiadaty
zdolnosci do utylizacji glukonianu sodu, o czym $wiadczyto zabarwienie uzyskane po
zagotowaniu z odczynnikiem Benedicta, zblizone do kontroli negatywnej (Ryc. 28).

[ 4[ [f’""""r‘ '“‘..'

A

i l"‘\ |

Rycina 28. Reakcje barwne rozktadu glukonianu sodu przez gatunki z rodzaju
Apiotrichum (ramka czerwona — proba kontrolna, ramka czarna — reakcje pozytywne)
Figure 28. Color reactions of sodium gluconate decomposition by species of the genus
Apiotrichum (red frame - control sample, black frame - positive reactions)

72



4.4. Ocena zdolnosci drozdzy do fermentacji weglowodanow
(zymogramy)

Najczescie] fermentowanym przez uzyskane drozdze weglowodanem byla
glukoza, ktoérej enzymatyczne przeksztatcanie przeprowadzato 81 z 260 izolatow
(31,15%). W stosunku do pozostalych cukréw wykazano niewielkie zdolnos$ci
fermentacyjne. Zdolnos¢ przemiany galaktozy wykazywato 8 izolatow (3,07%), maltozy
—7(2,3%), laktozy — 5 (1,92%), a sacharozy wytacznie 3 izolaty (1,15%; Ryc. 29, Zat.
3).

Analiza wariancji (ANOVA), przeprowadzona przy poziomie istotnosci 0,05,
wykazala istotne statystycznie roznice pomigdzy zdolnoscia fermentacji glukozy,

a pozostatych cukrow.
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Rycina 29. Zdolnosci fermentacyjne izolatow drozdzy (P — reakcja pozytywna, SP —
reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)

Figure 29. Fermentation capacity of yeast isolates (P - positive reaction, SP - slightly
positive reaction, N - negative reaction)

Gatunkami, ktorych najwigkszy odsetek izolatéw charakteryzowat si¢ dobrg lub
staba zdolnoscia do fermentacji glukozy byty: A. domesticum —47,06% (8 z 17 izolatow),
P. kudriavzevii — 45,62% (52 ze 114 izolatow) oraz P. fermentans — 33,33% (5 z 15
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izolatéw), a takze jedyny uzyskany izolat S. cerevisiae (100%). Rzadziej proces
przeksztatcania glukozy do alkoholu i dwutlenku wegla przeprowadzaty: C. parapsilosis
—25% (2 z 8 izolatow), D. hansenii — 22,74% (5 z 22 izolatow), Cut. curvatum — 20% (2
z 10 izolatow) i R. mucilaginosa — 16,67% (2 z 12 izolatow). Zdolnosci fermentacyjne
wzgledem glukozy miaty takze pojedyncze izolaty: M. guilliermondii, Y. alimentaria,
Y. divulgata i Y. lipolytica (Ryc. 30, Zat. 3).
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Rycina 30. Zdolnosci fermentacji glukozy przez poszczegodlne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 30. Glucose fermentation capacity of particular yeast species [%] (P - positive

reaction, SP - slightly positive reaction, N - negative reaction)

Fermentacje galaktozy przeprowadzaty: 2 izolaty A. domesticum i D. hansenii
(odpowiednio 11,76% i 9,1%) oraz 1 izolat: Cut. curvatum (10%), M. guilliermondii
(10%), R. mucilaginosa (8,33%) i P. kudriavzevii (0,88%). Z kolei sacharoze
przeksztatcaly enzymatycznie: M. guilliermondii (10%), R. mucilaginosa (8,33%)
i P. kudriavzevii (0,88%) — po 1 izolacie. Maltoza byta fermentowana przez 2 izolaty
C. parapsilosis (12,5%) i D. hansenii (9,1%) oraz jeden izolat P. fermentans (6,67%)
i P. kudriavzevii (0,88%), za$ laktoza przez 3 izolaty P. kudriavzevii (2,63%) oraz po 1
izolacie Y. lipolytica (14,29%) i R. mucilaginosa (8,33%; Ryc. 31, Zat. 3).
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Analiza wariancji (ANOVA) nie wykazata roznic istotnych statystycznie

(0=0,05) w zdolnosci fermentacji cukréw przez poszczegdlne izolaty drozdzy.
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Rycina 31. Zdolnosci fermentacji galaktozy, sacharozy, maltozy i laktozy przez
poszczegolne gatunki drozdzy [%] (P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo
pozytywna,

N — reakcja negatywna)

Figure 31. Fermentation capacity of galactose, sucrose, maltose and lactose by particular
yeast species [%] (P — positive reaction, SP — slightly positive reaction, N — negative

reaction)

4.5. Ocena zdolnosci drozdzy do asymilacji weglowodanow

(auksanogramy)

Drozdze najcze¢sciej charakteryzowata dobra lub staba zdolnos¢ do asymilacji
glukozy — 184 izolaty (70,77%). Rzadziej przyswajanymi cukrami byly: maltoza — 75
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izolatow (28,85%), sacharoza — 73 izolaty (28,08%) i galaktoza — 47 izolatow (18,08%).
Laktoze asymilowato jedynie 31 izolatow (11,92%; Ryc. 32, Zat. 3).

Istotne statystycznie roznice pomiedzy zdolnoscia asymilacji glukozy,
a pozostatych cukrow (p=0,00) wykazano przeprowadzajac analiz¢ wariancji (ANOVA)

przy poziomie istotnosci 0,05.
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Rycina 32. Zdolnosci asymilacyjne izolatow drozdzy (P — reakcja pozytywna, SP —
reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 32. Assimilation capacity of yeast isolates (P — positive reaction, SP — slightly

positive reaction, N — negative reaction)

Zdolnos¢ do asymilacji glukozy miaty izolaty: C. oleophila, C. sake,
H. takashimae, S. cerevisiae i A. domesticum — 100% wszystkich uzyskanych izolatow.
Nieco mniejszg przyswajalnos¢ tego cukru wykazywaly: Y. lipolytica — 97,67%,
C. parapsilosis — 87,5%, D. hansenii — 77,27%, P. kudriavzevii — 75,45%, Y. alimentaria
— 75%, P. fermentans —73,34%, Y. deformans — 66,67%, A. domesticum — 64,71%, Cut.
curvatum — 60% oraz C. albicans i R. mucilaginosa — po 50% wszystkich uzyskanych
izolatow. Asymilacje glukozy obserwowano takze u 40% izolatow Y. divulgata

i M. guilliermondii (Ryc. 33, Zat. 3).
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Rycina 33. Zdolnosci asymilacji glukozy przez poszczegélne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 33. Glucose assimilation capacity of particular yeast species [%] (P — positive

reaction, SP — slightly positive reaction, N — negative reaction)

Galaktoza byta przyswajana przez izolaty nalezace do 13 gatunkoéw. Najczesciej
ten weglowodan asymilowaly izolaty S. cerevisiae — 100%, A. montevideense — 75%,
C. parapsilosis — 72,5%, A. domesticum — 52,94% i H. takashimae — 50% wszystkich
uzyskanych. Rzadziej zdolnos¢ te  wykazywatly R. mucilaginosa,
Y. alimentaria i Y. lipolytica — po 25%, D. hansenii — 22,73% i M. guilliermondii — 20%
wszystkich uzyskanych izolatow. Rzadko asymilacj¢ galaktozy przeprowadzaly Cut.
curvatum — 10%, P. kudriavzevii — 9,64% i P. fermentans — 6,67% badanych izolatow
(Ryc. 34, Zat. 3).
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Rycina 34. Zdolno$ci asymilacji galaktozy przez poszczegdlne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)

Figure 34. Galactose assimilation capacity of particular yeast species [%] (P — positive
reaction, SP — weakly positive reaction, N — negative reaction)

Sacharoza byla przyswajana przez izolaty nalezace do 11 gatunkéw drozdzy.
Najwyzszy stopien asymilacji sacharozy wykazywaty: A. montevideense i C. sake —
100%, C. parapsilosis — 87,5%, A. domesticum —70,55% i R. mucilaginosa — 58,34%
uzyskanych izolatéw. Rzadziej cukier ten byt przyswajany przez M. guilliermondii —
30%, D. hansenii — 27,28%, P. fermentans — 26,66%, P. kudriavzevii — 21,93%, Cut.
curvatum — 20%, za$ najrzadziej przez izolaty Y. lipolytica — 16,67% wszystkich izolatow
(Ryc. 35, Zat. 3).
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Rycina 35. Zdolnos$ci asymilacji sacharozy przez poszczegdlne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 35. Sucrose assimilation capacity of particular yeast species (P — positive reaction,

SP — weakly positive reaction, N — negative reaction)

Z kolei maltoza asymilowana byta w najwigkszym stopniu przez
A. montevideense i C. sake — po 100% izolatow, C. parapsilosis — 87,5%, A. domesticum
—58,83% i R. mucilaginosa — 50%. Rzadziej maltozg przyswajaty M. guilliermondii —
30%, P. kudriavzevii — 25,44%, P. fermentans — 22,43%, D. hansenii — 22,4%,
Y. deformans — 22,22% i Cut. curvatum — 20% wszystkich izolatow. W najmniejszym
stopniu cukier ten asymilowaty Y. lipolytica — 16,67% i Y. alimentaria — 12,5%

wszystkich izolatow (Ryc. 36, Zat. 3).
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Rycina 36. Zdolnosci asymilacji maltozy przez poszczegodlne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 36. Maltose assimilation capacity of particular yeast species (P — positive reaction,

SP — weakly positive reaction, N — negative reaction)

Zdolno$¢ do przyswajania laktozy wykazywaly drozdze nalezace do 7
gatunkow. Najwyzszy stopien asymilacji laktozy posiadaty: A. montevideense — 75%
I A. domesticum — 41,17% wszystkich uzyskanych izolatoéw. Weglowodan ten rzadziej
przyswajaty: Cut. curvatum — 20%, Y. divulgata — 14,29% wszystkich izolatow. Laktoza
byta asymilowana w najmniejszym stopniu przez R. mucilaginosa —8,33%, P. fermentans
—6,67% i P. kudriavzevii — 6,14% wszystkich izolatow (Ryc. 37, Zat. 3).
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Rycina 37. Zdolnosci asymilacji laktozy przez poszczegdlne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna)
Figure 37. Lactose assimilation capacity of particular yeast species [%] (P — positive

reaction, SP — slightly positive reaction, N — negative reaction)

Izolaty identyfikowane jako E. dermatitidis, K. marxianus, M. caribbica
i Y. bubula nie wykazywaly zdolnosci do przyswajania zadnego z badanych

weglowodanow.

4.6. Ocena zdolnoS$ci badanych izolatéw do wzrostu w 37°C

Sposrdod 260 analizowanych izolatow, 231 wykazywato wzrost w temperaturze
37°C, co stanowilo 88,85% wszystkich. Staby wzrost prezentowato 5 izolatow — 1,92%,

za$ 24 nie rosty w podwyzszonej temperaturze inkubacji — 9,23% (Ryc. 38, Zat. 3).
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Rycina 38. Zdolnos$¢ wzrostu uzyskanych izolatow drozdzy w 37°C [%]
Figure 38. Growth capacity of yeast isolates obtained at 37°C [%)]

Sposrdad izolatow, ktdre nie posiadaly zdolnosci do wzrostu w temperaturze

37°C najwickszy odsetek stanowita R. mucilaginosa — 37,49%, mniejszy Cut. curvatum

i P. kudriavzevii — po 12,5%. Izolaty zidentyfikowane jako P. fermentans i Y. lipolytica

stanowily po 8,33% wszystkich izolatdw nie majacych zdolno$ci do wzrostu

w podwyzszonej temperaturze, zas A. domesticum, A. montevideense, M. guilliermondii,

Y. deformans i Y. lipolytica po 4,17% kazdy (Ryc. 39).
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Rycina 39. Gatunki drozdzy nie wykazujace wzrostu w temperaturze 37°C [%]
Figure 39. Yeast species not growing at 37°C [%]
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Zdolnosci do wzrostu w temperaturze 37°C najczgsciej nie mialy izolaty
okreslone jako R. mucilaginosa — 75% (9 z 12 izolatow). Rosnaé w podwyzszonej
temperaturze nie potrafito takze 30% izolatow Cut. curvatum oraz po 25%

A. montevideense oraz Y. lipolytica (Ryc. 40).
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Rycina 40. Zdolnos¢ izolatdéw drozdzy do wzrostu w temperaturze 37°C

Figure 40. Ability of yeast isolates to grow at 37°C

4.7. Ocena skutecznosci identyfikacji wybranych izolatéw drozdzy na
podstawie testow API 20C AUX

Identyfikacja izolatéw przy uzyciu metod molekularnych zostala wykorzystana
jako ztoty standard do poréwnania skutecznosci identyfikacji przy uzyciu testow API20C
AUX firmy bioMérieux. Z 22 wybranych do analizy izolatow prawidlowo okreslono
przynaleznos$¢ gatunkowa trzech — C. parapsilosis, R. mucilaginosa i M. guilliermondii
(dawna nazwa: Candida guilliermondii), co stanowito 13,63% wszystkich badanych
izolatow (Tab. 11, Zat. 4). Trzy izolaty udato si¢ takze zidentyfikowa¢ do rodzaju —
A. domesticum zostatl oznaczony jako Trichosporon inkin (Trichosporon — poprzednia
nazwa rodzaju Apiotrichum), zas C. albicans i C. oleophila jako C. krusei lub
C. incospicua. Dla 27,27% badanych izolatbw w ogole nie znaleziono profilu

numerycznego w katalogu producenta (Analytical Profile Index, bioMérieux).

&3



Tabela 11. Identyfikacja gatunkowa drozdzy na podstawie testow API 20C AUX
w poroéwnaniu z metodami molekularnymi
Table 11. Yeast species identification based on APl 20C AUX tests compared to

molecular methods

Oznaczenie Gatunek zidentyfikowany na Gatunek zidentyfikowany na
izolatu podstawie sekwencji podstawie klucza do testow

nukleotydowej API 20C AUX

174] A. domesticum —

6S1 A. montevideense T. inkin

21S C. albicans C. krusei/ C. incospicua

145W C. oleophila C. krusei/ C. incospicua

7P1 C. parapsilosis C. parapsilosis

160P1 C. sake —

8P Cut. curvatum C. parapsilosis

165J Debaryomyces sp. —

8J1 E. dermatitidis Rhodotorula sp.

134P H. takashimae —

149P K. marxianus C. krusei/ C. incospicua

10P M. caribbica C. krusei/ C. incospicua

7J3 M. guilliermondii C. guilliermondii

133S2 P. fermentans —

75P P. kudriavzevii C. parapsilosis

7J1 R. mucilaginosa R. mucilaginosa

2P S. cerevisiae C. guilliermondii

146J Y. alimentaria C. zeylanoides

170S Y. bubula —

94S Y. deformans C. krusei/ C. incospicua

179S Y. divulgata Cryptococcus humicolus

26J Y. lipolytica C. krusei/ C. incospicua

4.8. Ocena aktywnosci enzymatycznej wybranych izolatow drozdzy

Badane izolaty drozdzy wykazywaly najwyzsza aktywnos$¢ hydrolityczng dla
fosfohydrolazy naftolowej AS-Bl — s$rednio 4,86+0,24 w przyjetej skali, fosfatazy
kwasnej — 4,77+0,37 oraz arylamidazy leucynowej — 4,59+0,2. Wysoka aktywnos¢
stwierdzono takze dla fosfatazy zasadowej — 2,91+£1,18, esterazy (C4) — 2,86+0,56
i lipazy esterazowej (C8) — 2,36%0,59. Sredni poziom arylamidazy walinowej wynosit
1,86+0,8, za$ arylamidazy cystynowej — 1,36+0,92. Niewielka aktywno$¢ zanotowano
dla B-glukozydazy — 0,63+0,98, a-glukozydazy — 0,27+0,42, a dla a-chymotrypsyny —
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0,23+0,37. Dla pozostatych testowanych enzymoéw notowano tylko pojedyncze

przypadki lub nie stwierdzano aktywnosci (Ryc. 41, Zat. 5).
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E7 —arylamidaza walinowa  E13 — a-glukozydaza E19 — a-mannozydaza
E8 — arylamidaza cystynowa E14 — B-galaktozydaza E20 — a-fukozydaz

Rycina 41. Aktywnos$¢ enzymatyczna wybranych drozdzy ze §ledzia battyckiego (0-5 —
skala okreslajgca aktywno$¢ enzymow w nanomolach hydrolizowanego substratu)
Figure 41. Enzymatic activity of selected yeasts from Baltic herring (0-5 — a scale

specifying enzyme activity in nanomoles of hydrolyzed substrate)

Zaobserwowano roéznice istotne statystycznie pomigdzy aktywnos$cia
poszczegdlnych enzymow (Ryc. 42). Najwieksze roznice aktywnosci wykazano
pomigdzy fosfohydrolazg naftolowg AS-Bl, a N-acetylo-p-glukozyloaminidaza
(p=0,0008) i trypsyna (p=0,0008). Natomiast najmniejsze roznice, jednak wcigz istotne
statystycznie wystepowaly pomigdzy fosfataza zasadowa, a a-glukozydaza (p=0,0197),

85



a-galaktozydaza (p=0,0197), B-galaktozydaza (p=0,0197), B-glukoronidaza (p=0,0197),
a-mannozydaza (p=0,0197) i a-fukozydaza (p=0,0197) oraz miedzy fosfataza kwasng
a lipaza (p=0,0197) 1 a-chymotrypsyna (p=0,0197).
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Rycina 42. Roznice w aktywnos$ci enzymatycznej badanych izolatow drozdzy

Figure 42. Differences in the enzymatic activity of the tested yeast isolates

Najwyzszg aktywno$¢ hydrolityczng obserwowano u izolatow C. albicans
i A. montevideense. Nieco slabsze zdolnosci enzymatyczne -charakteryzowaty
M. guilliermondii, A. domesticum i S. cerevisiae. Z kolei najstabsza aktywno$¢
enzymatyczng wykazywaty gatunki D. hansenii, E. dermatitidis i K. marxianus. Analiza
wariancji dotyczaca aktywno$ci enzymatycznej nie wykazata rdéznic istotnych

statystycznie (0=0,05) pomigdzy poszczegolnymi izolatami drozdzy (p=0,084, Ryc. 43).
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Rycina 43. Réznice aktywnoS$ci enzymatycznej pomigdzy badanymi gatunkami drozdzy
Figure 43. Differences in enzymatic activity between the tested yeast species

4.9. Ocena lekowrazliwosci wybranych izolatow drozdzy

Stwierdzono wyrazne rdznice w lekowrazliwosci grzybow wyizolowanych
z badanych ontocenoz $ledzi. Roznice dotyczyly stopnia i charakteru wrazliwosci na
testowane antymykotyki. Najwigcej izolatow opornych drozdzy zanotowano
w przypadku itrakonazolu — 77,27%. Znacznie mniej opornych odnotowano w przypadku
amfoterycyny B — 31,82% i flukonazolu — 22,73%. Badane izolaty drozdzy byty
najbardziej wrazliwe na worikonazol — 90,91% oraz 5-flucytozyne — 81,82%. (Ryc. 44,
Zat. 6).

Przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA) wykazano rdéznice istotne
statystycznie, przy poziomie istotnosci 0,05, pomiedzy wrazliwoscig izolatow drozdzy na
5-fluzytozyne i flukonazol (p=0,041), 5-flucytozyne i itrakonazol (p=0,019), flukonazol
I worikonazol (p=0,0025) oraz itrakonazol i worikonazol (p=0,0098).
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Rycina 44. Lekowrazliwos$¢ [%] drozdzy odnotowanych u sledzi: A — 5-flucytozyna,

B — amfoterycyna B, C — flukonazol, D — itrakonazol, E — worikonazol
Figure 44. Drug-susceptibility [%] of yeasts noted in herrings: A — 5-flucytosine,
B — amphotericin B, C — fluconazole, D — itraconazole, E — voriconazole

Gatunki K. marxianus i M. caribbica byly oporne w stosunku do 3 badanych
antymykotykow: flukonazolu, itrakonazolu i1 worikonazolu. Potowa izolatow nie
wykazywata wrazliwosci na jeden lek, natomiast 31,82% na dwa. I1zolat C. parapsilosis
byt wrazliwy w stosunku do wszystkich antymykotykow (Tab. 12). Nie wykazano r6znic
istotnych statystycznie (0=0,05) w stopniu wrazliwo$ci na leki przeciwgrzybicze

pomiedzy badanymi izolatami drozdzy (p=0,89).
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Tabela 12. Minimalne st¢zenia hamujace badanych antymykotykow wraz
z opornoscig izolatow (SFC — 5-flucytozyna, AMB — amfoterycyna B, FCA —
flukonazol, ITR — itrakonazol, VRC - worikonazol; w —wrazliwe, sw — stabo
wrazliwe, o — oporne)

Table 12. Minimum inhibitory concentrations of tested antimycotics with resistance of
isolates (5FC — 5-flucytosine, AMB — amphotericin B, FCA — fluconazole, ITR —

itraconazole, VRC — voriconazole; w — susceptible, sw — intermediate, o — resistant)

Gatunek MIC (ug/mL)
5FC AMB FCA ITR VRC
A. domesticum 4 w 1 w 32 Sw 2 0 1 w
A. montevideense | 16 0 16 0 4 w 025 | sw | 0,25 w
C. albicans 16 w 4 0 4 w 1 0 0,25 w
C. oleophila 16 w 2 sw 64 0 1 0 1 w
C. parapsilosis 0 w 2 SW 4 w 0,125 w 0,25 w
C. sake 16 w 2 swW 32 sw 1 0 1 W
Cut. curvatum 0 w 4 0 4 w 0,125 w 0,25 w
D. hansenii 16 w 1 w 32 SW 2 0 1 w
E. dermatitidis 4 w 4 0 32 SW 0,5 sw | 0,25 w
H. takashimae 1 w 0,5 w 32 SW 2 0 1 w
K. marxianus 16 w 1 w 64 0 4 0 2 0
M. caribbica 16 sw 1 w 64 0 1 0 2 0
M. guilliermondii 0 w 1 w 16 SW 4 0 0,5 w
P. fermentans 0 w 0,5 w 8 w 1 0 1 w
P. kudriavzevii 0 w 8 0 4 w [0125| w 0,25 w
R. mucilaginosa | 0 w 2 Sw 64 0 4 0 0,5 w
S. cerevisiae 4 w 1 w 8 w 2 0 1 w
Y. alimentaria 16 w 2 Sw 32 SW 2 0 w
Y. bubula 4 w 1 w 32 sw 1 0 1 w
Y. deformans 16 w 1 w 64 0 1 0 1 w
Y. divulgata 4 sw 16 0 32 SwW 4 0 1 w
Y. lipolytica 16 sw 4 0 8 w 4 0 0,5 w
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4.10. Tablice

Tablica I. Apiotrichum domesticum. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3x, b — 12,5x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 400x, d—f:1000x

Board 1. Apiotrichum domesticum. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,
b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 400x, d—f: 1000x
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Tablica Il. Apiotrichum montevideense. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3x,
b — 20x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board Il. Apiotrichum montevideense. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,
b — 20x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica Ill. Candida albicans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5x;

mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 100x, d — 200x, e—f: 1000x

Board Ill. Candida albicans. Macroscopic appearance of the colony: a — 8%, b — 12,5x;
microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 100x, d — 200x, e—f: 1000x
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Tablica IV. Candida oleophila. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5x;

mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board IV. Candida oleophila. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x, b — 12,5x;

microcultures on Nickerson’s agar: e—f: 1000x
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Tablica V. Candida parapsilosis. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3x, b —10x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board V. Candida parapsilosis. Macroscopic appearance of the colony: a —6,3x, b — 10x;
microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

94



Tablica VI. Candida sake. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 125x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board VI. Candida sake. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x, b — 12,5x;
microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica VII. Cutaneotrichosporon curvatum. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10X,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board VII. Cutaneotrichosporon curvatum. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica VIII. Debaryomyces hansenii. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10x, b — 16x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Board VIII. Debaryomyces hansenii. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x
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Tablica IX. Exophiala dermatitidis. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3x, b — 32x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board [IX. Exophiala dermatitidis. Macroscopic appearance of the colony:
a— 6,3x, b — 32x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica X. Holtermanniella takashimae. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 12,5x,
b — 25x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board X. Holtermanniella takashimae. Macroscopic appearance of the colony:

a—12,5x, b — 25x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XI. Kluyveromyces marxianus. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8%, b — 16X;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XI. Kluyveromyces marxianus. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XII. Meyerozyma caribbica. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3, b — 16x;

mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XII. Meyerozyma caribbica. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,
b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XIII. Meyerozyma guilliermondii. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10X,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 400x, d—f: 1000x

Board XIIl. Meyerozyma guilliermondii. Macroscopic appearance of the colony: a — 10x,

b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 400x, d—f: 1000x
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Tablica XIV. Pichia fermentans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XIV. Pichia fermentans. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x, b — 12,5x;
microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XV. Pichia kudriavzevii. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3x, b — 10x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 100x, d — 400x, e—f: 1000x

Board XV. Pichia kudriavzevii. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x, b — 10x;
microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 100x, d — 400x, e—f: 1000x
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Tablica XVI. Rhodotorula mucilaginosa. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10x, b —

16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Board XVI. Rhodotorula mucilaginosa. Macroscopic appearance of the colony: a — 10x,
b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x
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Tablica XVII. Saccharomyces cerevisiae. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 12,5,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XVII. Saccharomyces cerevisiae. Macroscopic appearance of the colony:
a—12,5x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XVIII. Yarrowia alimentaria. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10X,
b —16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Board XVIII. Yarrowia alimentaria. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x
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Tablica XIX. Yarrowia bubula. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10X,

b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Board XIX. Yarrowia bubula. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x
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Tablica XX. Yarrowia deformans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XX. Yarrowia deformans. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8, b —12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

109



Tablica XXI. Yarrowia divulgata. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8%, b — 16x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XXI. Yarrowia divulgata. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x
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Tablica XXII. Yarrowia lipolytica. Wyglad makroskopowy kolonii: a

—f: 1000x

d

200x

Board XXII. Yarrowia lipolytica. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,

b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000

mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ —
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5. Dyskusja

Drozdze w $rodowiskach stonych zostaty odkryte w 1894 roku przez Fishera,
ktory izolujac z Oceanu Atlantyckiego rézowe i biate kolonie, wowczas okreslit je jako
Torula sp. i Mycoderma sp. Po tym odkryciu wzrosto zainteresowanie drozdzami
bytujacymi w morzach i oceanach, ktore nast¢pnie notowano nie tylko w wodzie
morskiej, ale takze w osadach dennych, na roslinnosci oraz u ryb, ssakow czy ptakow
morskich (KUTTY i PHILIP 2008). KOHLMEYER | KOHLMEYER (1979) na podstawie zasi¢gu
wystepowania oraz cech ekofizjologicznych grzybow morskich dokonali ich podziatu na
obligatoryjne  (bezwzgledne) 1 fakultatywne (wzglgdne). Mianem gatunku
obligatoryjnego okreslili grzyby, ktorych wystepowanie ograniczato si¢ wylacznie do
ekosystemow morskich. Z kolei jako fakultatywne mikrogrzyby morskie uznali gatunki
czesto notowane ze zrodet ladowych, takich jak owoce, gleba, a takze zwierzgta czy
ludzie. Wedtug autorow byly one przenoszone do moérz i oceandw glownie przez rzeki,

scieki lub z pytem wodnym.

Grzyby odgrywaja kluczowa role w ekosystemach morskich biorgc udziat
w degradacji roznorodnych substratow (O’RORKE i in. 2013), wchodzac w zwigzki
symbiotyczne z innymi organizmami morskimi (YARDEN 2014), a niekiedy w relacje
antagonistyczne i wowczas sa przyczyng chorob (BIEDUNKIEWICZ i in. 2015; TARTOR
i in. 2018). Wystepowanie drozdzy w wodzie jest powszechne. Liczebno$é
1 r6éznorodno$¢ gatunkowa tych mikrogrzyboéw zalezy od rodzaju i czystoSci wod
(DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2013), zdolnosci dostosowania si¢ mikrogrzybow do
profilu czynnikéw abiotycznych oraz relacji z innymi mikro- i makroorganizmami,
wspottworzacymi czg$¢ biotyczng zasiedlanej niszy. W ekosystemach naturalnych
wystgpowanie drozdzy postrzega si¢ zatem przez pryzmat ich udzialu w chemicznej
1 biologicznej dynamice zmian, gdzie odgrywaja one wazng role jako reducenci,
konsumenci, konkurenci czy, jak zaznaczono wyzej, symbionty (SHEARER i in. 2007
BoGUstAWSKA-WAS 2010). Mimo, iz dotychczas nie wyjasniono doktadnego
mechanizmu przystosowania si¢ grzybow do zycia w $rodowisku wodnym,
wyodrebniono kilka cech, ktére wydajg si¢ im sprzyja¢ w zasiedlaniu hydrosfery.
Zazwycza] grzyby wystepujagce w wodach to formy niesporulujace, tlenowe, stabo
fermentujace weglowodany i wymagajace co najmniej jednego czynnika wzrostowego,

na przyklad w postaci witamin. Ze wzglgdu na zdolno$¢ wielu gatunkéw do wzrostu
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w stezeniach chlorku sodu wyzszych niz te panujace w wodach stonych, uwaza si¢ ze
tolerancja na zasolenie panujgce w srodowiskach morskich nie charakteryzuje drozdzy

morskich (KuTTY i PHILIP 2008).

Najnowszg liste grzybow notowanych dotychczas w §rodowiskach morskich
przedstawili w swojej pracy JONES i in. (2019). Sposrod gatunkow izolowanych ze $ledzi
I zaprezentowanych w niniejszej pracy, az 15 z 22 zaliczono do grzybow pochodzenia
morskiego. Nalezaly do nich: C. albicans, C. oleophila, C. parapsilosis, C. sake, Cut.
curvatum, D. hansenii, E. dermatitidis, K. marxianus, M. caribbica, M. guilliermondii,
P. fermentans, P. kudriavzevii, R. mucilaginosa, S. cerevisiae i Y. lipolytica. Warto
zwréci¢ uwage, iz pozostale gatunki, ktoérych obecno$¢ nie byta dotychczas
udokumentowana w literaturze dotyczacej srodowisk morskich, zgodnie z informacjami
podanymi na stronach www.indexfungorum.org i www.mycobank.org, zostaly opisane
stosunkowo niedawno, tj. H. takashimae — 2010r., Y. deformans i Y. divulgata — 2013r.,
Y. bubula — 2014r., A domesticum i A. montevideense — 2015r., Y. alimentaria — 2017r.
Wysoki stopien pokrycia gatunkowego w $rodowisku morskim i w $ledziach, moze
$wiadczy¢ o tym, ze zrodlem tych mikrogrzybdéw i przyczyna kolonizacji zwierzat jest
srodowisko ich zycia. Jest to zgodne z wnioskami LIAO i in. (2023), ktorzy potwierdzili
w swoich badaniach wptyw wody morskiej na kolonizacjg jelit ryb raf koralowych przez
mikrogrzyby. Do organizmu gospodarza grzyby wnikaja przez naturalne otwory ciata,
glownie przez pysk, ktory jest pierwszym odcinkiem przewodu pokarmowego
(BIEDUNKIEWICZ i in. 2015) oraz skrzela, stale obmywane przez wodg. W badaniach
wlasnych drozdze najcze$ciej izolowano wlasnie z tych dwoch ontocenoz, majacych
kontakt ze $rodowiskiem zewngtrznym (pysk — 48,9%, skrzela — 40,1% osobnikow
u ktorych notowano drozdze). Stopien zasiedlenia mikrogrzybami narzadow
wewnetrznych byt znacznie nizszy. W jelitach drozdze wystgpowaly u 22,9%, zas

W watrobie U 16% osobnikdw.

Istnieje poglad, i1z drozdze morskie nie sg organizmami kosmopolitycznymi,
a ich wystepowanie ogranicza si¢ jedynie do okreslonych warunkow $rodowiskowych
lub do zwigzkéw z konkretnymi makroorganizmami (NAGAHAMA 2006). Wiekszo$¢
zwierzat ma wlasng i wysoce specyficzng mykobiote, a stosunki migdzy grzybami
1 zwierzgtami maja rdéznorodny charakter, tj. drapiezniczy (grzyby sa zwigzane
z bezkrggowcami 1 algami), pasozytniczy (na powierzchni ciala albo w przewodzie

pokarmowym) lub komensaliczny (BATKO 1975). Na podstawie szkéd wyrzadzanych
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przez grzyby, mykoparazytolodzy ryb wyrdznili pasozyty letalne i nieletalne, gdzie
granica pomiedzy pasozytnictwem nieletalnym a komensalizmem jest bardzo nieostra
(BIEDUNKIEWICZ i in. 2015). Drozdze sg okreSlane jako cze$¢ naturalnej mikrobioty,
zarowno ryb dzikich, jak i hodowlanych (NAVARRETE i TOVAR-RAMIREZ 2014).
W sporadycznych przypadkach liczebnosé¢ tych mikrogrzybow dominuje nad bakteriami
(BoGUSEAWSKA-WAS 2010). Kregowce, w tym ryby, sa bezobjawowymi nosicielami
licznych, potencjalnych czynnikow etiologicznych, ktorych obecno$¢ jest ujawniana
w momencie spadku odpornosci ryb oraz naruszenia naturalnych barier obronnych
organizmu. W pierwszej kolejnosci grzyby atakuja skore, ptetwy, skrzela i okolice oczu,
za$§ sposrod narzadow wewnetrznych przewdd pokarmowy (HUANG i in. 2020), skad
moga przedosta¢ si¢ do krwi, stanowigc zagrozenie dla zdrowia i zycia gospodarza.
Roéwnoczesne wystgpowanie w zbiornikach wodnych ryb i mikrogrzybow, mogacych by¢
potencjalnymi zoopatogenami, nie wplywa negatywnie na zwierzgta, o ile jest zachowana
robwnowaga ogolnobiologiczna w uktadzie ,,makro-mikroorganizm-srodowisko”
(BIEDUNKIEWICZ i in. 2015; HASHEM i in. 2020). U zdrowych osobnikow ryb, bedacych
w dobrej kondycji biologicznej i1 posiadajacych sprawny uktad odpornosciowy,
zasiedlajace je drozdze, wydaja si¢ by¢ kolonizatorami wspotdziatajacymi z gospodarzem

na zasadzie komensalizmu (DYNOWSKA 1995).

W badaniach wilasnych czesto$¢ izolowania drozdzy od zdrowych osobnikéw
Sledzia baltyckiego wynosita ogélnie 32%. VALDERRAMA i in. (2021) w jelitach
zdrowych osobnikow hodowlanych chilijskich ryb morskich, tj. Seriolella violacea
i Genypterus chilensis, drozdze uzyskali odpowiednio u 13,2% i 50% osobnikow. Z kolei
RAGGI i in. (2014) w tresci jelitowej migsozernych ryb dzikich i hodowlanych (Salmo
salar, Oncorhynchus kisutch, O. mykiss, Seriola lalandi i Cilus gilberti) odnotowali
mikrogrzyby u 85,4% zdrowych osobnikow. TARTOR i in. (2018) natomiast, u trzech
gatunkow ryb stodkowodnych (Oreochromis sp., Clarias gariepinus, Mugil cephalus),
wykazujacych objawy chorobowe, wyizolowali drozdze od 51,2% badanych zwierzat.
Mozna przypuszczac, ze wysoki stopien kolonizacji drozdzami ontocenoz u zdrowych

ryb, jest zwigzany z komensalicznym charakterem ich relacji z gospodarzem.

W wigkszo$ci badan ekosystemow morskich, Ascomycota jest dominujaca grupa
taksonomiczng (HATTORI i in. 2014; Porl i in. 2018; JoNesS i in. 2019;
www.marinefungi.org). Drozdze izolowane ze §ledzi w przedstawionych badaniach,

czes$cie] nalezaly do gromady Ascomycota, niz do Basidiomycota, co potwierdza
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obserwacje u ryb morskich notowane w literaturze (RAGGI i in. 2014; VALDERRAMA i in.
2021; Liao i in. 2023). W badaniach VALDERRAMA i in. (2021) u zdrowych osobnikoéw
S. violacea i G. chilensis drozdze workowe stanowity 78%, a podstawkowe 22%, co

koresponduje z wynikami wasnymi — odpowiednio 82,7% i 17,3%.

Drozdze izolowano dotychczas od réznych zwierzat morskich, na przyktad
z bezkregowcow, gabek, krewetek i ich jaj, krabow czy ryb (RAGHUKUMAR 2017).
W literaturze, drozdze wystepujace u ryb notowano dotychczas gtownie ze skory, skrzeli,
pyska czy tresci jelitowej (KUTTY i PHILIP 2008). Na przyktad, u zdrowych osobnikow
pstraga teczowego wystepowaty gatunki z rodzaju Candida i Rhodotorula (GALUPPI i in.
2001; GATESOUPE i in. 2005). ANDLID i in. (1995) z jelit tego samego gatunku ryb
wyizolowali przede wszystkim D. hansenii, S. cerevisiae, R. rubra i R. glutinis. Drozdze
z czerwonym pigmentem stanowily az 90% izolatow. Z kolei RAGGI i in. (2014)
stwierdzili obecno$¢ gatunkéw z rodzaju Candida spp., C. zeylanoides, a takze
Filobasidium uniguttuatum, Trichosporon spp., R. mucilaginosa, R. glutinis, Y. lipolytica,
P. kudriavzevii i D. hansenii w jelicie ryb migsozernych. Zaobserwowali takze
zdecydowanie czgstsze wystepowanie S. cerevisiae w jelitach ryb hodowlanych, niz
dzikich. Obserwacje te moga wyjasnia¢é uzyskanie wytacznie jednego izolatu
S. cerevisiae ze $ledzi baltyckich, zyjacych w $rodowisku naturalnym. Natomiast
BIEDUNKIEWICZ i in. (2015) z pyska pstragow bytujacych w Morskim Oku (Polska)
wyizolowali: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. pelliculosa i R. glutinis. W sledziach
badanych w niniejszej pracy odnotowano wystepowanie niektorych z wyzej
wymienionych drozdzy, tj. gatunkoéw z rodzaju Candida, D. hansenii, P. kudriavzevii,
R. mucilaginosa, S. cerevisiae i Y. lipolytica. Moze to sugerowac, ze wystgpowanie tych

gatunkoéw drozdzy jest zwigzane z organizmami ryb, niezaleznie od srodowiska ich zycia.

Zdrowe osobniki $ledzia battyckiego zawieraja potencjalnie istotne klinicznie
dla czlowieka gatunki drozdzy. Ws$rdd mikrogrzybow wyizolowanych ze $ledzi
w niniejszych badaniach odnotowano gatunki nalezgce do BSL-2, takie jak: C. albicans,
Cut. curvatum, E. dermatitidis i P. kudriavzevii, a wiec potencjalne patogeny, ktore moga
wywota¢ objawy chorobowe u osobnikdéw z ostabionym ukladem immunologicznym,
zranionych lub z obnizonym potencjatem oksydacyjno-redukcyjnym w tkankach. Poza
tym dziesi¢¢ gatunkow, tj. A. domesticum, C. parapsilosis, C. sake, D. hansenii,
K. marxianus, M. caribbica, M. guilliermondii, P. fermentans, R. mucilaginosa

I Y. lipolytica, mimo iz sg zaliczane do grupy saprotrofow z BSL-1, w sprzyjajacych
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warunkach ekofizjologicznych takze moga wyzwoli¢ swdj potencjat chorobotworczy

i doprowadzi¢ do infekcji gospodarza (DE HOOG i in. 2000, 2020).

RAGHUKUMAR (2017) jako niepatogeniczne drozdze symbiotyczne u zwierzat
zyjacych w morzach podaje gatunki: C. parapsilosis, D. hansenii, P. guilliermondii
(aktualnie M. guilliermondii), R. glutinis, R. rubra (aktualnie R. mucilaginosa),
S. cerevisiae, Torulopsis candida (aktualnie Candida saitoana) i Trichosporon cutaneum
(aktualnie Cutaneotrichosporon cutaneum). Cztery z wymienionych gatunkow, t;.
C. parapsilosis, D. hansenii, M. guilliermondii i S. cerevisiae, odnotowane zostaty
u $ledzi battyckich. Oprocz ostatniego z nich, ktory przez DE HOOG i in. (2020) uznany
zostat jako gatunek ogoélnie uznany za bezpieczny (GRAS), trzy pozostate naleza do
grupy BSL-1. Wydaje si¢ wiec, ze C. parapsilosis, D. hansenii i M. guilliermondii, mimo
tego, iz zostaty uznane przez RAGHUKUMAR (2017) za symbionty, moga by¢ gatunkami

potencjalnie chorobotworczymi dla ryb.

Drozdze stajg si¢ potencjalnie szkodliwe w organizmie gospodarza w przypadku
obnizenia odpornosci, wynikajacej z niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych albo
infekcji bakteryjnych lub wirusowych (TARTOR i in. 2018). Istotng rolg W patogenezie
choréb ryb odgrywa réwniez stres (BARTON 1997), stabe natlenienie zbiornika wodnego,
zageszczenie populacji oraz konkurencja o pokarm, zwigkszajaca ryzyko uszkodzen
powlok ciata (BIEDUNKIEWICZ i in. 2015). TARTOR i in. (2018) podczas eksperymentalnie
przeprowadzonego zakazenia drozdzami z rodzajow Candida, Cryptococcus,
Trichosporon, Rhodotorula, Debaryomyces i Pichia, pozornie zdrowych osobnikow
tilapii (Oreochromis sp.) wykazali, ze wigkszo$¢ mikrogrzybow powodowata u ryb
zblizone objawy kliniczne, tj. spowolnienie ruchéw, nie przyjmowanie pokarmu, utrate
odruchu ucieczki oraz gwaltowne wdychanie powietrza znad powierzchni wody. Wsrod
zmian posmiertnych wymienili wyrazne przekrwienie narzadoéw wewngtrznych, glownie
nerek, watroby i jelit. Najwyzsza $miertelnos¢ wykazali po zaaplikowaniu
C. uniguttulatus — 100%, C. lipolytica (aktualnie Y. lipolytica) — 80,95%, C. albicans —
71,43% oraz T. mucoides (aktualnie Cutaneotrichosporon mucoides) — 61,9%. W swojej
pracy opisali takze objawy charakterystyczne dla infekcji spowodowanej przez konkretny
gatunek drozdzy. Wykazali, ze gatunki grzybow przedstawione takze w niniejszej pracy,
takie jak: C. albicans, M. guilliermondii, R. mucilaginosa, Y. lipolytica i P. kudriavzevii
mogg powodowac zmiany chorobowe i by¢ przyczyng $mierci zwierzat. C. albicans

wywotywata zaczerwienie pyska 1 rumien skoéry oraz byla przyczyna wysokiej
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$miertelnosci ryb (TARTOR 1 in. 2018). Obecnos¢ tego gatunku w pysku i skrzelach $ledzi
battyckich nie wydaje si¢ by¢ jednak niepokojaca, poniewaz w niniejszych badaniach byt
on notowany jedynie dwukrotnie. W literaturze C. albicans jest okre$lana jako czynnik
etiologiczny wielu chorob, ale takze jako komensal 1 cz¢$¢ naturalnej mikrobioty
u zwierzat i ludzi (DE HOOG i in. 2000, 2020; GATESOUPE i in. 2007). C. guilliermondii
(aktualnie M. guilliermondii; $miertelnos¢ 38,1%) powodowala u ryb krwotoki
u podstawy pletw grzbietowych i piersiowych oraz ich gnicie (TARTOR i in. 2018). 1zolaty
okreslone jako ten gatunek w przedstawianej pracy stanowily tacznie jedynie 3,86%.
W ,Atlas of Clincal Fungi” (DE HooG i in. 2020) M. guilliermondii zostata
sklasyfikowana jako BSL-1, a wymienione przypadki infekcji u ludzi, tj. zapalenie
wsierdzia, przelyku, kos$ci i szpiku, infekcje skorne czy odcewnikowe, wydaja si¢ by¢
sporadyczne. Nalezy jednak nadmieni¢, ze ze wzgledu na wymienione przez autorow
przypadki $miertelne u ludzi z obnizong odpornoscia uktadu immunologicznego oraz
powodowanie wzglednie wysokiej $miertelnosci u zwierzat, gatunek ten wydaje si¢ by¢
oportunistycznym w stosunku do gospodarza. W badaniach TARTOR i in. (2018),
Y. lipolytica powodowata $mier¢ ryb z charakterystycznie otwartym pyskiem
($miertelno$¢, jak podano wyzej — 80,95%) oraz rumien na skorze i u podstawy pletw,
a R. mucilaginosa rumien skory oraz zgnilizng i krwotok u podstawy pletw (Smiertelno$é
na poziomie 42,86%). W niniejszych badaniach oba te gatunki stanowity po 4,62%
wszystkich uzyskanych izolatow i naleza do 1 grupy biobezpieczenstwa. R. mucilaginosa
byta wielokrotnie spotykana w probkach klinicznych, na przyklad u pacjentow
hematologicznych czy stosujacych wentylacje mechaniczng, przy zapaleniu pecherza
moczowego, otrzewnej, opon mozgowych, rogéwki, a takze u pacjentow z wirusem HIV.
Opisywano takze przypadki zakazen oportunistycznych u ludzi, za$ jako czynniki
zwigkszajace ryzyko infekcji podaje si¢ stosowanie antybiotykdéw, kortykosteroidow,
lekow cytotoksycznych oraz cewnikow dozylnych (DE HOOG i in. 2000, 2020). Z kolei
Y. lipolytica, mimo zastosowania w przemysle przy produkcji lipazy, byla przyczyna
zakazen rozsianych, zaburzen przewodu pokarmowego czy zakazenia odcewnikowego,
a takze wywotata epidemi¢ na oddziale intensywnej opieki medycznej (DE HOOG i in.
2000, 2020). WALSH i in. (1989) podaja, ze gatunek ten u zwierzat jest patogenem
o niskiej zjadliwosci, czemu z kolei zaprzeczajg obserwacje TARTOR i in. (2018) u ryb.
Nalezatoby wiec przyjrze¢ si¢ doktadniej izolatom Y. lipolytica, w celu okreslenia ich
relacji z organizmem gospodarza. U ryb celowo zainfekowanych P. kudriavzevii, mimo

braku zewnetrznych objawéw, widoczne byly zmiany pos$miertne, takie jak zotte
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przebarwienie watroby wraz z powigkszeniem pecherzyka zotciowego, jednak
$miertelnos¢ ryb byla nieduza i wynosita 4,76% (TARTOR i in. 2018). W niniejszej pracy
gatunek ten byt dominujagcy w mykobiocie §ledzi — izolaty stanowily az 43,85%
wszystkich. DE HOOG i in. (2020) podkreslili, iz mimo znaczenia biotechnologicznego
P. kudriavzevii, na przyktad w produkcji glicerolu, znane sg przypadki wywolania
$miertelnej kandydozy ogdlnoustrojowej u 0so6b z uposledzong odpornoscia wrodzona,
smiertelnego zakazenia optucnej, zapalenia stawOw u pacjentéw z chtoniakiem, zapalenia
pochwy czy w okolicy cewnika. Wydaje si¢, ze czynnikiem predysponujgcym do
zakazenia tym gatunkiem jest stosowanie antymykotykow. Oprocz czestej izolacji od
ludzi, P. kudriavzevii byt notowany jako przyczyna chordb u zwierzat, na przyktad przy
$miertelnej infekcji ogdlnoustrojowej u zotwia olbrzymiego (IANNACCONE i in. 2018).
Pomimo niewielkiej $miertelnosci wykazanej u ryb z akwakultury (TARTOR i in. 2018),
przynaleznos$¢ P. kudriavzevii do BSL-2 oraz doniesienia literaturowe dotyczace infekcji
u ludzi i zwierzat zwigzanych z tym gatunkiem sprawiaja, ze jego rozpowszechnienie
W ontocenozach $ledzia moze by¢ niepokojace i powinno by¢ szerzej rozpatrzone
w dalszych badaniach. HATAI'i EGUSA (1975) zaobserwowali, ze C. sake byt przyczyna
rozdecia ptynem zotadka u Oncorhynchus rhodurus. Nalezy pamigtaé, ze gatunek ten
w przesztosci czesto byt blednie identyfikowany. DE HOOG i in. (2000) sklasyfikowali te
drozdze jako BSL-1, za$ izolaty notowano u pacjentéw zakazonych wirusem HIV
i cierpigcych na kandydoze jamy ustnej i gardta. W badaniach wlasnych gatunek ten
zostal wyizolowany wylacznie raz, w pysku, co moze wskazywac na jego przypadkowa
transmisj¢ do organizmu $ledzia ze Srodowiska morskiego. Niepokoi jednak fakt, ze
izolat posiadal zdolno$¢ do wzrostu w temperaturze 37°C, podczas gdy doniesienia
literaturowe wskazuja, iz temperatura powyzej 30°C jest dla C. sake czynnikiem
limitujagcym (DE HOOG i in. 2000). Jako patogen ryb czesto podaje si¢ gatunki z rodzaju
Exophiala (DE HoOG i in. 2011; HATAI i in. 2012; JONES i in. 2019). W przedstawianych
badaniach E. dermatitidis notowano wylacznie w jelitach jednego osobnika.
Wystepowanie u zdrowych §ledzi battyckich, gatunkow drozdzy wykazujacych tak
wysoka $miertelno$¢ 1 wywotujacych réznorodne objawy chorobowe u innych ryb oraz
zwierzat 1 ludzi, wydaje si¢ wiec by¢ niepokojace 1 w konsekwencji moze prowadzi¢ do
negatywnego wptywu na kondycje tych ryb, jakos¢ produktoéw sledziowych, a takze na

zdrowie konsumentow.
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Ryby sa podatne na choroby wywotane przez wirusy, bakterie, grzyby i protisty,
a liczba zglaszanych patogendéw grzybiczych wzrasta na catym §wiecie. Ze wzgledu na
patogeniczno$¢ grzybow i czeste obserwowanie ich w populacjach dzikich ryb, rutynowe/
przesiewowe badania tych zwierzat, szczegélnie przeznaczonych do celow
konsumpcyjnych, oprocz analiz bakteriologicznych, powinny zosta¢ poszerzone
0 badania mykologiczne (GozLAN i in. 2014; BIEDUNKIEWICZ i in. 2015).

Powszechnie znane jest pozytywne oddziatywanie bakterii na makroorganizm,
natomiast wcigz za mato wiadomo na temat korzystnego wptywu drozdzy na kondycje
i zywienie ryb (RAGGI i in. 2014; VADERRAMA i in. 2021). W catkowitej mikrobiocie ryb,
grzyby jednokomoérkowe stanowia okoto 5% wszystkich mikroorganizméw. Uwaza sig,
ze nawet jesli ich liczebno$¢ wynosi mniej niz 1%, moga one mie¢ dla gospodarza
znaczenie fizjologiczne (GATESOUPE 2007). Ze wzgledu na udzial mikrobioty w zdrowiu
i rozwoju ryb, waznym obszarem badan jest okreslenie jej prawidtowego sktadu (BATES
i in. 2006; RAGGI i in. 2014; HUANG i in. 2020; LiAo i in. 2023) oraz ich potencjatu
biochemicznego (VALDERRAMA i in. 2021). W zwigzku z wystepowaniem wielu rdznic
migdzyosobniczych, istotnym zadaniem badawczym wydaje si¢ by¢ okreslenie
mikrobioty rdzennej, wspdlnej dla danego gatunku ryby i stabilnej w czasie oraz
mikrobioty przejsciowej, zmieniajacej si¢ w zaleznosci od nawykow zywieniowych

zwierzecia lub warunkow srodowiska (RAGGI i in. 2014).

RAGGI i in. (2014) zasugerowali, ze D. hansenii i R. mucilaginosa stanowia
rdzenng mikrobiote jelitowa u dzikich ryb tososiowatych (Salmo salar, Oncorhynchus
kisutch i O. mykiss) oraz u Seriola lalandi i Cilus gilberti. Stwierdzili oni, Ze te gatunki
drozdzy sa lepiej przystosowane do bytowania w jelitach ryb migsozernych, niezaleznie
od statusu udomowienia, zasolenia wody czy potozenia geograficznego. W badaniach
wilasnych, podobnie jak w doswiadczeniu WACHE i in. (2006) u O. mykiss, oba gatunki
drozdzy zostaly odnotowane w jelitach §ledzi battyckich. Izolaty D. hansenii stanowity
niecate 17%, za$ R. mucilaginosa okoto 4%. Nizsza czesto$¢ wystgpowania tych
gatunkow moze by¢ spowodowana faktem, iz $ledz nie jest typowym migsozerca, a Zywi
si¢ gldwnie zooplanktonem. Potwierdza to fakt, ze D. hansenii i R. mucilaginosa moga
stanowi¢ drozdze powszechnie wystepujace w jelitach ryb miesozernych i jest to
zwigzane z poziomem troficznym gospodarza (RAGGI i in. 2014), podobnie jak
w przypadku bakterii (WONG i RAwLs 2012). D. hansenii jest gatunkiem szeroko

rozpowszechnionym w mykobiocie zdrowych ryb oraz §rodowisku morskim (ANDLID
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Iin. 1995; GATESOUPE i in. 2007; NAVARRETE i TOVAR-RAMIREZ 2014; RAGGI i in. 2014).
Na podstawie wynikow uzyskanych w niniejszej pracy wydaje si¢ jednak, ze
w przypadku C. harengus membras L., spo$rod wymienionych gatunkow, jedynie
D. hansenii mozna okresli¢ jako gatunck rdzenny. Wysoka czestos¢ izolacji
P. kudriavzevii we wszystkich badanych ontocenozach, moze takze sugerowac, ze
drozdze te takze stanowig cz¢$¢ mikrobioty rdzennej u $ledzi battyckich. W niniejszych
badaniach wlasnych mozna zaobserwowaé, ze C. parapsilosis oraz gatunki z rodzaju
Apiotrichum wystepowaly w $ledziach przede wszystkim w latach 2016 i 2018, za$
gatunki z rodzaju Yarrowia, byly izolowane gtownie podczas sezonu 2019. Wydaje si¢
wigc, ze ich obecno$¢ w $ledziach jest czasowa i zalezna od warunkéw $rodowiska, co
moze sugerowaé ze stanowig one mykobiote przejsciowa $ledzia baltyckiego. W celu
sprawdzenia i1 potwierdzenia tych domnieman, nalezy jednak prowadzi¢ dalsze badania

w kolejnych sezonach potowowych.

Oprocz niekorzystnego dziatania, prowadzacego do wywotania choréb u ryb,
drozdze moga wykazywacé pozytywny wpltyw na te zwierz¢ta, na przyktad stymulujac
odpowiedz immunologiczng. Jest to mozliwe dzigki B-glukanom lub innym zwigzkom
wchodzacym w sktad sciany komorkowej, tj. mannoproteinom i chitynie. Karmienie ryb
pasza z dodatkiem drozdzy wptywa na kolonizacje jelitowa narybku, a w konsekwencji
narozwoj ryb, poprzez przyspieszanie dojrzewania uktadu pokarmowego oraz stymulacje
i poprawe metabolizmu (GATESOUPE 2007; HUYBEN i in. 2018). Drozdze dzi¢ki zdolnosci
produkcji roznych enzymdw, wykorzystuja szerokie spektrum prostych i ztozonych
zwiazkdw organicznych, co rowniez korzystnie wplywa na odzywianie gospodarza (GAO
1 in. 2007). Dodatkowo gatunki, ktore wytwarzaja poliaminy, biorg posrednio udziat

w dojrzewaniu przewodu pokarmowego larw ryb (REYES i in. 2008).

Wraz z postgpem technologicznym, coraz bardziej popularne staje si¢
wykorzystywanie drozdzy jako alternatywne Zrodto biatka lub suplementy diety dla ryb,
szczegoblnie tych zyjacych w akwakulturach, ale takze dla larw krewetek i ryb morskich
(GLENCROSS i in. 2020). Poszczegodlne gatunki drozdzy rdznig si¢ miedzy sobag
zawarto$cig zwigzkéw organicznych (MAHDY i in. 2022). W swoim sktadzie komoérki
drozdzy maja szerokie spektrum sktadnikow mineralnych, takich jak sod, cynk, wapn
miedz, zelazo, mangan i selen (BERTOLO i in. 2019) oraz witamin, np. witamina B i kwas
foliowy (HUYBEN i in. 2018). Mikrogrzyby te zostaly wigc uznane za odpowiednig paszg

zaréwno dla ryb hodowlanych, jak i dzikich, petnigc funkcj¢ w odzywianiu, poprawie
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odpornosci i zdrowia, a takze majac Korzystny wplyw na jako§¢ wody i réznorodnosc¢
mikroorganizméw w niej zyjacych (MAHDY i in. 2022). Niektore gatunki drozdzy
wyizolowane ze $ledzi w niniejszych badaniach, byly notowane w literaturze jako
korzystnie wplywajace na ryby i stosowane w ich zywieniu. Na przyktad, S. cerevisiae
stosowany jako dodatek do pasz dziatal immunostymulujaco i antyoksydacyjnie oraz
zwickszal wydajno$¢ wzrostu ryb (BANU 1 in. 2020). Stosowanie w diecie P. fermentans
i M. caribbica rowniez wptywato korzystnie na wzrost ryb (ISLAM i in. 2021). Dodawanie
do pokarmu R. mucilaginosa wraz z Bacillus licheniformis dziatato pozytywnie na
zdrowie jelit ryb (REYES-BECERRIL i in. 2020). Zastosowanie dodatku drozdzy z rodzaju
Rhodotorula sp. i Metschnikowia sp. wplywalo na poprawe kondycji przewodu
pokarmowego, uktadu odpornosciowego i zwigkszenie tolerancji ryb w stosunku do
amoniaku (MA i in. 2019). Z kolei wykorzystanie m.in. K. marxianus, jako sktadnika
biatkowego w paszy, pozwalato zastapi¢ maczke rybng i1 biatko sojowe w zywieniu
lososia atlantyckiego i pstraga teczowego, zwigkszajac wydajnos¢ ich wzrostu (AGBOOLA
i in. 2021). Wydaje si¢ wigc, ze drozdze kolonizujace $ledzie maja pozytywny wptyw na
ich kondycje 1 zdrowie. By¢ moze uzyskane izolaty posiadaja wtasciwosci fizjologiczne
i biochemiczne, dzigki ktorym moglyby by¢ w przysztosci wykorzystywane jako dodatek
do pasz dla ryb.

Pomimo rozwoju coraz nowszych technik pozwalajacych na doktadniejsza
identyfikacj¢ gatunkowg drozdzy, ogromng role wcigz odgrywaja metody fenotypowe,
takie jak: mikroskopia bezposrednia, badanie wtasciwosci biochemicznych 1 hodowla
mikrogrzybow (SENSES-ERGUL i in. 2006; POSTERARO i in. 2015). Ze wzgledu na
niewystarczajace rozroznienie gatunkowe drozdzy, przy uzyciu metod wykorzystujacych
cechy morfologiczne 1 fizjologiczne, doktadna identyfikacja taksonomiczna staje si¢
wyzwaniem. Konieczne i uzasadnione wydaje si¢ wiec uzupelnienie jej o analizy
molekularne (CRISEO i in. 2015; ARASTEHFAR i in. 2019). Identyfikacja drozdzy
metodami klasycznymi jest czasochtonna. Wymaga tez dos§wiadczenia mykologéw oraz
doktadnej kontroli warunkéw hodowli, co moze mie¢ wpltyw na niejednoznacznos¢
wynikow, szczegdlnie w przypadku drozdzy rzadko notowanych (AGUSTINI i in. 2014).
Gatunki wystepujace w srodowiskach wodnych, szczegdlnie morskich, charakteryzujace
si¢ specyficznymi wiasciwosciami  biochemicznymi 1 wysoka plastyczno$ciag
ekologiczng, powinny by¢ identyfikowane przy wuzyciu dostepnych aktualnie
najdoktadniejszych metod, takich jak sekwencjonowanie Sangera i MALDI-TOF MS
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(CrISEO i In. 2015; AsLANI i in. 2018). Amplifikacja i sekwencjonowanie genoéw s3
niezwykle przydatne w przypadku gatunkéw trudnych do zidentyfikowania przy uzyciu
standardowo stosowanych metod. Jednak techniki biologii molekularnej nie zawsze sa
dostgpne w rutynowej identyfikacji 1 we wszystkich laboratoriach diagnostycznych
(PETTI2007; CRISEO i in. 2015). Dodatkowo nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz doktadnos¢
i prawidlowos$¢ identyfikacji na podstawie analiz molekularnych zalezy od jakosci
sekwencji zdeponowanych w bazach danych (ZHAO i in. 2018), np. GenBank. Mimo, ze
porownywanie sekwencji jest regularnie stosowang procedurg, wspomina si¢ réwniez
0 jej ograniczeniach taksonomicznych, prowadzacych do niewtasciwej lub
niewystarczajacej identyfikacji (NILSSON i in. 2006; VALDERRAMA i in. 2021).
Optymalne wydaje si¢ wiec wzajemne uzupelnianie metod, wykorzystujacych cechy
fenotypowe 1 metody molekularne. Tak postapiono w przypadku izolatow nalezacych do
rodzaju Apiotrichum. Na podstawie wylacznie badan molekularnych nie mozna byto
prawidtowo okresli¢ przynaleznosci gatunkowej izolatow. W zwigzku z tym zostaly one
poddane dodatkowej analizie biochemicznej, polegajacej na sprawdzeniu zdolno$ci
rozktadu glukonianu, co uzupehito badania molekularne i rozwialo watpliwosci
dotyczace przynalezno$ci gatunkowej tych izolatoéw. Inni autorzy sugeruja analize
regionu IGS (ang. intergenic spacer region), w celu rozréznienia blisko spokrewnionych
gatunkow z rodzaju Apiotrichum. Jednak w przypadku niniejszych badan, ze wzgledu na
brak odpowiedniego startera, nie byto takiej mozliwosci (CHAGAS-NETO i in. 2009;

TAKASHIMA i SUGITA 2019).

Do identyfikacji gatunkowej oraz analiz filogenetycznych drozdzy najczgsciej
stosowang aktualnie metoda jest sekwencjonowanie regionéw ITS i D1/D2 rDNA (ZHAO
I in. 2018) oraz regionu IGS (CHAGAS-NETO i in. 2009; TAKASHIMA i SUGITA 2019).
W publicznych bazach danych dostepne sa bogate zestawy sekwencji dla regionow ITS
i D1/D2. W niniejszych badaniach obserwowano wigksza zgodnos¢ sekwencji regionu
D1/D2 z dostepnymi w bazie GenBank. Jeden izolat, S. cerevisiae, nie zostat
zidentyfikowany podczas sekwencjonowania regionu ITS rDNA, co jest interesujace ze
wzgledu na jego rozpowszechnienie w przyrodzie oraz czgste stosowanie w rdéznego
rodzaju galgziach przemyshu, szczegdlnie w przemysle spozywczym (GODDARD i GREIG
2015; MoRARD i in. 2023). Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze uzyskanie nieprawidlowej
sekwencji, nie pozwalajacej na identyfikacje tego wszechobecnego gatunku,

prawdopodobnie wynika z bledu popelnionego podczas badan, np. zanieczyszczenia
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probki lub niewtasciwg izolacj¢ materiatu genetycznego, w zwigzku z czym nie nalezy

si¢ w pelni sugerowaé tym wynikiem.

Dzi¢ki sekwencjonowaniu regionu ITS ujawniono wystepowanie u chorych ryb
nastepujacych gatunkéw, wcezesniej nie zidentyfikowanych, tj. P. kudriavzevii
I C. maritima w skorze i nerkach Mugil cephalus, Y. lipolytica i C. kefyr w watrobie,
C. uniguttulatus w nerkach i T. mucoides w skrzelach u Oreochromis sp., C. terebra
w skrzelach, C. catenulata w skrzelach i watrobie, a D. hansenii na skorze Clarias
gariepinus (KUTTY i PHILIP 2008). W niniejszych badaniach $ledzi réwniez odnotowano
niektore z wymienionych gatunkéw, tj. D. hansenii, P. kudriavzevii i Y. lipolytica. By¢

moze drozdze te sg stalym komponentem mykobioty ryb.

Identyfikacja gatunkowa jest wspomagana przez analizy biochemiczne. Nalezy
jednak nadmieni¢, ze w zwigzku z niejednoznacznosciag profili biochemicznych grzybow,
nie powinno si¢ 0znaczac izolatow wytacznie na podstawie zdolno$ci biochemicznych.
Systemy do identyfikacji drozdzy oparte na wlasciwosciach biochemicznych
mikrogrzybow, takie jak: RapID Yeast Plus (Remel) oraz API 20C AUX, API ID 32C,
Vitek ID YST (bioMérieux) i Auxacolor (Bio-Rad) sg szeroko stosowane W laboratoriach
(ZHAO i in. 2018). Warto jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze zestawy do szybkiej
identyfikacji, zostaty zaprojektowane z uzyciem szczepdéw klinicznych, w zwigzku
z czym profile numeryczne zawarte w katalogu producenta sg ograniczone jedynie do
kilkunastu gatunkéw drozdzy (TARTOR 1 in. 2018). Dodatkowo testy te sg pracochtonne
1 kosztowne, interpretacja profili asymilacji cukrow bywa subiektywna, a dodatkowo
konieczne jest sprawdzanie zdolnosci szczepow do wytwarzania strzgpek prawdziwych
lub pseudostrzepek w mikrohodowlach (GUO i in. 2011). Drozdze izolowane z innych
rezerwuarOw niz organizm ludzki oraz gatunki rzadko notowane mogg wiec zostaé
nieprawidlowo okreslone i w celu dokladnej identyfikacji niezbgdne jest prowadzenie
dalszych analiz (SANGUINETTI i in. 2007; TARTOR i in. 2018). Jako ztoty standard do
sprawdzenia skuteczno$ci identyfikacji przy uzyciu szybkich testéw biochemicznych

API 20C AUX w przedstawionej pracy zastosowano metody molekularne.

ARASTEHFAR i in. (2019) w swoich badaniach opierajac si¢ na
sekwencjonowaniu duzej podjednostki domeny D1/D2 rDNA (LSU rDNA), porownali
doktadnos$¢ identyfikacji klinicznych szczepow drozdzy z rdznych ontocenoz cztowieka

przy uzyciu testow API 20C AUX, uzyskujac skuteczno$¢ na poziomie 83,7% oraz
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MALDI-TOF MS z doktadnoscia na poziomie 98,3%. Z kolei ZHAO i in. (2018), okreslili
prawidtowo 78,9% szczepoéw klinicznych przy uzyciu systemu API 20C AUX oraz
80,3% wykorzystujac testy Vitek. W badaniach witasnych, uzywajac testow API 20C
AUX prawidtowo okre$lono przynaleznos¢ jedynie 3 gatunkéw — C. parapsilosis,
M. guilliermondii, R. mucilaginosa, co stanowito 13,63% analizowanych izolatow. Tak
niska skuteczno$¢ identyfikacji moze by¢ zwigzana z pochodzeniem préb, poniewaz
drozdze wystepujace w srodowisku i organizmach morskich sg dotychczas stabo poznane
i rzadziej notowane w literaturze niz szczepy typowo kliniczne. Zaskakujace jest jednak,
iz gatunki uznawane za pospolite i czesto izolowane z prob klinicznych, jak na przyktad
C. albicans, zostaly biednie zidentyfikowane przy uzyciu tego systemu. Oprocz
prawidtowej identyfikacji C. parapsilosis, jako ten sam gatunek okreslono takze
Cut. curvatum i P. kudriavzevii. Podobna sytuacja wystgpita w przypadku szczepow
zidentyfikowanych jako C. guilliermondii, gdzie M. guilliermondii (nowa nazwa) zostat
okreslony prawidlowo, natomiast S. cerevisiae zostat blednie zidentyfikowany jako ten
sam gatunek. Cut. curvatum rowniez zostal niepoprawnie zidentyfikowany jako
C. parapsilosis, z kolei w badaniach ARASTEHFAR i in. (2019) jako Trichosporon asahii.
System identyfikacji biochemicznej nie jest przystosowany do wykrywania gatunkow
rzadko spotykanych, rowniez w probkach klinicznych. Przykladem moze by¢
E. dermatitidis, dla ktérej nie sa dostepne profile referencyjne w katalogu producenta.
Dostepne dane w komercyjnych zestawach do identyfikacji gatunkowej nalezaloby wigc
poszerzy¢, ze wzgledu na ich ograniczenie do niewielkiej liczby gatunkéw drozdzy,

z niejednoznaczng identyfikacjg drozdzy rzadkich (TARTOR i in. 2018; ZHAO i in. 2018).

Nawigzujac do tytulu dysertacji, w ktorym poruszana jest kwestia przeznaczenia
sledzi do celow konsumpcyjnych, warto przeanalizowaé dane literaturowe dotyczace
jako$ci mykologicznej surowca 1 produktow sledziowych. W przemysle spozywczym
niezbgdna jest stala kontrola produktow, ze wzgledu na obecno$¢ w nich
mikroorganizméw mogacych wywolywac procesy biochemiczne decydujace o jako$ci
produktu oraz mogace zmienia¢ jego witasciwosci odzywcze 1 smak. Wystepowanie
w surowcu lub gotowym produkcie organizméw saprotroficznych moze by¢ przyczyna
degradacji tych produktow, zas§ namnazanie si¢ mikroorganizmow chorobotworczych lub
potencjalnie chorobotworczych moze doprowadzi¢ do catkowitej nieprzydatno$ci
zywno$ci do spozycia. Dlatego istotnym aspektem jest ustalenie czynnikow

predysponujacych do namnazania si¢ mikroorganizmow oraz okreslenie ich liczby
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1 r6znorodnosci w produktach spozywczych. Oprdocz tego, ze moga one wptywaé na
jako$¢ produktow, w konsekwencji moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentow
(PASKEVICIUS i VARNAITE 2010; IBRAHIM i in. 2017). Ryby i przetwory rybne sg narazone
na szybkie psucie si¢, nawet gdy sa przechowywane w warunkach chtodniczych,
poniewaz mikroorganizmy psychrofilne sg zdolne do wzrostu w surowcu w temperaturze
0-4°C (PASKEVICIUS i VARNAITE 2010). Aby spowolni¢ procesy rozktadu, stosowane sg
rozne technologie, gldwnie polegajace na zamrazaniu. Proces ten prowadzi do zabicia lub
przejscia w stan anabiozy (spoczynku) wigkszosci mikroorganizméw bytujacych
w rybach, co zapobiega ich rozprzestrzenianiu oraz degradacji surowca (NARKEVICIUS
2004). Badania PASKEVICIUS i VARNAITE (2010) dowiodty, iz najwigksza liczebno$é
drozdzy wystepowata w filetach wedzonych 1 w oleju, szczeg6lnie tych z dodatkiem
niewielkiej ilosci soli. Wydaje si¢ wigc, ze sol jest czynnikiem limitujacym rozwoj
drozdzy w produktach $ledziowych (IANIEVA i OGIRCHUK 2018), co nalezaloby
sprawdzi¢ w dalszych badaniach. W przetworach ze §ledzi PASKEVICIUS | VARNAITE
(2010) stwierdzili gatunki takie jak: C. glabrata, D. hansenii, P. membranifaciens,
R. mucilaginosa, S. cerevisiae i Y. lipolytica, zas§ w surowych filetach C. blankii,
C. glaebosa, D. hansenii i Y. lipolytica. W badaniach wlasnych u zdrowych osobnikow
$ledzi przeznaczonych do celéw konsumpcyjnych uzyskano takze D. hansenii,
R. mucilaginosa, S. cerevisiae i Y. lipolytica. Wystgpowanie tych samych drozdzy
w surowcu 1 przetworach §ledziowych moze $wiadczy¢é o tym, Ze procesy
wykorzystywane w zaktadach przetworczych nie sa do konca skuteczne, a jakos¢
mykologiczna ryb wptywa na jakos¢ produktu oraz posrednio na zdrowie konsumentow.

W zwigzku z tym powinna by¢ monitorowana.

Dla wzrostu grzybow chorobotwoérczych optymalne temperatury mieszczg si¢
w zakresie 10-48°C, jednak niektore z nich moga takze rozwija¢ si¢ w temperaturach
znacznie nizszych, nawet ponizej wartosci 0°C. Grzyby bytujace w narzadach
wewnetrznych zazwyczaj maja wyzsza gorng granice temperatur. Gatunki grzybow
wykazujace zdolnos¢ do wzrostu 1 rozwoju w szerokim zakresie temperatur nazywane sg
eurytermicznymi (DYNOWSKA i KURNATOWSKA 2018). Na przyktadzie C. albicans
wykazano, ze podwyzszona temperatura otoczenia jest jednym z gtdéwnych czynnikow
indukujacych przemiang z jednokomorkowych paczkujacych drozdzy w formy
mycelialne (strzepki 1 pseudostrzepki). Zdolno$¢ do odwracalnej zmiany, pomigdzy

dwiema formami morfologicznymi drozdzy, jest jedng z wazniejszych cech
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pozwalajacych na przekraczanie w organizmie gospodarza granicy komensal—-patogen
(CHow i in. 2021). Niepokojace wydaje si¢ wiec, ze zdecydowana wigkszos¢ drozdzy
(88,85%) izolowanych ze §ledzi, bedacych zwierzetami zmiennocieplnymi, wykazywata
wzrost w podwyzszonej temperaturze otoczenia (37°C). Moze to swiadczy¢ o zdolno$ci
tych mikrogrzybow do przetrwania w tkankach zwierzat i ludzi, kolonizowania
organizmu gospodarza, a w ostatecznosci do wywolania infekcji. Drozdze izolowane ze

$ledzi posiadajg wiec cechy pozwalajgce im by¢ zaréwno z00-, jak i antropopatogenami.

Wykonane w prezentowanych badaniach testy zdolnosci fermentacji i asymilacji
cukrow przez drozdze wykazatly, iz poszczegolne izolaty zidentyfikowane jako ten sam
gatunek réznig si¢ migdzy sobg wiasciwosciami biochemicznymi, co jest zwigzane
wysoka zmienno$cig ekofizjologiczng tych drozdzy (DYNOWSKA 1995). Dodatkowo, jak
wspomniano wczesniej, drozdze posiadaja charakterystyczne cechy predysponujace do
wystepowania w $rodowisku morskim, na przyktad stabg fermentacje weglowodanow
(KuTtTYy i PHILIP 2008). Potwierdzono to w niniejszych badaniach, poniewaz
enzymatyczne przeksztatcanie cukrow przeprowadzato 83 izolaty (36%), z czego

najczesciej fermentowana byta glukoza.

Drozdze uznaje si¢ za mikroorganizmy ekspansywne i niezmiernie aktywne
w przeksztalcaniu zajmowanej niszy ekologicznej, co koresponduje z ich wysoka
aktywnosciag hydrolityczng (DYNOWSKA i BIEDUNKIEWICZ 2002). W powigzaniu
z zywotno$cig 1 tempem namnazania si¢ drozdzy, aktywnos$¢ enzymatyczna okresla
zdolno$ci adaptacyjne do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych poszczegdlnych
gatunkoéw oraz wskazuje na ich potencjalne wlasciwosci bioindykacyjne (DYNOWSKA
I BIEDUNKIEWICZ 2013). Aktywnos$¢ enzymatyczna odgrywa gtowng role na réznych
etapach infekcji gospodarza, za$ spektrum dziatania enzymow jest zalezna od stanu
morfologicznego i fizjologicznego tkanki oraz etapu zakazenia (DYNOWSKA 1995;
DZIERZANOWSKA 2006). Enzymy syntetyzowane przez grzyby chorobotworcze,
katalizujace hydrolizg¢ wigzan C—O, C-N i C—C, okreslane sg ogdlnie jako hydrolazy.
Wsrod nich wyrdznia si¢ esterazy, glikozydazy, peptydazy i endopeptydazy czy enzymy
hydrolizujace, np. ureaze (DYNOWSKA 1 KURNATOWSKA 2018). Aktywnos¢
enzymatyczna uznawana jest za istotny czynnik determinujacy ich patogenno$¢
(Krzysciak 2011). Enzymy drozdzy odgrywaja ogromna role réwniez w metabolizmie
gospodarza, ze wzgledu na zwigzek z obiegiem fosforu i wegla oraz zmniejszaniem

zjadliwosci bakterii w jelitach (REINOSO i in. 2023).
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W niniejszej pracy przeanalizowano aktywnos$¢ 19 enzymow hydrolitycznych
przy uzyciu testow API ZYM, ktore sa wygodna, wystandaryzowana metoda, dajaca
mozliwo$¢ poréwnania wynikéw wlasnych, z uzyskanymi przez innych badaczy.
Sposrdod analizowanych w badaniach wiasnych izolatéw drozdzy, wszystkie wykazywaty
aktywnos$¢ fosfohydrolazy naftolowej AS-BI, fosfatazy kwasnej, arylamidazy
leucynowej, fosfatazy zasadowej, esterazy, lipazy esterazowej i arylamidazy walinowej.
Wyniki te cz¢Sciowo pokrywaja si¢ z wykazang aktywno$cig enzymatyczng drozdzy
izolowanych z tresci jelit zdrowych osobnikow ryb morskich z Chile. Wyjatek stanowita
fosfataza zasadowa, ktora nie byla aktywna u wszystkich mikrogrzyboéw izolowanych
z S. violacea i G. chilensis (VADERRAMA i in. 2021). W badaniach drozdzy przewodu
pokarmowego morskiej ryby — kobii (Rachycentron canadum) wykryto 11 enzymow,
z czego wszystkie izolaty wykazywaly aktywno$¢ esterazy, lipazy esterazowej,
arylamidazy leucynowej i walinowej (REINOSO i in. 2023). We wszystkich wymienionych
wyzej pracach oraz w niniejszych badaniach odnotowano wysoka aktywnos¢
fosfohydrolazy naftolowej AS-BI i fosfatazy kwasnej. Zblizony profil enzymatyczny
drozdzy wyizolowanych z ontocenoz §ledzi zywiacych si¢ gtownie zooplanktonem i ryb
migsozernych, moze sugerowaé, ze wplyw na aktywno$¢ enzymatyczng ma dieta
zwierzat. Wydaje si¢, ze wysoka zawarto$¢ biatka i lipidow oraz niewielka ilo$¢
weglowodandéw w diecie $ledzia, sprzyja zwigkszonej aktywnoS$ci proteaz i lipaz. Na
uwage zastuguje stwierdzenie u wigkszo$ci szczepow aktywnosci aminopeptydaz, tj.
arylamidazy leucynowej, walinowej i cystynowej, co koresponduje z wynikami REINOSO
I in. (2023). Wysoka aktywnos¢ esterazy i lipazy esterazowej oraz rzadkie wystepowanie
lipazy u analizowanych szczepow drozdzy, przy rdwnoczesnym niewielkim udziale
glikozydaz, rowniez moze potwierdza¢ wptyw sposobu odzywiania gospodarza na sktad
i zdolnosci metaboliczne mikrobiomu (RAGGI i in. 2014; Liu i in. 2016; VALDERRAMA
i in. 2021). Sporadyczng aktywno$¢ lipazy, trypsyny i a-chymotrypsyny, obserwowang
rowniez przez RAGGI 1 in. (2014), mozna wytlumaczy¢ produkcjg tych enzymow przez
ryby. U 5 z 22 badanych drozdzy stwierdzono obecnos¢ -galaktozydazy. Wykrycie tego
enzymu u stosunkowo niewielu izolatow 1 wykazujacego niskg aktywnosc,
prawdopodobnie wynika ze sposobu odzywania $ledzi. B-galaktozydaza ze wzgledu na
zdolnos¢ rozktadu celulozy, jest enzymem o potencjale biotechnologicznym (REINOSO
I in. 2023) i moze by¢ wykorzystywany do produkcji biopaliw z celulozowej biomasy
ros§linnej (TIWARI i in. 2013; LARUE i in. 2016). Fosfataza zasadowa, notowana

w niniejszej pracy u wszystkich izolatow drozdzy, defosforyluje i detoksyfikuje
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endotoksyny bedacej sktadnikiem bakteryjnych lipopolisacharydéw, indukujacych stany
zapalne u zywicieli, co wskazuje na wspieranie uktadu odporno$ciowego ryb przez
drozdze w walce z innymi mikroorganizmami (BATES i in. 2007). Aktywno$¢ praktycznie
tych samych enzymoéw u izolatéw pochodzacych od ryb z Chile (VALDERRAMA | in. 2021)
i sledzi moze sugerowac, ze niezaleznie od potozenia geograficznego, mykobiota ryb

wykazuje podobne wlasciwosci enzymatyczne.

REINOSO i in. (2023) stwierdzili, ze najwiekszg aktywnoscig enzymatyczng
charakteryzowaty si¢ D. hansenii i C. parapsilosis, czego nie potwierdzono w badaniach
wlasnych, poniewaz drozdze te wykazywaly najnizsze wartosci aktywnosci
hydrolitycznej. Przeprowadzone analizy potwierdzity wysoka aktywnos$¢ proteolityczng
izolatu D. hansenii i lipolityczng Y. lipolytica, co zostato uprzednio zaobserwowane przez
PASKEVICIUS i VARNAITE (2010). Wystepowanie tych gatunkéw w rybach oraz

produktach rybnych moze wigc negatywnie wptywac na ich jako$¢.

Lekowrazliwos¢ mikroorganizmow chorobotworczych jest wcigz aktualnym
problemem medycznym. Jako oporno$¢ okresla si¢ zdolnos¢ patogenu do namnazania
si¢, badz przezywania w obecnosci leku, ktérego celem stosowania jest zniszczenie lub
zahamowanie wzrostu tych mikroorganizméw. Lekooporno$¢ dzieli si¢ na pierwotng
1 wtorng. Oporno$¢ pierwotna dotyczy opornosci na lek, z ktorym grzyb nie miat
dotychczas kontaktu 1 moze by¢ wynikiem m.in. specyficznej budowy S$ciany
komorkowej grzyba lub wytwarzaniem przez niego enzymow, wykazujacych zdolnos¢
do inaktywacji tego leku. Szczepy pierwotnie wrazliwe, nabywaja w niektorych
przypadkach oporno$¢ wtérng, w wyniku zmian w materiale genetycznym i selekcji
wariantow lekoopornych pod wplywem zastosowanego leczenia. Obserwacja
wzrastajacej lekoopornosci grzybow sklania nie tylko do poszukiwania nowych
preparatow, ale takze do oceny wrazliwosci szczepow wyizolowanych z organizmow
zywych na dotychczas stosowane antymykotyki (BLASZKOWSKA 2018). Wrodzong
opornos¢ drozdzy na S$rodki przeciwgrzybicze mozna przewidzie¢ na podstawie
okreslenia gatunku, z zwigzku z czym szybka 1 prawidlowa identyfikacja mikrogrzybow
kolonizujacych organizm ryb oraz zdolnych do wywotywania choréb, pozwala na

zaoszczgdzenie czasu i dobor odpowiednich antymykotykow (MARKLEIN i in. 2009).

W niniejszym badaniu sprawdzano, przy uzyciu komercyjnych testow ATB

FUNGUS 3, wrazliwos$¢ izolatéw drozdzy na pie¢ powszechnie stosowanych lekow
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przeciwgrzybiczych, tj. 5-flucytozyng, amfoterycyng B, flukonazol, itrakonazol
I worikonazol. Mikrogrzyby byty najbardziej oporne w stosunku do itrakonazolu, rzadziej
do amfoterycyny B i flukonazolu. Z kolei najlepsze dziatanie bojcze wykazywaty:
worikonazol i 5-flucytozyna. TARTOR i in. (2018), w badaniach drozdzy izolowanych
z chorych ryb stodkowodnych, réwniez stwierdzili najwigkszy wptyw przeciwgrzybiczy
w przypadku worikonazolu. Wydaje si¢ wigc, ze worikonazol jest najbardziej skutecznym
lekiem, dzialajacym na drozdze kolonizujace ryby, niezalezne od stanu ich zdrowia.
Amfoterycyna B byta jednym z najaktywniejszych lekow dziatajagcych na izolaty
pozyskane z ryb stodkowodnych, co nie jest zgodne z badaniami wiasnymi. W obu
doswiadczeniach wykazano staba aktywno$¢ flukonazolu wzgledem drozdzy
izolowanych z ryb. Potwierdza to doniesienia o coraz czgstszym braku skutecznosci
flukonazolu wzglgdem rzadkich patogenicznych gatunkéw drozdzy izolowanych

z materialow klinicznych od Iudzi (BORMAN i in. 2019).

W niniejszych badaniach gatunkami drozdzy najbardziej opornymi w stosunku
do kontrolowanych antymykotykow byty K. marxianus i M. caribbica. Wrazliwa
w stosunku do wszystkich lekow przeciwgrzybiczych okazata si¢ by¢ C. parapsilosis.
P. kudriavzevii, ktora byta najczesciej izolowanym gatunkiem grzyboéw, byta podatna na
dziatanie wszystkich lekow, z wyjatkiem amfoterycyny B. Czg$¢ gatunkow poddanych
sprawdzeniu lekoopornoséci w badaniach wtasnych i TARTORI in. (2018) korespondowaty
ze sobg, co pozwolitlo na poréwnanie oddzialywania antymykotykow na konkretne
gatunki grzybow. W prezentowanej pracy obserwowano wyzsza lekoopornos¢ izolatow
C. albicans i D. hansenii w stosunku do 5-flucytozyny, amfoterycyny B, flukonazolu
i itrakonazolu oraz M. guilliermondii i P. kudriavzevii, z wyjatkiem 5-flucytozyny.
Wartoséci MIC dla R. mucilaginosa i Y. lipolytica byty zblizone w obu do§wiadczeniach.
Obserwacja wyzszych wartosci minimalnego st¢zenia hamujacego w przypadku drozdzy
izolowanych od osobnikow zdrowych $ledzia battyckiego wydaje si¢ wigc niepokojaca,

a badania lekoopornosci w populacjach dziko zyjacych ryb powinny by¢ kontynuowane.

W ostatnich latach obserwuje si¢ zainteresowanie grzybami wystepujacymi
w morzach, ze wzgledu na ich réznorodno$¢ strukturalng i cechy fizjologiczne. Drozdze
w $Srodowiskach morskich musialy ewoluowac, aby przetrwaé w niekorzystnych
warunkach $rodowiska, charakteryzujacych si¢ wysokim zasoleniem, st¢zeniem
zwigzkoéw wykazujgcych dziatanie ograniczajgce wzrost i rozwdj oraz niskim poziomem

rozpuszczalnego wegla i azotu. Z tego wzgledu wydaje sie, ze drozdze $rodowisk
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morskich wykazuja interesujace wlasciwosci przydatne do celow przemystowych (ZAKY
I in. 2016). Warto zwroci¢é uwage, ze te same gatunki wyizolowane z roznych
ekosystemOéw majg inne profile metabolitow. W latach 2014-2016 liczba zgloszonych
nowo odkrytych naturalnych zwigzkéw uzyskanych z grzybow morskich wynosita 420-
490, za§ w 2017 roku— 540 i stale ros$nie. W poréwnaniu z innymi organizmami morskimi,
bakteriami 1 ro$linami, grzyby wytwarzaja najwigksza roznorodno$¢ metabolitow
wtérnych, mogacych mie¢ zastosowanie w réznych galeziach przemystu. Przyktadem
moze by¢ cefalosporyna C, antybiotyk o szerokim spektrum dziatania, ktory zostat
pozyskany z Acremonium chrysogenum, grzyba wyizolowanego m.in. z wybrzezy
Sardynii (JONES i in. 2019). Inne zwiazki izolowane z grzybow pochodzenia morskiego
wykazywaly na przyktad: silne dzialanie hamujace w stosunku do wirusa HINI
w zakazonych komoérkach nerki (CHEN 11n. 2015), dobrg aktywnos$¢ przeciwko bakteriom
oraz opornym na azole szczepom drozdzy, takich jak: C. albicans, C. glabrata
I Cr. neoformans (HAGA i in. 2009) czy tez silne dziatanie hamujace in vitro przeciwko
czterem liniom komoérek nowotworowych (GAO i in. 2016). Oprocz tego, ze grzyby
wystepujace w Srodowiskach morskich moga znalez¢ zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym, sa wykorzystywane réowniez do produkcji enzyméw, pigmentow

i barwnikéw (VELMURUGAN i LEE 2012; PANG i in. 2016).

Wzrasta rowniez zainteresowanie mykobiota rdznych zwierzat morskich, przede
wszystkim mikrogrzybami wystepujacymi w jelitach, ze wzgledu na ich mozliwe
wykorzystanie w celach przemystowych lub jako probiotyki (BANERJEE i GHOSH 2014,
VALDERRAMA i in. 2021; REINOSO i in. 2023). Wigkszo$¢ znanych na rynku
mikroorganizméw stosowanych jako probiotyki to bakterie (THIRUMURUGAN i VIGNESH
2015), jednak w ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ badaniom drozdzy
(REINOSO i in. 2023). Poniewaz drozdze sg czg¢stymi komensalami jelit ryb (RAGGI i in.
2014), sa zazwyczaj oporne na zwiazki przeciwbakteryjne (NEUT 1 in. 2017), latwo
przylegaja do $luzu ryb (ANDLID i in. 1998) i maja zdolno$¢ do przezywania
w przewodzie pokarmowym (CARUFFO i in. 2015). W zwigzku z tymi cechami moga
okaza¢ si¢ wiec dobrymi probiotykami. P. kudriavzevii (LATA i in. 2022) czy
R. mucilaginosa (WANG i in. 2023) prawdopodobnie posiadaja wtasciwosci probiotyczne.
Dodatkowo drozdze sa zrodlem kilku zwigzkéw o wysokiej wartosci odzywczej
i biologicznej, tj. biatek, lipidow, witamin, barwnikow (KUTTY i PHILIP 2008), enzymow

(RAGGI i in. 2014; VALDERRAMA i in. 2021) i poliamin (TOVAR-RAMIREZ i in. 2004). Ze
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wzgledu na warto$¢ odzywcza drozdze stanowia rowniez dodatek do pasz dla ryb, jak
wspomniano weczesniej (KUTTY i PHILIP 2008; NAVARRETE i TOVAR-RAMIREZ 2014;
HUYBEN i in. 2018).

Wzrost zainteresowania drozdzami jest zwigzany Zz ich potencjatem
biochemicznym i biotechnologicznym (BuzziNi i MARTINI 2002; SOLIMAN i in. 2017;
REINOSO i in. 2023), a w niniejszej pracy zidentyfikowano drozdze majgce potencjalne
wilasciwos$ci biotechnologiczne. Na przyktad gatunek Cut. curvatum cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem przy produkcji olejow mikrobiologicznych (Cul i in. 2012), ze
wzgledu na zdolno$¢ kumulowania lipidéw do 60% suchej masy komorek oraz
mozliwo$¢ wykorzystywania roznych odnawialnych zrédel wegla, takich jak celuloza
i hemiceluloza do produkcji trojglicerydow (HOFMEYER i in. 2016). Z kolei
R. mucilaginosa moze by¢ przydatna w bioremediacji $rodowiska, dzigki
wykorzystywaniu jednopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (IDE-PEREZ i in.
2020). Ze wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania pigmentu moze stuzy¢ do produkcji
barwnikow karotenoidowych na skalg przemystowa (LIBKIND i VAN BROCK 2006).
Szczepy M. guilliermondii sg obiecujacym zrodtem ryboflawiny (BORETSKY i in. 2007;
ABBAS i SIBIRNY 2011), ksylitolu (RODRIGUES i in. 2006), enzymow, np. inulinazy (Guo
i in. 2009), biopaliwa (SCHIRMER-MICHEL i in. 2008) czy aromatow (WAH i in. 2013).

W zwiazku z tym, ze informacje dostepne w literaturze na temat mykobioty ryb,
szczegblnie morskich, sg niewystarczajace, prezentowane badania poszerzajg wiedze na
temat roznorodnosci gatunkowej drozdzy izolowanych z ontocenoz zdrowych osobnikow
sledzi baltyckich, potawianych do celow konsumpcyjnych. Aspekt ten wydaje si¢ by¢

istotny ze wzgledu na znaczenie gospodarcze 1 ekonomiczne tego gatunku ryb.
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6. Whnioski

1.

Identyfikacja gatunkowa drozdzy, ze wzglgdu na ich zmienng naturg, powinna
by¢ dokonywana na podstawie metod klasycznych (morfologicznych
I biochemicznych) oraz molekularnych, a analizy te powinny by¢ wzajemnie
kompatybilne.

Do identyfikacji drozdzy pochodzacych ze Srodowiska i zwierzat morskich,
w tym ryb, nie zaleca si¢ stosowania komercyjnych testow polegajacych na
sprawdzaniu zdolno$ci biochemicznych izolatow, ze wzgledu na niski stopien
prawidtowego okreslenia przynalezno$ci gatunkowej tych mikrogrzybow.
Wigkszo§¢ gatunkow drozdzy izolowanych ze $ledzi byla czgsto notowana
w $rodowisku morskim, co moze wskazywa¢ na transmisje drozdzy z wod
Baltyku do ontocenoz badanych §ledzi.

Wyzsza czesto$¢ kolonizacji pyska i skrzeli przez drozdze, w poréwnaniu
z watrobg 1 jelitami, sugeruje ze naturalne otwory ciala gospodarza stanowig
glowng droge wnikania mikrogrzyboéw do ontosfery §ledzia.

Drozdze kolonizujace $ledzie czg$ciej byty zaliczane do gromady Ascomycota niz
Basidiomycota. Potwierdza to dane literaturowe i sugeruje, ze drozdze workowe
sg bardziej charakterystyczne dla srodowiska morskiego 1 zwierzat morskich niz
drozdze podstawkowe.

Czesto$¢ wystepowania drozdzy w ontocenozach zdrowych osobnikéw §ledzia
baltyckiego moze §wiadczy¢ o powszechno$ci wystepowania tych mikrogrzybow
oraz komensalicznym charakterze relacji ,,mikro-makroorganizm”.

Izolowanie ze zdrowych $ledzi gatunkéw drozdzy nalezacych do réznych grup
biobezpieczenstwa (BSL), notowanych jako potencjalne patogeny zwierzat
1 ludzi, moze wskazywac na zagrozenie ze strony mikrogrzybow u tych ryb i ich
konsumentow. Szczegdlnie narazone na infekcje s3 osobniki z obnizong
odpornos$cig ogdlnoustrojows.

Czgstos¢ wystgpowania u zdrowych §ledzi drozdzy z rodzajow: Apiotrichum,
Candida, Cutaneotrichosporon, Debaryomyces, Meyerozyma, Pichia,
Rhodotorula i Yarrowia moze wskazywa¢ na fakt, iz stanowig one naturalng
mykobiote ryb. Wydaje si¢, ze gatunki D. hansenii i P. kudriavzevii moga

stanowi¢ rdzenng mykobiote §ledzi battyckich. Przypuszcza si¢ rodwniez, ze
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10.

C. parapsilosis oraz gatunki z rodzajow Apiotrichum i1 Yarrowia moga by¢
mykobiota przej$ciowa §ledzi, co nalezy potwierdzi¢ podczas badan w kolejnych
sezonach polowow tych ryb.

Zdolnos¢ wigkszosci izolatow drozdzy pozyskanych ze §ledzi do wzrostu
w temperaturze 37°C wskazuje, ze moga one by¢ nie tylko potencjalnymi
zoopatogenami, ale takze potencjalnymi antropopatogenami.

Wystepowanie w $ledziach battyckich tych samych gatunkow drozdzy, ktore
notowane byty w produktach sledziowych przez innych badaczy, moze swiadczy¢
0 tym, ze surowiec stanowi jedno z gtownych zrodet kontaminacji mikrogrzybami
przetworéw rybnych. W zwiazku z tym sugeruje si¢ konieczno$¢ prowadzenia
kontroli mykologicznej tych przetworéw oraz wprowadzenie statego, szeroko
rozumianego monitoringu mykologicznego $rodowiska morskiego i zyjacych

W nim zwierzat.
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negatywna) — str. 74

Figure 30. Glucose fermentation capacity of particular yeast species [%]
(P - positive reaction, SP - slightly positive reaction, N - negative reaction) —
p. 74

Rycina 31. Zdolnosci fermentacji galaktozy, sacharozy, maltozy i laktozy przez
poszczeg6lne gatunki drozdzy [%] (P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo
pozytywna, N — reakcja negatywna) — str. 75

Figure 31. Fermentation capacity of galactose, sucrose, maltose and lactose by
particular yeast species [%] (P — positive reaction, SP — slightly positive reaction,
N — negative reaction) — p. 75

Rycina 32. Zdolnosci asymilacyjne izolatow drozdzy (P — reakcja pozytywna, SP
— reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna) — str. 76

Figure 32. Assimilation capacity of yeast isolates (P — positive reaction, SP —
slightly positive reaction, N — negative reaction) — p. 76

Rycina 33. Zdolnosci asymilacji glukozy przez poszczegolne gatunki drozdzy [%]
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna) —
str. 77

Figure 33. Glucose assimilation capacity of particular yeast species [%]
(P — positive reaction, SP — slightly positive reaction, N — negative reaction) —
p. 77

Rycina 34. Zdolno$ci asymilacji galaktozy przez poszczegoélne gatunki drozdzy
[%] (P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja
negatywna) — str. 78

Figure 34. Galactose assimilation capacity of particular yeast species [%]
(P — positive reaction, SP — weakly positive reaction, N — negative reaction) —
p. 78

Rycina 35. Zdolnosci asymilacji sacharozy przez poszczego6lne gatunki drozdzy
[%] (P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja
negatywna) — str. 79

Figure 35. Sucrose assimilation capacity of particular yeast species [%]
(P — positive reaction, SP — weakly positive reaction, N — negative reaction) —
p. 79

Rycina 36. Zdolnosci asymilacji maltozy przez poszczegdlne gatunki drozdzy
[%] (P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja
negatywna) — str. 80

Figure 36. Maltose assimilation capacity of particular yeast species [%]
(P — positive reaction, SP — weakly positive reaction, N — negative reaction) —
p. 80

Rycina 37. Zdolnos$ci asymilacji laktozy przez poszczegdlne gatunki drozdzy
(P — reakcja pozytywna, SP — reakcja stabo pozytywna, N — reakcja negatywna) —
str. 81
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Figure 37. Lactose assimilation capacity of particular yeast species (P — positive
reaction, SP — slightly positive reaction, N— negative reaction) — p. 81

38. Rycina 38. Zdolno$¢ wzrostu uzyskanych izolatow drozdzy w 37°C [%] — str. 82
Figure 38. Growth capacity of yeast isolates obtained at 37°C [%] — p. 82

39. Rycina 39. Gatunki drozdzy nie wykazujace wzrostu w temperaturze 37°C [%] —
str. 82
Figure 39. Yeast species not growing at 37°C [%] — p. 82

40. Rycina 40. Zdolnos¢ izolatow drozdzy do wzrostu w temperaturze 37°C — str. 83
Figure 40. Ability of yeast isolates to grow at 37°C —p. 83

41. Rycina 41. Aktywno$¢ enzymatyczna wybranych drozdzy ze $ledzia battyckiego
(0-5 — skala okreslajgca aktywno$¢ enzymdéw w nanomolach hydrolizowanego
substratu) — str. 85
Figure 41. Enzymatic activity of selected yeasts from Baltic herring (0-5 — a scale
specifying enzyme activity in nanomoles of hydrolyzed substrate) — p. 85

42. Rycina 42. Roznice w aktywno$ci enzymatycznej badanych izolatow drozdzy —
str. 86
Figure 42. Differences in the enzymatic activity of the tested yeast isolates — p. 86

43. Rycina 43. Roznice aktywno$ci enzymatycznej pomigdzy badanymi gatunkami
drozdzy — str. 87
Figure 43. Differences in enzymatic activity between the tested yeast species —
p. 87

44, Rycina 44. Lekowrazliwos$¢ [%] drozdzy odnotowanych u $ledzi: A — 5-
flucytozyna, B — amfoterycyna B, C — flukonazol, D - itrakonazol, E —
worikonazol — str. 88
Figure 44. Drug-susceptibility [%] of yeasts noted in herrings: A — 5-flucytosine,
B — amphotericin B, C — fluconazole, D — itraconazole, E — voriconazole — p. 88

Tablice:

1. Tablica I. Apiotrichum domesticum. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3X,
b — 12,5x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 400x, d—f: 1000x
Board 1. Apiotrichum domesticum. Macroscopic appearance of the colony:
a—6,3x, b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ —400x, d—f: 1000x

2. Tablica Il. Apiotrichum montevideense. Wyglad makroskopowy kolonii: a—6,3x,
b — 20x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x
Board Il. Apiotrichum montevideense. Macroscopic appearance of the colony:
a— 6,3x, b — 20x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

3. Tablica Ill. Candida albicans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 100x, d — 200x, e—f: 1000x
Board Ill. Candida albicans. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x,
b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 100x, d — 200x, e—f: 1000x

4. Tablica IV. Candida oleophila. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8x, b — 12,5X;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x
Board IV. Candida oleophila. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x,
b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: e—f: 1000x
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Tablica V. Candida parapsilosis. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3,
b —10x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board V. Candida parapsilosis. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,
b — 10x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢c—f: 1000x

Tablica VI. Candida sake. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8%, b — 12,5x;
mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board VI. Candida sake. Macroscopic appearance of the colony: a—8x, b —12,5x;
microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica VII. Cutaneotrichosporon curvatum. Wyglad makroskopowy kolonii:
a—10x, b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board VII. Cutaneotrichosporon curvatum. Macroscopic appearance of the
colony: a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica VIII. Debaryomyces hansenii. Wyglad makroskopowy kolonii: a —10x,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Board VIII. Debaryomyces hansenii. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200X, d—f: 1000x
Tablica IX. Exophiala dermatitidis. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3,
b — 32x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board 1X. Exophiala dermatitidis. Macroscopic appearance of the colony:
a— 6,3x, b — 32x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica X. Holtermanniella takashimae. Wyglad makroskopowy kolonii:
a—12,5x, b —25x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board X. Holtermanniella takashimae. Macroscopic appearance of the colony:
a—12,5x, b — 25x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica XI. Kluyveromyces marxianus. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XI. Kluyveromyces marxianus. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica XII. Meyerozyma caribbica. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XII. Meyerozyma caribbica. Macroscopic appearance of the colony:
a—6,3x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

Tablica XIII. Meyerozyma guilliermondii. Wyglad makroskopowy kolonii:
a—10x, b —16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 400x, d—f: 1000x
Board XIII. Meyerozyma guilliermondii. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 400x, d—f: 1000x
Tablica XIV. Pichia fermentans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8X,
b —12,5x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x

Board XIV. Pichia fermentans. Macroscopic appearance of the colony: a — 8x,
b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — f: 1000x

Tablica XV. Pichia kudriavzevii. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3X,
b — 10x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 100x, d — 400x, e—f: 1000x
Board XV. Pichia kudriavzevii. Macroscopic appearance of the colony: a — 6,3x,
b — 10x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 100x, d — 400x, e—f: 1000x
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16. Tablica XVI. Rhodotorula mucilaginosa. Wyglad makroskopowy kolonii:
a— 10x, b —16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x
Board XVI. Rhodotorula mucilaginosa. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x

17. Tablica XVII. Saccharomyces cerevisiae. Wyglad makroskopowy kolonii:
a—12,5x, b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x
Board XVII. Saccharomyces cerevisiae. Macroscopic appearance of the colony:
a—12,5x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

18. Tablica XVIII. Yarrowia alimentaria. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10x,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x
Board XVIII. Yarrowia alimentaria. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x

19. Tablica XIX. Yarrowia bubula. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 10x,
b — 16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x
Board XIX. Yarrowia bubula. Macroscopic appearance of the colony:
a— 10x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200X, d—f: 1000x

20. Tablica XX. Yarrowia deformans. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8X,
b — 12,5x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x
Board XX. Yarrowia deformans. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8x, b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

21. Tablica XXI. Yarrowia divulgata. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 8X,
b —16x; mikrohodowle na agarze Nickersona: c—f: 1000x
Board XXI. Yarrowia divulgata. Macroscopic appearance of the colony:
a— 8x, b — 16x; microcultures on Nickerson’s agar: c—f: 1000x

22. Tablica XXII. Yarrowia lipolytica. Wyglad makroskopowy kolonii: a — 6,3X,
b —12,5x; mikrohodowle na agarze Nickersona: ¢ — 200x, d—f: 1000x
Board XXII. Yarrowia lipolytica. Macroscopic appearance of the colony:
a—6,3x, b — 12,5x; microcultures on Nickerson’s agar: ¢ — 200x, d—f: 1000x

Zalaczniki:

1. Zalacznik 1. Tabelaryczne zestawienie wynikow identyfikacji izolatow drozdzy
na podstawie sekwencji regionu ITS rybosomalnego DNA oraz regionu D1/D2
duzej podjednostki rybosomalnej w porownaniu z sekwencjami referencyjnymi z
Bazy Danych GenBank
Attachment 1. Tabular summary of the results of identification of yeast isolates
based on the sequence of the ITS region of the ribosomal DNA and the D1/D2
region of the large ribosomal subunit compared to the reference sequences from
the GenBank Database

2. Zalacznik 2. Tabelaryczne zestawienie wynikow identyfikacji izolatéw drozdzy
na podstawie sekwencji regionu ITSS rybosomalnego DNA w poréwnaniu z
sekwencjami referencyjnymi z Bazy Danych GenBank
Attachment 2. Tabular summary of the results of identification of yeast isolates
based on the sequence of the ITS5 region of ribosomal DNA compared to the
reference sequences from the GenBank Database
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. Zatacznik 3. Tabelaryczne zestawienie wybranych wlasciwosci wyizolowanych
drozdzy

Attachment 3. Tabular summary of the selected properties of isolated yeasts

. Zalacznik 4. Tabelaryczne zestawienie wynikow identyfikacji wybranych
izolatow grzybow na podstawie auksanograméw przy uzyciu testow API 20C
AUX

Attachment 4. Tabular summary of the results of identification of the selected
fungal isolates based on auxanograms using APl 20C AUX tests

. Zatacznik 5. Zestawienie wynikow aktywnos$ci enzymatycznej wybranych
izolatow grzybow przy uzyciu testow API1 ZYM

Attachment 5. Summary of enzymatic activity results of the selected fungal
isolates using APl ZYM tests

. Zalacznik 6. Zestawienie tabelaryczne wynikéw minimalnego stezenia
hamujacego (MIC— minimum inhibitory concentration) wobec wybranych
izolatow drozdzy przy uzyciu testow ATB FUNGUS 3

Attachment 6. Tabular summary of the minimum inhibitory concentration (MIC)
results against selected yeast isolates using ATB FUNGUS 3 tests
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9. Zalaczniki

Zalacznik 1. Tabelaryczne zestawienie wynikéw identyfikacji izolatow drozdzy na podstawie sekwencji regionu ITS rybosomalnego DNA
oraz regionu D1/D2 duzej podjednostki rybosomalnej w poréwnaniu z sekwencjami referencyjnymi z Bazy Danych GenBank

Attachment 1. Tabular summary of the results of identification of yeast isolates based on the sequence of the ITS region of the ribosomal
DNA and the D1/D2 region of the large ribosomal subunit compared to the reference sequences from the GenBank Database

Oznaczenie izolatow drozdzy:

1-50 — numer badanego osobnika

P- pysk, S- skrzela, W-watroba, J- jelita
1-3 — numer izolatu uzyskanego od jednego osobnika
np. 05.12.2016- data pobierania wymazow

Numer Oznaczenie Zidentyfikowane Zgodnos$¢ z sekwencjami referencyjnymi dostepnymi w Bazie Danych GenBank
izolatu izolatu gatunki drozdzy ITS5 NL1 NL4
1 1S/05.12.2016 Pichia kudriavzevii 93% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, | 98% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, 96% zgodno$¢ z P. kudriavzevii,
numery: MT321265.1, numery: MF461008.1, numery: MN846662.1,
MG015971.1, MG015969.1 MN464130.1, MN123964.1 KY108857.1, EF635636.1
2 1J1/05.12.2016 | Apiotrichum 88% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$é z A. 95% zgodno$¢ z A. domesticum /
domesticum / A. / A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum, A. montevideense, numery:
montevideense MK732152.1, MK267418.1, numery: GU373786.1, MN872920.1, MN872856.1,
MH094668.1 MG708472.1, MK634558.1 MG708472.1
3 1J2/05.12.2016 Candida parapsilosis 96% zgodnos¢ z C. 99% zgodno$¢ z C. parapsilosis, 97% zgodnosc¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: MK110312.1, numery: MT543198.1,
LC605166.1, OL687495.1, MK110312.1, MH704191.1 MT444983.1, MT444982.1
MF380667.1
4 2P/05.12.2016 Saccharomyces 100% zgodnos¢ z S. cerevisiae, 87% zgodno$¢ z S. cerevisiae,
cerevisiae - numery: MT449154.1, numery: KY888046.1,

MN6488826.1, MK908004.1

LC533773.1, MN833341.1
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5 25/05.12.2016 Apiotrichum 95% zgodnosé z A. 99% zgodno$¢ z A. domesticum, 97% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. montevideense / A. domesticum, | numery: KY106113.1, montevideense / A. domesticum,
montevideense numery: KJ094038.1, JN939470.1, IN939449.1 numery: EU862820.1,
MN809437.1, MT772147.1 MG708472.1, KY106113.1
6 2J1/05.12.2016 | Apiotrichum 87% zgodnosé z A. 99% zgodnos¢ z A. domesticum / 95% zgodno$é z A.
domesticum / A. montevideense / A. domesticum, | A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum,
montevideense numery: KJ094038.1, GU373786.1, MG708472.1, numery: HM627138.1,
MN809437.1, KT876717.1 MT814231.1 EUB862820.1, AB492259.1
7 2J2/05.12.2016 | Meyerozyma 88% zgodnos¢ z M. caribbica/ | 96% zgodnos¢ z M. 90% zgodnos¢ z M.
guilliermondii M. guilliermondii, numery: guilliermondii, numery: guilliermondii, numery:
MG016004.1, MG015985.1, JQ277245.1, MK626571.1, MT537588.1, MT247857.1,
MG015983.1 KY952838.1 MN736522.1
8 3J/05.12.2016 Candida parapsilosis 87% zgodno$¢ z C. 100% zgodnos¢ z C. parapsilosis, | 96% zgodnos¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: MT001266.1, numery: EU556337.1,
MT852403.1, KP895597.1, EF629545.1, JN091166.1 MT444983.1, MT444982.1
KP895597.1
9 4P/06.12.2016 Apiotrichum 90% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$é¢ z A. domesticum /| 94% zgodnos$¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum,
montevideense KJ094038.1, MN809437.1, MG708472.1, KY106113.1, numery: EU862820.1,
MK267418.1 LC106113.1 FJ468450.1, MG708472.1
10 4S51/06.12.2016 | Candida parapsilosis 93% zgodnos¢ z C. 99% zgodnos¢ z C. parapsilosis, 94% zgodnos¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: MK026341.1, numery: MF788162.1,
MF380667.1, KP131773.1, MT580251.1, FJ746059.1 MK026341.1, MK026319.1
KY075670.1
11 4S2/06.12.2016 | Apiotrichum 97% zgodnos¢ z A. 100% zgodnos¢ z A. 95% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. montevideense / A. domesticum, | montevideense / A. domesticum, montevideense, numery:
montevideense numery: MN809437.1, numery: GU373786.1, HM627138.1, EU862820.1,
MT772147.1, MK267418.1 MG708472.1, MK634558.1 JX476277.1
12 4J/06.12.2016 Apiotrichum 92% zgodnos¢ z A. domesticum | 99% zgodno$¢ z A. montevideense | 93% zgodno$¢ z A.

domesticum / A.
montevideense

/ A. montevideense, numery:

/ A. domesticum, numery:

montevideense / A. domesticum,
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MK973016.1, MK267418.1,
MH094668.1

GU373786.1, AB492275.1,
MG708472.1

numery: GU373786.1,
AB482275.1, MG708472.1

13 5P/06.12.2016 Apiotrichum 89% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$¢ z A. domesticum /| 94% zgodnosé¢ z A. domesticum /
domesticum / A. / A. montevideense, numery: A. montevideense, numery: A. montevideense, numery:
montevideense KJ816919.1, MN809437.1, MG708472.1, KY106113.1, AB492259.1, EU862820.1,

MK267418.1 JN939470.1 IJX476277.1

14 5S5/06.12.2016 Apiotrichum 98% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$¢ z A. domesticum, | 89% zgodnos¢ z A. domesticum /
domesticum / A. / A. montevideense, numery: numery: MG708472.1, A. montevideense, numery:
montevideense MK267418.1, KY101657.1, NG069089.1, KY106113.1 MN872920.1, MN872856.1,

FJ943426.1 MN872855.1

15 5J/06.12.2016 Apiotrichum 93% zgodno$¢ z A. 100% zgodnos¢ z A. domesticum /| 96% zgodno$¢ z A.
domesticum / A. montevideense / A. domesticum, | A. montevideense, numery: montevideense, numery:
montevideense numery: KJ816919.1, KY106113.1, KY106113.1, EU862820.1, MN872920.1,

MH094668.1, MN809437.1 JN939470.1 MN872856.1

16 6S1/06.12.2016 | Apiotrichum 99% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$é¢ z A. domesticum, | 93% zgodnos$¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: numery: AB492259.1, montevideense, numery:
montevideense KJ816919.1, MW362777.1, MG708472.1, NG069089.1 AB000103.1, MN872920.1,

KX859628.1 MN872856.1
17 6S2/06.12.2016 | Meyerozyma 91% zgodno$é z M. 100% zgodnos¢ z M. 93% zgodno$¢ z M. caribbica /
guilliermondii guilliermondii, numery: guilliermondii / M. caribbica, M. guilliermondii, numery:

MT539193.1, MT441620.1, numery: JQ965868.1, MT251155.1, MT543174.1,
MT441600.1 KU316708.1, AB831021.1 MN736522.1

18 7P1/08.12.2016 | Candida parapsilosis 96% zgodnos¢ z C. 100% zgodnos¢ z C. parapsilosis, | 95% zgodnos¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: MK026341.1, numery: MT150839.1,
LC605166.1, MF380667.1, MT580251.1, FJ746059.1 MK026341.1, MK026319.1
KY102305.1

19 7P2/08.12.2016 | Apiotrichum 92% zgodno$¢ z A. 99% zgodno$¢ z A. domesticum, 94% zgodno$¢ z A. domesticum /

domesticum / A.
montevideense

montevideense / A. domesticum,
numery: MN809437.1,
MH094668.1, KJ816919.1

numery: NG069089.1,
KY106113.1, JN939470.1

A. montevideense, numery:
JX476277.1, HM627138.1,
NG069089.1
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20 7S/08.12.2016 | Pichia kudriavzevii 83% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 93% zgodno$¢ z P. kudriavzevii,
numery: KU555385.1, numery: MN648838.1, numery: MF461008.1,
MG015991.1, MG015976.1 KC616318.1, EU585765.1 KP324970.1, HM123732.1
21 7J1/08.12.2016 | Rhodotorula 90% zgodno$¢ z R. 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, | 94% zgodnos¢ z R.
mucilaginosa mucilaginosa, numery: numery: MT299755.1, mucilaginosa, numery:
KX525676.1, KX525675.1, MNB846675.1, MN123981.1 MT299761.1, LC125991.1,
MG957575.1 AB439227.1
22 7J2/08.12.2016 | Apiotrichum 98% zgodnos¢ z A. domesticum | 99% zgodnos¢ z A. domesticum / 98% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum,
montevideense KJ816919.1, MK267418.1, LC171721.1, EU186080.1, numery: MK634558.1,
KX859628.1 AB492275.1 NG069089.1, MN872920.1
23 7J3/08.12.2016 | Meyerozyma 83% zgodno$¢ z M. caribbica, 99% zgodnos¢ z M. 91% zgodnos¢ z M. caribbica,
guilliermondii numery: KY465906.1, guilliermondii, numery: numery: MT274753.1,
KF750640.1, FN428935.1 KY952842.1, KR632577.1, MT251155.1, MT543194.1
KM872048.1
24 8P/16.12.2016 | Cutaneotrichosporon 95% zgodnos¢ z Cut. curvatum, | 99% zgodnos¢ z Cut. curvatum, 96% zgodnos¢ z Cut. curvatum,
curvatum numery: MK267816.1, numery: KX609388.1, numery: KY107305.1,
MK267770.1, KX859712.1 MW916158.1, KY107310.1 KY107302.1, JQ070153.1
25 8S/16.12.2016 | Apiotrichum 95% zgodno$¢ z A. domesticum | 100% zgodno$é z A. 100% zgodnos¢ z A. domesticum
domesticum / A. / A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum, / A. montevideense, numery:
montevideense MK267418.1, MH094668.1, numery: GU373786.1, MG708472.1, KY106113.1,
KX859628.1 AB492275.1, KY106113.1 JX476277.1
26 8W/16.12.2016 | Apiotrichum 92% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$¢ z A. domesticum /| 100% zgodno$¢ z A. domesticum
domesticum / A. / A. montevideense, numery: A. montevideense, numery: / A. montevideense, numery:
montevideense MK732152.1, MH094668.1, MG708472.1, GU373786.1, EU862820.1, JX476277.1,
KX859628.1 JXA476277.1 AB492259.1
27 8J1/16.12.2016 | Exophiala dermatitidis | 85% zgodnos¢ z E. dermatitidis, | 100% zgodno$¢ z E. dermatitidis, | 97% zgodnos$¢ z E. dermatitidis,

numery: AY857526.1,
MHB865776.1, MH865760.1

numery: MH876937.1,
MH876926.1, MH876809.1

numery: KX580974.1,
MT023625.1, MT023624.1
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28 8J2/16.12.2016 | Pichia kudriavzevii 82% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 99% zgodno$¢ z P. kudriavzevii,
numery: MT235928.1, numery: OM995979.1, numery: KY705008.1,
MT321265.1, MT321167.1 KC454395.1, MF574470.1 KX008743.1, KC544469.1
29 9P1/16.12.2016 | Rhodotorula 92% zgodnosé z R. 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, | 95% zgodno$¢ z R.
mucilaginosa mucilaginosa, numery: numery: MT001279.1, mucilaginosa, numery:
KY104840.1, MT573375.1, MT550663.1, MT300135.1 MNO075302.1, MF767615.1,
LC497277.1 KX773547.1
30 9P2/16.12.2016 | Pichia kudriavzevii 97% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 99% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, 91% zgodnos¢ z P. kudriavzevii,
numery: MG015976.1, numery: MN710525.1, numery: MT580258.1,
MG015966.1, KT737219.1 MH910988.1, MK101219.1 JQ419979.1, JQ419959.1
31 9P3/16.12.2016 | Apiotrichum 88% zgodnos¢ z A. domesticum, | 100% zgodno$¢ z A. domesticum /| 91% zgodnos$¢ z A.
domesticum / A. numery: MK732152.1, A. montevideense, numery: montevideense, numery:
montevideense MK267418.1, MH094668.1 LC171721.1, EU186080.1, MN872920.1, MN872856.1,
JX476277.1 MN872855.1
32 9S/16.12.2016 | Meyerozyma 93% zgodnos¢ z M. 99% zgodnos¢ z M. 93% zgodnos¢ z M. caribbica /
guilliermondii guilliermondii, numery: guilliermondii, numery: M. guilliermondii, numery:
MG015984.1, MG015979.1, MK110094.1, JF766630.1, MT538322.1, LC498388.1,
MG015977.1 MK110317.1 MN244489.1
33 9W/16.12.2016 | Meyerozyma 95% zgodnos¢ z M. caribbica/ | 100% zgodnos¢ z M. 91% zgodnos¢ z M.
guilliermondii M. guilliermondii, numery: guilliermondii, numery: guilliermondii, numery:
MG646972.1, MG646971.1, KY952842.1, KY952840.1, KY952838.1, MT225548.1,
MH223591.1 KT934953.1 MNO075242.1
34 10P/16.12.2016 | M. caribbica 92% zgodno$¢ z M. caribbica, 100% zgodnos¢ z M. caribbica / 100% zgodnos¢ z M.
numery: MT645412.1, M. guilliermondii, numery: guilliermondii, numery:
MT529031.1, MT524273.1 LC413273.1, KU316708.1, KM885980.1, JQ686905.1,
KJ794726.1 JQ686903.1
35 10S1/16.12.2016 | Candida parapsilosis 93% zgodnos¢ z C. 100% zgodnos¢ z C. parapsilosis, | 93% zgodno$¢ z C. parapsilosis,

parapsilosis, numery:
KX682414.1, KP131777.1,
KP131764.1

numery: MK110313.1,
MK110312.1, MH704191.1

numery: MH613013.1,
MT543198.1, MT444982.1
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36 10S2/16.12.2016 | Pichia kudriavzevii 85% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii,
numery: MH299860.1, numery: KJ794697.1, numery: KP324970.1,
KY457575.1, KF806463.1 MF461295.1, LT962958.1 MH4811630.1, LT839050.1
37 12P/23.04.2018 | Rhodotorula 97% zgodnosé z R. 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, | 96% zgodno$¢ z R.
mucilaginosa mucilaginosa, numery: numery: MT550663.1, mucilaginosa, numery:
KX525674.1, KF411538.1, MT422085.1, MT422080.1 MT259225.1, EF644444.1,
KF411535.1 NG068967.1
38 21S/23.04.2018 | Candida albicans 92% zgodnosé z C. albicans, 100% zgodnos¢ z C. albicans, 93% zgodnos¢ z C. albicans,
numery: MG253657.1, numery: KF214355.1, numery: MK026206.1,
KP675443.1, IN606252.1 MN121168.1, MN121166.1 KJ624059.1, MF767787.1
39 26J/23.04.2018 | Yarrowia lipolytica 96% zgodnos¢ z Y. lipolytica, 99% zgodnos¢ z Y. lipolytica, 97% zgodnos¢ z Y. lipolytica,
numery: KP132926.1, numery: JQ690257.1, numery: KY110194.1,
KP132923.1, DQ683008.1 MZ314863.1, MZ314862.1 KY110181.1, KX928783.1
40 35W/07.05.2018 | Apiotrichum 89% zgodnos¢ z A. domesticum | 100% zgodno$¢ z A. 95% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum, montevideense / A. domesticum,
montevideense MK732152.1, MK267418.1, numery: GU373786.1, numery: NG069089.1,
MH094668.1 AB492275.1, MT814231.1 MN872920.1, MN872856.1
41 37P/07.05.2018 | Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, 90% zgodnos¢ z P. kudriavzevii,
kudriavzevii, numery: numery: JQ419960.1, FJ770560.1, | numery: JQ419921.1,
MG015966.1, KT737219.1, MN886501.1 JQ690268.1, JQ690265.1
MG015976.1
42 37S/07.05.2018 | Pichia kudriavzevii 97% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, | 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, | 99% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii,
numery: MG015963.1, numery: MN371941.1, numery: KP223713.1,
MG015969.1, MG015972.1 MH244203.1, LT962960.1 KC544469.1, KP070744.1
43 48P/07.05.2018 | Apiotrichum 95% zgodnos¢ z A. domesticum | 99% zgodno$¢ z A. montevideense | 97% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: / A. domesticum, numery: montevideense / A. domesticum,
montevideense MHO094668.1, KJ816919.1, AB492275.1, AB492259.1, numery:: NG069089.1,
KC525795.1 GU373786.1 MG708472.1, KY106113.1
44 49P/07.05.2018 | Apiotrichum 86% zgodno$¢ z A. domesticum | 98% zgodno$¢ z A. domesticum / 97% zgodno$¢ z A.

domesticum / A.
montevideense

/ A. montevideense, numery:

A. montevideense, numery:

montevideense / A. domesticum,

172




MNB809437.1, KJ094038.1,
MT772147.1

GU373786.1, NG069089.1,
KY106113.1

numery: EU862820.1,
AB492259.1, JX476277.1

45 51P/07.05.2018 | Apiotrichum 92% zgodno$¢ z A. domesticum | 100% zgodno$é z A. 94% zgodnos¢ z A.
domesticum / A. / A. montevideense, numery: montevideense / A. domesticum, montevideense / A. domesticum,
montevideense MK973016.1, MK267418.1, numery: LC171721.1, numery: JX476277.1,
MH094668.1 EU186080.1, JX476277.1 AB492259.1, EU862820.1
46 545/07.05.2018 | Candida parapsilosis 94% zgodnos¢ z C. 99% zgodnosc¢ z C. parapsilosis, 99% zgodnosc¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: KP852497.1, numery: MH612993.1,
OMb523862.1, OM523853.1, MKO026341.1, MF767817.1 MT580251.1, FJ746059.1
OW985846.1
47 75P/07.05.2018 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, | 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii,
numery: MG015961.1, numery: OM995979.1, numery: KY705008.1,
MT539198.1, MT731420.1 KC454395.1, MT657964.1 KX008743.1, KC544469.1
48 81P/07.05.2018 | Apiotrichum 94% zgodnos¢ z A. 100% zgodnos¢ z A. 99% zgodnos¢ z A. domesticum /
domesticum / A. montevideense / A. domesticum, | montevideense / A. domesticum, A. montevideense, numery:
montevideense numery: MN809437.1, numery: GU373786.1, AB000101.1, AB000103.1,
MT772147.1, MH094668.1 MG708472.1, KY106113.1 MG708472.1
49 81W/07.05.2018 | Candida parapsilosis 90% zgodnosc¢ z C. 100% zgodnos¢ z C. parapsilosis, | 82% zgodnos¢ z C. parapsilosis,
parapsilosis, numery: numery: KP852497.1, numery: MT153736.1,
JF921979.1, KX682414.1, MK026341.1, MT580251.1 MTO001244.1, MK026341.1
LC605166.1
50 81J/07.05.2018 | Candida parapsilosis 96% zgodnos¢ z C. 100% zgodnos$¢ z C. parapsilosis, | 94% zgodnos¢ z C. parapsilosis,

parapsilosis, numery:
MH854532.1, MF380667.1,
KY102305.1

numery: MK026341.1,
KU316730.1, MK026319.1

numery: MK026341.1,
MKO026319.1, MF767817.1
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Zalacznik 2. Tabelaryczne zestawienie wynikow identyfikacji izolatow drozdzy na podstawie sekwencji regionu ITS rybosomalnego DNA
w porownaniu z sekwencjami referencyjnymi z Bazy Danych GenBank

Attachment 2. Tabular summary of the results of identification of yeast isolates based on the sequence of the ITS region of ribosomal DNA
compared to the reference sequences from the GenBank Database

Oznaczenie izolatow drozdzy:

83-182 — numer badanego osobnika

P- pysk, S- skrzela, W-watroba, J- jelita

1-3 — numer izolatu uzyskanego od jednego osobnika
np. 05.12.2016- data pobierania wymazdow

Numer | Oznaczenie Zidentyfikowane gatunki Zgodnos¢ z sekwencjami referencyjnymi dostepnymi w Bazie Danych

izolatu | izolatu drozdzy GenBank
51 83P/09.12.2019 Yarrowia divulgata 98% zgodnos¢ z Y. divulgata, numery: NR156000.1, KF425323.1, MT671193.1
52 84P/09.12.2019 Candida albicans 100% zgodno$¢ z C. albicans, numer: MT351884.1
53 845/09.12.2019 Pichia fermentans 95% zgodnos$¢ z P. fermentans, numery: DQ646687.1, MT645427.1, MT645422.1

_ . .. 97% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MH545928.1, MN310532.1,
54 84\W/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MN310535.1
55 84J/09.12.2019 Yarrowia deformans 98% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: KR019755.1, KU052793.1, MT671181.1
56 86P/09.12.2019 Pichia fermentans 97% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KY104547.1, KX859609.1, KJ804096.1
57 87P/09.12.2019 Pichia fermentans 94% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KY104547.1, MT635313.1, KY104548.1
58 87S/09.12.2019 Pichia fermentans 84% zgodnos¢ z P. fermentans, numer: KM374115.1
.. 100% zgodno$¢ z D. hansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi, numery: MT192507.1,
59 88W/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii KY103295.1 KY103198.1
60 89P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 93% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MK294305.1, MZ666342.1, KC765129.1
Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG0150956.1,

61 895/09.12.2019 MG015966.1
62 90P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 94% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015976.1, KF646198.1, CP093511.1
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63 90S/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 98% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015976.1, KT737219.1, MG015970.1
64 91P/09.12.2019 Yarrowia divulgata 96% zgodnos¢ z Y. divulgata, numery: OP216836.1, OP216830.1, OP216840.1
0 4 H H .
65 91S1/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
KU555388.1

66 91S2/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 97% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: HE660067.1, KY105986.1, KP132926.1
67 92P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 98% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1, MG015972.1
68 925/09.12.2019 Cutaneotrichosporon curvatum | 98% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: ON365505.1, ON365504.1, EU649079.1

Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MT731420.1, MT539198.1,
69 93P/09.12.2019 MG015965.1
70 935/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, CP039617.1, LC389023.1

.- .. 100% zgodnos¢ z M. guilliermondii, numery: MG601180.1, MG601177.1,
71 93W/09.12.2019 Meyerozyma guilliermondii MK990463.1
72 945/09.12.2019 Yarrowia deformans 100% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: AM279254.1, KX859495.1, KX859493.1
0 LA .
73 95P/09.12.2019 Cutaneotrichosporon curvatum 100% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: MK267710.1, KX426975.1,
KX426955.1
74 96P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, KC905770.1,MK053819.1
. 100% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: KY102991.1, MZ133613.1,

75 96J/09.12.2019 Cutaneotrichosporon curvatum MW449591 1

Pichia kudriavzevii 90% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,
76 98S/09.12.2019 MGO15966.1

Pichia kudriavzevii 97% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,
77 98W/09.12.2019 MG015966.1

_ . .. 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MT102789.1, MG015972.1,
78 98J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii MGO15956.1
79 99P/09.12.2019 Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: MH429877.1, MH429879.1, MH429874.1
80 99S/09.12.2019 Yarrowia lipolytica 97% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: DQ677251.1, DQ677252.1, MK805506.1
.. 100° $¢zD.h ii/ D. [ D.f i/ D. iae, :

81 99W/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 00% zgodno$é z ansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi/ D. robertsiae, numery

KM402067.1, MK394103.1, KP132014.1, MT529389.1
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82 100P/09.12.2019 | Yarrowia deformans 99% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: KX859495.1, KX859493.1, KX859537.1
. 100% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: KY102991.1, MZ133613.1,
83 100S/09.12.2019 | Cutaneotrichosporon curvatum MW449591 1
84 101P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 91% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1, MK053819.1
Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi/ D. prosopidis, numery:
8 102P/09.12.2019 KM402067.1, MK394103.1, KP132014.1, MT529389.1
Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi/ D. prosopidis, numery:
86 104P/09.12.2019 MT181119.1, KY103198.1, MZ227346.1, MZ889104.1
87 105P/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodno$¢ z D. hansenii, numery: MH429884.1, MH429877.1, MH429874.1
. . .. 91% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,
88 105S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MG015966.1
- .. 100% zgodnos¢ z M. guilliermondii, numery: KP109736.1, MG367466.1,
89 105J/09.12.2019 | Meyerozyma. guilliermondii KP109730.1
_ . .. 91% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,
90 106S/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MG015966.1
91 106J/09.12.2019 | Yarrowia divulgata 96% zgodnos¢ z Y. divulgata, numery: HQ914910.1, HM235699.1, KU200447.1
. . 100% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279269.1,
92 107P1/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria AM379268.1
. 100% zgodno$¢ z D. hansenii/ D. fabryi, numery: EF193070.1, EF194843.1,
93 107P2/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii KY103198 1
_ . .. 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015961.1,
94 108P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MG015956.1
0 & A .
95 108W/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodnos¢ z P. fermentans, numery: MW710386.1, KX905284.1,
KX905285.1
. 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KY104800.1, KR011317.1,
96 109P1/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa AFA44635.1
97 109P2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MF285862.1, JQ425351.1, MN378409.1
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Pichia kudriavzevii

100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,

98 109S/09.12.2019 MG015965.1
99 109J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, KC905770.1, MF685429.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
100 110P/09.12.2019 MG015993 1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MT321167.1, MK886691.1,
101 110J/09.12.2019 MK748988. 1
102 111P/09.12.2019 | Yarrowia deformans 99% zgodnos$¢ z Y. deformans, numery: MH310819.1, AM279254.1, KX859495.1
103 111S/09.12.2019 | Yarrowia deformans 95% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: KY105961.1, KP974193.1, KR019755.1
104 111W/09.12.2019 | Meyerozyma guilliermondii 100% zgodno$¢ z M. guilliermondii, numery: MG015984.1, MG015977.1,
EU236703.1
105 112P/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 99% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279268.1, AM279269.1
. . .. 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MH545928.1, MN310532.1,
106 112S/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MK894151 1
107 113J/09.12.2019 | Yarrowia deformans 89% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: KR078406.1, KX859496.1, KX859496.1
108 114P1/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MT102789.1, KP068964.1
109 114P2/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 100% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: KY105989.1, EF643579.1, EF643578.1
— 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: MK268126.1, MG519725.1,
110 114P3/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa KX385849.1
.. 100% zgodno$¢ z D. hansenii/ D. fabryi, numery: MT180776.1, MT181119.1,
111 114J/09.12.2019 Debaryomyces hansenii KY103198.1
112 115P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MT731420.1, JQ425351, MN378409.1
Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MT102789.1,
113 1155/09.12.2019 MGO15972 1
114 116P/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 99% zgodnos$¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279268.1, KY101919.1
115 117P/09.12.2019 | Pichia fermentans 99% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: DQ646687.1, LC473128.1, KY104546.1
116 117S/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015956.1,

MT731420.1
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117 118P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: CP039612.1, CP039617.1, CP039615.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
118 118S5/09.12.2019 MG015976.1
119 119P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MT102789.1, KP068964.1
120 120P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MT203789.1, KP068964.1
121 120W/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: MH429884.1, LC529168.1, MW764691.1
122 121P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 91% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MK294305.1, MG757420.1, KU291169.1
123 121S/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MK343434.1, MW856009.1,
CP039612.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
124 121J1/09.12.2019 MG015976.1
I 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KY104800.1, KR011317.1,
125 121J2/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa AFA44635.1
126 122P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 95% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: JQ083432.1, MG015961.1, MW856013.1
127 1225/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 85% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MF685429.1, MF685416.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
128 123P/09.12.2019 MG015976.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MT539198.1, CP039612.1,
129 1235/09.12.2019 MT731420.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
130 124P/09.12.2019 MG015976.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MH545928.1, MK343434.1,
131 124S/09.12.2019 MN310532 1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: CP039612.1, CP0287733.1,
132 125P/09.12.2019 MK329990 1
133 125S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, KC905770.1, MF685429.1
5 — — -
134 126P/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KR011317.1, KY104800.1,

AF444635.1
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135 126J/09.12.2019 Debaryomyces hansenii 100% zgodno$¢ z D. hansenii, numery: MK268125.1, LC412693.1, KP132011.1
_ . .. 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015964.1, MT321167.1,
136 127P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MK886691. 1
Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi/ D. prosopidis, numery:
137 1275/09.12.2019 MT187616.1, MT183071.1, KY103196.1
138 1271/09.12.2019 Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: MK156305.1, MK352093.1, MK352079.1
139 1285/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, MG015964.1, MG015966.1
Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MG015972.1,
140 128J/09.12.2019 MGO15961. 1
141 129P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, EU315752.1, MG015957.1
142 129S/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 98% zgodno$¢ z Y. lipolytica, numery: MK267983.1, MK267982.1, MK267981.1
143 130P/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 97% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: KF908251.1, HE660067.1, MH459414.1
144 131P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 81% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: EU315752.1, LC567131.1, MG015961.1
145 131S/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MK329990.1, KT737219.1, CP039612.1
Pichia kudriavzevii 98% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015961.1,
146 133P/09.12.2019 MGO15956.1
147 133S1/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: LC389037.1, KX376253.1, KY104567.1
. 100% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KX905286.1, KY104548.1,
148 133S2/09.12.2019 | Pichia fermentans MW592919.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
149 133W/09.12.2019 MGO15976.1
Pichia kudriavzevii 99% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MT539198.1, MN378409.1,
150 133J/09.12.2019 MN378408.1
5 " - ;
151 134P/09.12.2019 | Holtermanniella takashimae 100% zgodnos¢ z H. takashimae, numery: MW895075.1, NR137721.1,
MN913531.1
152 134S/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 82% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: EU315752.1, MG015959.1, MF685430.1
153 135P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 93% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MK294305.1, MG757420.1, JQ083432.1

179




154 1355/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MK267928.1, KY104691.1, KC905770.1
155 136P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 90% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, MF685429.1, MF685416.1
156 137P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 90% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MF685429.1, MF685416.1
157 1375/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KY104800.1, AF444635.1,
KR011317.1
158 137W/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 97% zgodno$¢ z Y. lipolytica, numery: KF908251.1, KY105972.1, KF908250.1
159 138P1/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KX905285.1, KX905284.1, KX905286.1
160 138P2/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 97% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015964.1, MH545928.1,
MN310532.1
161 1385/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 95% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1, MK329988.1
162. 138J/09.12.2019 Debaryomyces hansenii 99% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: MW959728.1, MW959732.1, MZ702995.1
Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. subglobosus/ D. fabryi/ D. prosopidis, numery:
163 139P1/09.12.2019 MT502795.1, MT187616.1, MT183071.1, MK156303.1
164 139P2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 91% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MH979676.1, MZ930149.1, MZ677198.1
165 139S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MH979676.1, MZ930149.1, MT234388.1
166 139J/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 94% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: KU291169.1, MG757420.1, KP171557.1
167 140P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 90% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG550149.1, MT136539.1, MT731420.1
168 140J/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 97% zgodno$¢ z Y. lipolytica, numery: KF908250.1, HE660067.1, MT355635.1
Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015965.1, MG015964.1,
169 141S/09.12.2019 MN378409 1
170 141J/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: KY794727.1, LC389030.1, LC389007.1
171 142P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 97% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015965.1, MF285863.1, LC389027.1
172 1425/09.12.2019 | Yarrowia deformans 96% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: AM279256.1, MT534181.1, KY105963.1
. . .. 98% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015974.1, MT875240.1,
173 142W/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MH545928 1
174 1423/09.12.2019 Cutaneotrichosporon curvatum | 100% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: KX376267.1, KY173558.1, KY102991.1
175 143W/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: LC412697.1, FR686595.1, FR686593.1
176 1445/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015961.1, MF285863.1, MT731420.1
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177 145P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 82% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MF685430.1, MF685429.1
178 1455/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KX905285.1, KX905284.1, KX905286.1
179 145W/09.12.2019 | Candida oleophila 99% zgodno$¢ z C. oleophila, numery: KC865288.1, JX188106.1, MW624469.1
0 &4 .
180 146P/09.12.2019 | Cutaneotrichosporon curvatum 100% zgodnosc¢ z Cut. curvatum, numery: KY102991.1, MK267822.1,
MZ613315.1
L. . .. 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, MG015964.1,
181 146S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii MGO15966.1
.. . 100% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: KY101919.1, MH595235.1,
182 146J/09.12.2019 Yarrowia alimentaria AM279268.1
0 LA i 11 .
183 147W/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: KT737219.1, KU555385.1,
MT539200.1
184 148P/09.12.2019 | Yarrowia divulgata 99% zgodno$¢ z Y. divulgata, numery: NR156000.1, MT671193.1, KF425323.1
. 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. fabryi, numery: MT180776.1, MT181119.1,
185 148J/09.12.2019 Debaryomyces hansenii KY103198 1
186 149P/09.12.2019 | Kluyveromyces marxianus 100% zgodnos¢ z K. marxianus, numery: HG532087.1, MT187614.1, HG532083.1
187 149S5/09.12.2019 | Pichia fermentans 99% zgodnos¢ z P. fermentans, numery: MK044076.1, KX905285.1, MW710650.1
188. 150P1/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 98% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279268.1, KY101919.1
189 150P2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, KC905770.1, MG015964.1
. 100% zgodnos¢ z P. fermentans, numery: MW710386.1, DQ646687.1,
190 150S/09.12.2019 | Pichia fermentans KM029994 1
Pichia kudriavzevii 82% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MG015976.1,
191 150J/09.12.2019 MGO15972 1
192 151J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 93% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: JQ083432.1, MG015961.1, MW856013.1
Pichia kudriavzevii 88% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, KM396282.1,
193 152P/09.12.2019 MT102789.1
194 15251/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodnos¢ z P. fermentans, numery: KY104548.1, KX905285.1, KY104537.1
195 152S2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 92% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015965.1, MG015964.1, CP039617.1
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100% zgodno$¢ z R. mucilaginosa, numery: KY104800.1, AF444635.1,

196 153P/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa KRO11317 1
- .. 100% zgodno$¢ z M. guilliermondii, numery: EU236703.1, MG646972.1,
197 153S5/09.12.2019 | Meyerozyma guilliermondii MH223501 1
_ . .. 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
198 153J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii MG015976.1
199 154P1/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodnos¢ z P. fermentans, numery: KX905285.1, KF646201.1, KX905286.1
200 154P2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MG015966.1, KT737219.1
- 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KR011317.1, KY104800.1,
201 154P3/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa AFA44635.1
202 157S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MZ930149.1, MH979676.1, MZ677198.1
203 158P1/09.12.2019 | Yarrowia deformans 98% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: OP216842.1, OP216838.1, MN509050.1
204 158P2/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 89% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MZ930149.1, MH979676.1, MZ677198.1
205 1595/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 100% zgodno$¢ z Y. alimentaria, numery: AM711411.1, MH595235.1, FR682309.1
206 160P1/09.12.2019 | Candida sake 98% zgodno$¢ z C. sake, numery: MN340287.1, LC412744.1, MF801627.1
o 100% zgodnos¢ z R. mucilaginosa, numery: KR011317.1, KY104800.1,
207 160P2/09.12.2019 | Rhodotorula mucilaginosa AFA44635.1
208 160S/09.12.2019 | Cutaneotrichosporon curvatum | 92% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: MK267822.1, MZ613315.1, AB035573.1
209 161S/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 95% zgodnosc z Y. lipolytica, numery: LC050530.1, DQ677252.1, GQ458037.1
5 — — - -
210 162P/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodno$¢ z D. hansenii/ D. fabryi, numery: MT180776.1, MK737876.1,
KY103198.1
211 16251/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, MG015964.1, MG015975.1
100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. fabryi/ D. robertsiae/ D. subglobosus/ D.
212 162S52/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii prosopidis, numery: MT529389.1, MT181119.1, MK394103.1, KP132014.1,
MZ889104.1
213 162W/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 90% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, KP068964.1, MF685429.1
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100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. fabryi/ D. robertsiae/ D. subglobosus/ D.

214 164P1/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii prosopidis, numery: MT529389.1, MT181119.1, MK394103.1, KP132014.1,
MZ889104.1
0 &4 .
215 164P2/09.12.2019 | Cutaneotrichosporon curvatum 100% zgodnosc¢ z Cut. curvatum, numery: KY102991.1, MK267822.1,
MZ613315.1
216 164W/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: CP039612.1, CP028773.1, MT731420.1
217 164J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 97% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MF685421.1, KC905770.1, MK053819.1
218 165P1/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 96% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: JQ083432.1, MG015961.1, KP132508.1
219 165P2/09.12.2019 | Yarrowia divulgata 99% zgodno$¢ z Y. divulgata, numery: NR156000.1, KF425323.1, MT671193.1
220 1655/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 86% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MZ677198.1, FJ231424.1, MZ930149.1
221 165J/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodno$¢ z D. hansenii, numery: OL687506.1, KF307731.1, KF292211.1
5 — - - :
999 166P/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 100% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279268.1,
KY101919.1
223 167S5/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, EU315752.1, MZ666360.1
_— .. 1009 $¢ z M. guilli : MK267607.1, MH211 A,
224 167W/09.12.2019 | Meyerozyma guilliermondii 00% zgodnos¢ z M. guilliermondii, numery 6760 588
LC317503.1
0 rr H .
995 16731/09.12.2019 | Holtermanniella takashimae 100% zgodnos$¢ z H. takashimae, numery: MN913531.1, MW895075.1,
NR137721.1
. 100% zgodnos¢ z Cut. curvatum, numery: KY102991.1, MZ133613.1,
226 167J2/09.12.2019 | Cutaneotrichosporon curvatum MW449591 1
227 168P/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 100% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: KY105989.1, EF643579.1, EF643578.1
228 168W/09.12.2019 | Pichia fermentans 100% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KX905285.1, KX905286.1, KY104537.1
229 168J/09.12.2019 Yarrowia deformans 100% zgodnos¢ z Y. deformans, numery: MN509050.1, MT534181.1, KU052793.1
Pichia kudriavzevii 84% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, MT102789.1,
230 169P/09.12.2019 MK547220.1
Pichia kudriavzevii 90% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015964.1, MT321167.1,
231 1695/09.12.2019 MK836691. 1
232 169W/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii 100% zgodnos¢ z D. hansenii, numery: KM402067.1, EF643588.1, EF192224.1
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233 169J/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 84% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015959.1, EU315752.1, MK547220.1
234 170S/09.12.2019 | Yarrowia bubula 100% zgodnos¢ z Y. bubula, numery: KF649301.1, MH487624.1, MH487627.1
235 171P/09.12.2019 | Yarrowia divulgata 100% zgodno$¢ z Y. divulgata, numery: NR156000.1, KF425323.1, MT671193.1
236 171S/09.12.2019 | Kluyveromyces marxianus 98% zgodnos¢ z K. marxianus, numery: HG532083.1, MT187614.1, LR738883.1
237 171W/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 96% zgodnos¢ z Y. lipolytica, numery: EF568021.1, DQ677251.1, KF908250.1
238 172P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 92% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG550149.1, KP068964.1, MT136539.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
239 1725/09.12.2019 MG015976.1
240 172W/09.12.2019 | P. fermentans 100% zgodno$¢ z P. fermentans, numery: KX905285.1, KX905284.1, KX905286.1
241 173P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
MT731427.1
Pichia kudriavzevii 87% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MT102789.1, MG015972.1,
242 1735/09.12.2019 MGO15956.1
243 174P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: KU555387.1, KC905770.1, KU555388.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
244 1745/09.12.2019 MGO15976.1
. 99% zgodnos¢ z A. domesticum/ A. montevideense, numery: KJ816919.1,
245 174J/09.12.2019 | A. domesticum MH094668.1. KC525856.1
246 1755/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.2, MG015976.2
. 100% zgodno$¢ z R. mucilaginosa, numery: KY104800.1, AF444635.1,
247 175W/09.12.2019 | R. mucilaginosa KRO11317 1
Pichia kudriavzevii 96% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MK329988.1, MG015957.1,
248 176P/09.12.2019 MGO15966.1
Pichia kudriavzevii 100% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,
249 177P/09.12.2019 MGO15976.1
250 177S5/03.12.2019 | Pichia kudriavzevii 99% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1, MG015976.1
251 178P/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 98% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015972.1, MG015961.1,

MG015956.1
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Pichia kudriavzevii

100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: MG015966.1, KT737219.1,

252 178W/09.12.2019 MG015976.1
0 rr H H .
253 179P/09.12.2019 | Yarrowia alimentaria 100% zgodnos¢ z Y. alimentaria, numery: MH595235.1, AM279268.1,
AM279269.1
254 179S/09.12.2019 | Yarrowia divulgata 100% zgodno$¢ z Y. divulgata, numery: MT671193.1, NR156000.1, KF425323.1
255 179W/09.12.2019 | Yarrowia lipolytica 99% zgodno$¢ z Y. lipolytica, numery: KX859661.1, DQ667977.1, MH059659.1
.. 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. fabryi/ D. subglobosus/ D. prosopidis, numery:
256 | 179J/09.122019 | Debaryomyces hansenii KM402067.1, MK394103.1, KP132014.1, NRO77067.1
.. 100% zgodnos¢ z D. hansenii/ D. fabryi, numery: MT181119.1, MT180776.1,
257 180J/09.12.2019 | Debaryomyces hansenii KY103198.1
258 181S/09.12.2019 Pichia kudriavzevii 100% zgodnos$¢ z P. kudriavzevii, numery: KC905770.1, MG015966.1,
KT737219.1
259 182P/09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 84% zgodnos¢ z P. kudriavzevii, numery: EU315752.1, MG015959.1, MG015972.1
260 182S09.12.2019 | Pichia kudriavzevii 100% zgodno$¢ z P. kudriavzevii, numery: CP039612.1, CP028773.1, MG015976.1
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Zalacznik 3. Tabelaryczne zestawienie wybranych wlasciwosci wyizolowanych drozdzy

Attachment 3. Tabular summary of the selected properties of isolated yeasts

P — reakcja pozytywna

SP — reakcja stabo pozytywna

N — reakcja negatywna

+ — wzrost
- — brak wzrostu
+/- — staby wzrost

a) Wymazy z pyska:

Numer Oznaczenie Gatunek Fermentacja (Zymogram) Asymilacja Wozrost
izolatu izolatu (Auksanogram) w 37°C
G |GA |S |[M|L |G |GA |S | M

4 2P/05.12.2016 S. cerevisiae SP | N N [N | N SP N | N +
9 4P/06.12.2016 A. domesticum N | N N [N [N [N |N N | N +
13 5P/06.12.2016 A. domesticum N | N N N N | SP | SP SP | SP | SP +
18 7P1/08.12.2016 C. parapsilosis N | N N N N | P P P P N +
19 7P2/08.12.2016 A. montevideense | N | N N N N | SP | SP SP | SP | SP -
24 8P/16.12.2016 Cut. curvatum N |P N [N |N |N |N P [P |N +/-
29 9P1/16.12.2016 R. mucilaginosa P N N N N | N N P SP | P -
30 9P2/16.12.2016 P. kudriavzevii N | N N N N | P P P N +
31 9P3/16.12.2016 A. domesticum N | N N N N | P SP P SP | P +
34 10P/16.12.2016 M. caribbica N | N N N N | N N N N +
37 12P/23.04.2018 R. mucilaginosa N | N N [N |N [P P P N +
41 37P/07.05.2018 P. kudriavzevii N | N N N N | SP|N SP | SP | N -
43 48P/07.05.2018 A. domesticum N | N N N N | SP | SP SP | N N +
44 49P/07.05.2018 A. domesticum P | N N [N |N |N |N N | N +
45 51P/07.05.2018 A. domesticum P N N [N |N [P N N |N [N +
47 75P/07.05.2018 P. kudriavzevii N | N N N N P SP | P N +
48 81P/07.05.2018 A. domesticum N | N N N N | N N N | N N +
51 83P/09.12.2019 Y. divulgata N | N N [N |N [SP|N N |N | N +
52 84P/09.12.2019 C. albicans N | N N |N |N [P |N N |N | N +
56. 86P/09.12.2019 P. fermentans N [N N [N |N |N |N N |N [N +
57 87P/09.12.2019 P. fermentans N [N N [N |N |N |N N |N [N +
60 89P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N [N [N |P |N N |N | N +
62 90P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N [N [N |P N N [N | N +
64 91P/09.12.2019 Y. divulgata N N N N P N N N N +
67 92P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N | N N SP | N N +
69 93P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N | N N N N +
73 95P/09.12.2019 Cut. curvatum N [N N [N |N |N |N N | N -
74 96P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N [N [N |P N N [N +
79 99P/09.12.2019 D. hansenii SP | N N N N | P SP SP | N N +
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82 100P/09.12.2019 | Y. deformans N | N N |N |N [P |N N | SP|N +
84 101P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N P N N N N +
85 102P/09.12.2019 D. hansenii SP | N N N N | SP|N SP | SP [ N +
86 104P/09.12.2019 D. hansenii N N N N N P N N N N +
87 105P/09.12.2019 D. hansenii N N N N N P SP SP | N N +
92 107P1/09.12.2019 | Y. alimentaria N | N N |N |N [P |N N |N | N +
93 107P2/09.12.2019 | D. hansenii N N N N N N | SP P N +
94 108P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N N N N N N +
96 109P1/09.12.2019 | R. mucilaginosa N | N N [N [N [SP|N SP|SP | N -
97 109P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii N N N N N P N SP|SP | N +
100 110P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N | SP|N N N +
102 111P/09.12.2019 | Y. deformans N N N N N P N N N -
105 112P/09.12.2019 | Y. alimentaria N | N N |N |N [P |N N N +
108 114P1/09.12.2019 | P. kudriavzevii N N N N N N N N | SP|N +
109 114P2/09.12.2019 | Y. lipolytica N N N N N P N N N N +
110 114P3/09.12.2019 | R. mucilaginosa N N N N N N N N N N -
112 115P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
114 116P/09.12.2019 | Y. alimentaria N N N N N N N N N N +
115 117P/09.12.2019 P. fermentans P N N N N P N P P P +
117 118P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N N N SP | N N +
119 119P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N P N P N N +
120 120P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N N N +
122 121P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N | SP|N +
126 122P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
127 122S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N SP +
128 123P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N N N +
130 124P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N N N +
132 125P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
134 126P/09.12.2019 R. mucilaginosa N N N N N | SP|N N N N -
136 127P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
141 129P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
143 130P/09.12.2019 | Y. lipolytica N N N N N P N N N N +/-
144 131P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N N +
146 133P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N N N N N N +
151 134P/09.12.2019 H. takashimae N N N N N P N N N N +
153. 135P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N P N N N N +
155 136P/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N [N |N |P N N | N [N +
156 137P/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N N N N N N +
159 138P1/09.12.2019 | P. fermentans P N N N N P N N N N +
160 138P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii P P N P N P N N | SP|N +
163 139P1/09.12.2019 | D. hansenii SP | N N [N [N |P N N N +
164 139P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N N N | SP | SP N N +
167 140P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N | SP|N SP | SP | SP +
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171 142P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N P N N N
177 145P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N N [ SP|N N N N
180 146P/09.12.2019 Cut. curvatum P N N N N P N SP | N N
184 148P/09.12.2019 | Y. divulgata P N N N P P N N N N
186 149P/09.12.2019 K. marxianus N N N N N N N N N N
188 150P1/09.12.2019 | Y. alimentaria N N N N N P N N N N
189 150P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii N N N N P P SP N | SP | SP
193 152P/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N N P SP N N N
196 153P/09.12.2019 | R. mucilaginosa P P P N | P SP P N | N
199 154P1/09.12.2019 | P. fermentans N | N N [N |N [P N |N | N
200 154P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii N N N N N N N N N N
201. 154P3/09.12.2019 | R. mucilaginosa N N N N N N | SP SP | N N
203 158P1/09.12.2019 | Y. deformans N N N N N N N N N N
204 158P2/09.12.2019 | P. kudriavzevii N N N N N P N N N N
206 160P1/09.12.2019 | C. sake N | N N [N [N |P |N SP|SP|N
207 160P2/09.12.2019 | R. mucilaginosa N | N N [N [N [N |N N |N [N
210 162P/09.12.2019 D. hansenii N N N N N N N N N N
214 164P1/09.12.2019 | D. hansenii N N N N N P N N N N
215 164P2/09.12.2019 | Cut. curvatum N N N N N P P N P P
218 165P1/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N N N P N N P N
219 165P2/09.12.2019 | Y. divulgata N N N N N N N N N N
222 166P/09.12.2019 | Y. alimentaria N | N N |N |N [P |P N |N | N
227 168P/09.12.2019 | Y. lipolytica N N N N N P P P N N
230 169P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N N N N N N
235 171P/09.12.2019 | Y. divulgata N N N N N N N N N N
238 172P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N N N
241 173P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N SP | N N
243 174P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N N N N N
248 176P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N N
249 177P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N SP | SP | N
251 178P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P N N
253 179P/09.12.2019 | Y. alimentaria N N N N N | SP|N N
259 182P/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N N N P SP SP | SP | SP
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b) Wymazy ze skrzeli:

Numer Oznaczenie Gatunek Fermentacja Asymilacja Wozrost
izolatu izolatu (Zymogram) (Auksanogram) w 37°C
G | GA M|L |G |GA|S | M
1 1S/05.12.2016 P. kudriavzevii N | N N[N |N]|SP|N N | N +
5 2S/05.12.2016 A. domesticum P N N|N|N]|SP|N P SP | SP +
10 4S1/06.12.2016 C. parapsilosis N [N N[N |N|N |N N |N [N +
11 4S2/06.12.2016 A. domesticum SP{SP |[N|N |[N/|P P P P N +
14 5S/06.12.2016 A. montevideense N N|{N|NJ|P |P P |P [N +
16 6S1/06.12.2016 A. montevideense SP | N N|IN|N|[P |N P P P +
17 6S2/06.12.2016 M. guilliermondii SP|SP IN|N|[N|N |N N [N [N +
20 7S/08.12.2016 P. kudriavzevii N N|N|[N]|P N N [N [N +
25 8S/16.12.2016 A. domesticum N | N N|{N|NJ|N |N N [N [N +
32 9S/16.12.2016 M. guilliermondii N [N N[N |N|N |N N |N [N +
35 10S1/16.12.2016 | C. parapsilosis N [N N[N |N|[P |P P P N +
36 10S2/16.12.2016 P. kudriavzevii SP | N N|N|[N]|P P P P N +
38 21S/07.05.2018 C. albicans P P PP |[N|P N P P N +
42 37S/07.05.2018 P. kudriavzevii N [N N|IN|N|[P |P SP | P N +
46 54S/07.05.2018 C. parapsilosis N [N N[N |N|P |N P P N +
53 84S/09.12.2019 P. fermentans N [N N[N |N|P |N N | SP [N -
58 87S/09.12.2019 P. fermentans P N N|N|[N]|P N N [N [N +
61 89S/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N|{N|NJ|N |N N | P N +
63 90S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N[N |[N]|SP|N N |N [N +
65 91S1/09.12.2019 | P. kudriavzevii N [N N|N|N|[P |N N |N [N +
66 91S2/09.12.2019 | Y. lipolytica N | N N|N|[N]|SP|N N |N [N +
68 925/09.12.2019 Cut. curvatum N | N N|N|[N]|SP|N N | N |SP +
70 93S/09.12.2019 P. kudriavzevii N [N N|N|N|[P |N SP|N [N +
72 94S/09.12.2019 Y. deformans N [N N[N |N|N |N N | N +
76 985/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|{N|[NJ|N |N N | N +
80 99S/09.12.2019 Y. lipolytica N | N N|{N|[NJ|N |N N |N [N +
83 100S/09.12.2019 | Cut. curvatum N | N N[N |[N]|P |N N |N [N +
88 105S/09.12.2019 | P. kudriavzevii N [N N|IN|N|[N |N SP|N [N +
90 106S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|SP|N N | P N +
98 109S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|{N|[N]|P N SP | SP | N +
103 111S/09.12.2019 | Y. deformans N | N N|N|N N N [N [N +
106 112S/09.12.2019 P. kudriavzevii N [N N|N [N N N | SP [N +
113 115S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|N]|SP|N N N N -
116 117S/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N|{N|NJ|N |N N [N [N +
118 118S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N N [N [N +
123 121S/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N|N|[N/|P P N N N +
127 122S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N/|P N N N SP +
129 123S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|{N|NJ|N |N N |N [N +
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131 124S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|{N|NJ|N |N N | SP|P +
133 125S/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N|{N|[N]|P N N | N +
137 127S/09.12.2019 D. hansenii N | N N|N|N]|SP|N N [N [N +
139 128S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N SP | SP | N +
142 129S/09.12.2019 | Y. lipolytica N | N N|{N|[N]|P N N | P N +
145 131S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N N [N [N +
147 133S1/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
148 133S2/09.12.2019 | P. fermentans P N N|{N|NJ|N |N N [N [N +
152 134S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
154 135S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N SP|SP | N +
157 137S/09.12.2019 R. mucilaginosa N | N N|{N|NJ|N |N N | SP [N +/-
161 138S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N SP N +
165 139S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N N N +
169 141S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P N SP|SP | N +
172 142S/09.12.2019 | Y. deformans N | N N|{N|[N]|P N N | N +
176 144S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|{N|NJ|N |N N | N +
178 145S/09.12.2019 P. fermentans N | N N|N|[N]|P N SP|N [N +
181 146S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
187 149S/09.12.2019 P. fermentans N | N N|P [N]|P N SP|N [N +
190 150S/09.12.2019 | P. fermentans N [N N|N|N/|[SP|N N |N [N +
194 152S1/09.12.2019 | P. fermentans N | N N|{N|NJ|N |N N [N [N +
195 152S2/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N|{N|NJ|N |N N [N [N +
197 153S/09.12.2019 M. guilliermondii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
202 157S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
205 159S/09.12.2019 | Y. alimentaria N [N N|IN|N|[N |N N |N [N +
208 160S/09.12.2019 | Cut. curvatum N | N N|{N|NJ|N |N N [N [N -
209 161S/09.12.2019 | Y. lipolytica N | N N|{N|[N]|P N N |N [N +
211 162S1/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N|N|[N]|P SP I[N [N [N +
212 162S2/09.12.2019 | D. hansenii N | N N[N |N[N |SP [N [N |N +
220 165S/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N|N|N]|SP|N N |N [N +
223 167S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N |N [N +
231 169S/09.12.2019 | P. kudriavzevii N [N N[N |N N N |N [N +
234 170S/09.12.2019 | Y. bubula N | N N|N|N N N |N [N +
236 171S/09.12.2019 | K. marxianus N [N N[N |N|N |N N |N [N +
239 172S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|N]|SP|N N [N [N +
242 173S/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|[N]|P N N [N [N +
244 174S/09.12.2019 P. kudriavzevii N N N|N [N N N N N +
246 175S/09.12.2019 | P. kudriavzevii N [N N|N [N N N |N [N +
250 177S/03.12.2019 P. kudriavzevii N | N N|N|N]|SP|N N [N [N +
254 179S/09.12.2019 | Y. divulgata N | N N|{N|NJ|N |N N | N |SP -
258 181S/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N|IN|N|[N |N N [N +
260 1825/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N[N |[N]|SP|N N | N +
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c) Wymazy z watroby:

Numer Oznaczenie Gatunek Fermentacja Asymilacja Wozrost
izolatu izolatu (Zymogram) (Auksanogram) w 37°C
G |GA|S [M|L |G |GA|S |M|L
26 8W/16.12.2016 A. domesticum P | N N [N |N|SP |[SP |SP|SP|SP +
33 9W/16.12.2016 M. guilliermondii N | N N [N | NN N N |N [N +
40 35W/07.05.2018 | A. domesticum SP | N N | N | N SP | SP|SP | N +
49 81W/07.05.2018 | C. parapsilosis N | N N [N |N|P P P N +
54 84W/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N [N |N|[SP|N N N +
59 88W/09.12.2019 D. hansenii N | N N [N |N|SP|N N |N [N +
71 93W/09.12.2019 M. guilliermondii N | N N [N |N|P N N | SP|N +
77 98W/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N [N |N|[SP|N N |N [N +
81 99W/09.12.2019 D. hansenii N | N N [N |N|P N N [N [N +
95 108W/09.12.2019 | P. fermentans P N N [N |N|N N N | N [N -
104 111W/09.12.2019 | M. guilliermondii N | N SP|N [N [N N N |N [N +
121 120W/09.12.2019 | D. hansenii N | N N [N |N|N N N [N [N +
149 133W/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N [N |N|N N N [N [N +
158 137W/09.12.2019 | Y. lipolytica P N N [N |N|P P P P N +
173 142W/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N [N | NN N N |N [N +
175 143W/09.12.2019 | D. hansenii N | N N [N |N|P N SP|N |N +
179 145W/09.12.2019 | C. oleophila N | N N [N |N|P N N [N [N +
183 147W/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N P N |P |P N N | SP | SP +
213 162W/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N [N |N|P N N |N [N +
216 164W/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N [N |N|P N N | N [N +
224 167W/09.12.2019 | M. guilliermondii N | N N [N |N|N N N | N [N +
228 168W/09.12.2019 | P. fermentans N | N N [N |N|P P N | N [N +
232 169W/09.12.2019 | D. hansenii N | N N [N |N|P N N | P N +
237 171W/09.12.2019 | Y. lipolytica N | N N |[N|N|SP|N N |N [N +
240 172W/09.12.2019 | P. fermentans N | N N [N |N|P N P P N +
247 175W/09.12.2019 | R. mucilaginosa N | N N [N |N|P N P P N -
252 178W/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N [N |N|P N N |N [N +
255 179W/09.12.2019 | Y. lipolytica N | N N [N |N|P N N | N [N +
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d) Wymazy z jelita:

Numer Oznaczenie Gatunek Fermentacja Asymilacja Wozrost
izolatu izolatu (Zymogram) (Auksanogram) w 37°C
GA M|L|[G |GA|S M

2 1J1/05.12.2016 A. domesticum N | N N [N |N|N [N P SP +
3 1J2/05.12.2016 C. parapsilosis SP | N N | P NP |SP |P P |N +
6 2J1/05.12.2016 A. domesticum SP | N N [N |N|N |[SP [P N | SP -
7 2J2/05.12.2016 M. guilliermondii N [N N [N |N [N SP | N |N -
8 3J/05.12.2016 C. parapsilosis SP | N N |[SP|N [P P P |N +
12 4J/06.12.2016 A. domesticum N | N N [N |N|P P P P P +/-
15 5J/06.12.2016 A. domesticum P SP I[N |N [N |SP|SP |SP |SP|N +
21 7J1/08.12.2016 R. mucilaginosa N | N N [N |N|P P P P N -
22 7J2/08.12.2016 A. montevideense N | N N [N |N[P |P P P | P +-
23 7J3/08.12.2016 M. guilliermondii N [N N [N |N|P [P P P |N +
27 8J1/16.12.2016 E. dermatitidis N | N N [N |N|N [N N N [N +
28 8J2/16.12.2016 P. kudriavzevii N | N N [N |N|P P P SP | N +
39 26J/23.04.2018 Y. lipolytica N | N N [N |N|SP|SP |N N | N -
50 81J/07.05.2018 C. parapsilosis N | N N [N | NJ|P [P P |P |N +
55 84J/09.12.2019 Y. deformans N [N N [N |N|P N [P | N +
75 96J/09.12.2019 Cut. curvatum SP | N N |N | N [SP N |N |N +
78 98J/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N [N |N|P N N | N +
89 105J/09.12.2019 M. guilliermondii N | N N [N |N|SP|SP |SP |SP|N +
91 106J/09.12.2019 | Y. divulgata N | N N [N [N|N [N N |N |N +
99 109J/09.12.2019 | P. kudriavzevii N [N N [N |N|SP|N N [SP|N +
101 110J/09.12.2019 P. kudriavzevii P N N [N |N|P N N N [N +
107 113J/09.12.2019 | Y. deformans N | N N [N |N|P N N N [N +
111 114J/09.12.2019 D. hansenii N | N N [N |N|SP|N N N [N +
124 121J1/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N [N |N N P P N +
125 121J2/09.12.2019 | R. mucilaginosa N | N N [N |N N N N | N -
135 126J/09.12.2019 D. hansenii P P N | P N | SP | N N SP | N +
138 127J/09.12.2019 D. hansenii N | N N [N |N|P P N N [N +
140 128J/09.12.2019 | P. kudriavzevii P N N [N | N N SP | SP|N +
150 133J/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N [N |N|N [N SP | SP | N +
162 138J/09.12.2019 D. hansenii P P N | SP| N |SP|N N N [N +
166 139J/09.12.2019 | P. kudriavzevii SP | N N [N |N|SP|N N |N |N +
168 140J/09.12.2019 | V. lipolytica N | N N [N IN|P [N N |N |N +
170 141J/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N N N | P N N N N +
174 142J/09.12.2019 | Cut. curvatum N | N N [N |N|N [N N N [N +
182 146J/09.12.2019 | Y. alimentaria P N N [N |N|P SP | N SP | N +
185 148J/09.12.2019 | D. hansenii N | N N [N |N|[P N N +
191 150J/09.12.2019 | P. kudriavzevii N | N N [N |N|P N N +
192 151J/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N [N |N|P N N N [N +
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198 153J/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N | N N [SP|N N N | N
217 164J/09.12.2019 P. kudriavzevii SP | N N | N N | P N P N | N
221. 165J/09.12.2019 D. hansenii N | N N | N N | P N P P N
225 167J1/09.12.2019 | H. takashimae N | N N | N N | P P N N | N
226 167J2/09.12.2019 | Cut. curvatum N | N N | N N [SP|N N N | N
229 168J/09.12.2019 | Y. deformans N | N N [N |N[P [N N | N |N
233 169J/09.12.2019 P. kudriavzevii N | N N | N N | P N N SP | N
245 174J/09.12.2019 | A. domesticum N | N N | N N | P P P P P
256 179J/09.12.2019 D. hansenii N | N N | N N | N [N SP N
257 180J/09.12.2019 D. hansenii N | N N | N N | N [N N N | N
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Zalacznik 4. Tabelaryczne zestawienie wynikoéw identyfikacji wybranych izolatow grzybow na podstawie auksanogramow przy uzyciu
testow API1 20C AUX

Attachment 4. Tabular summary of the results of identification of the selected fungal isolates based on auxanograms using APl 20C AUX

tests

+ — reakcja pozytywna

— — reakcja negatywna

Numer | Oznaczeni Gatunek Aktywno$¢ enzymatyczna w skali 5-stopniowej Gatunek wg
izolatu e izolatu
klucza do
Gle|[2]A[X[]A]X]|[G|[1|[Ss|[M|[N]|[C|[L[M][S]T][M][R/]strzepki/ | test4w API
L L K R Y D L A N O D A E A A A R L A pseudo- 20C AUX
U Y G A L [®) T L [®) R G G L C L C E Z F strzepki
245 174) A. domesticum + + - + - - - - - - - - - - - - - - - + -
16 6S1 A. montevideense + - + - + - - + + - + + + + + + - + + + T. inkin
38 21S C. albicans + + - - - - - - - - - + - - - - - - - + C. krusei/
C. incospicua
179 145W C. oleophila + + - - - - - - - - - + - - - - - - - - C. krusei/
C. incospicua
18 7P1 C. parapsilosis + - + + + + - + - + - + - - + + + + - C. parapsilosis
206 160P1 C. sake + + + + - - - - - - - - - - - - - - - -
24 8P Cut. curvatum + + + + + + - + - + - + - - + + + + - + C. parapsilosis
221 165J D. hansenii + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
27 8J1 E. dermatitidis + + + + + - - - - - - - - - - - + - - + Rhodotorula sp.
151 134P H. takashimae + + + + - - - + - - + - - — _ _ _ — _ _ _
186 149P K. marxianus + + - - - - - - - - - + - - - - - - - + C. krusei/
C. incospicua
34 10P M. caribbica + + - - - - - - - - - + - - - - - - - - C. krusei/
C. incospicua
23 7J3 M. guilliermondii + + + + + + + + - + + + + - + + + + + - C.
guilliermondii
148 133S2 P. fermentans + + - + + + _ _ - - — + _ — _ _ _ _ _ + _
47 75P P. kudriavzevii + + + + + + - - + - - + + C. parapsilosis
21 7J1 R. mucilaginosa + - - + + + - - - - - - - R. mucilaginosa
4. 2P S. cerevisiae + - + + + + - + + + - - + - C.
guilliermondii
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182

146

Y. alimentaria

C. zeylanoides

234

1708

Y. bubula

72

94S

Y. deformans

C. krusei/
C. incospicua

254

1798

Y. divulgata

Cr. humicolus

39

26J

Y. lipolytica

C. krusei/
C. incospicua
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Zalacznik 5. Zestawienie wynikéw aktywnos$ci enzymatycznej wybranych izolatow grzybow przy uzyciu testow AP1 ZYM

Attachment 5. Summary of enzymatic activity results of the selected fungal isolates using APl ZYM tests

Numer | Oznaczenie Gatunek Aktywno$¢ enzymatyczna w skali 5-stopniowej
izolatu izolatu
E|E|E|E|E|E|E|E|EW|EW|EL2]|E|E4|EL| E6 | EL7 | E18 | E19 | E20
2134 |5|6]|7|8]29

245 174) A. domesticum 213120 |3|]0]0|1 1 5 5 1 1 1 1 3 0 1 1
16 6S1 A.montevideense | 3 | 4|3 |0 |5|3|3]|1 1 5 5 0 0 0 0 0 0 1 0
38 21S C. albicans 512|141 |5|2]1|0 2 5 5 0 0 0 0 4 0 0 0
179 145W C. oleophila 1112 |0|5|3|3|0 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
18 7P1 C. parapsilosis 51212051010 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
206 160P1 C. sake 2131210 |5|3]3]|0 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
24 8P Cut. curvatum 513|2(0|5|1]0/|0 0 4 5 0 0 0 0 0 0 0 0
221 165J D. hansenii 21312104210 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
27 8J1 E. dermatitidis 3122051110 1 3 5 0 0 0 0 0 0 0 0
151 134P H. takashimae 2131205220 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
186 149P K. marxianus 1320|5110 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
34 10P M. caribbica 2131210 |5|3]3]|0 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
23 7J3 M. guilliermondii | 4 |3 (3 [1|5[3]1]0 0 5 5 0 0 0 1 1 0 0 0
148 133S2 P. fermentans 2131210513 |21|0 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
47 75P P. kudriavzevii 51212042110 0 4 4 0 0 0 1 0 0 0 0
21 7J1 R. mucilaginosa 31413142110 0 5 5 0 0 0 1 0 0 0 0
4 2P S. cerevisiae 31313143310 0 5 4 0 0 0 2 0 0 0 0
182 146J Y. alimentaria 212111014220 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
234 170S Y. bubula 21312105110 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
72 94S Y. deformans 113205110 0 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
254 179S Y. divulgata 4 14130411010 0 5 5 0 0 0 0 3 0 0 0
39 26J Y. lipolytica 51414041010 0 4 4 0 0 0 0 3 0 0 0
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Zalacznik 6. Zestawienie tabelaryczne wynikow minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC—
minimum inhibitory concentration) wobec wybranych izolatéw drozdzy przy uzyciu testow

ATB FUNGUS 3

Attachment 6. Tabular summary of the minimum inhibitory concentration (MIC) results

against selected yeast isolates using ATB FUNGUS 3 tests

5FC — 5-flucytozyna
AMB — amfoterycyna B
FCA — flukonazol

ITR — itrakonazol

VRC — worikonazol

Numer | Oznaczenie Gatunek MIC (pg/mL)

izolatu izolatu 5FC | AMB FCA ITR VRC
245 174 A. domesticum 4 1 32 2 1
16 6S1 A. montevideense 16 16 4 0,25 0,25
38 21S C. albicans 16 4 4 1 0,25
179 145W C. oleophila 16 2 64 1 1
18 7P1 C. parapsilosis 0 2 4 0,125 0,25
206 160P1 C. sake 16 2 32 1 1
24 8P Cut. curvatum 0 4 4 0,125 0,25
221 165J D. hansenii 16 1 32 2 1
27 8J1 E. dermatitidis 4 4 32 0,5 0,25
151 134P H. takashimae 1 0,5 32 2 1
186 149P K. marxianus 16 1 64 4 2
34 10P M. caribbica 16 1 64 1 2
23 733 M. guilliermondii 0 1 16 4 0,5
148 13352 P. fermentans 0 0,5 8 1 1
47 75P P. kudriavzevii 0 8 4 0,125 0,25
21 7J1 R. mucilaginosa 0 2 64 4 0,5
4 2P S. cerevisiae 4 1 8 2 1
182 146 Y. alimentaria 16 2 32 2 1
234 170S Y. bubula 4 1 32 1 1
72 94S Y. deformans 16 1 64 1 1
254 179S Y. divulgata 4 16 32 4 1
39 26J Y. lipolytica 16 4 8 4 0,5
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