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Influence of effective microorganisms on the non-specific cellular defence mechanisms of pikeperch

Summary

Effective Microorganisms (EM) technology uses microorganisms to work in the surrounding environment.
Complex microbiological preparations show synergistic effects, combining the effects of probiotics, prebiotics
and synbiotics. EM™ technology is well-known and used in 120 countries worldwide, mainly in agriculture,
including aquaculture, and in environmental protection. Fish farmers use these preparations to enhance fish
growth, condition and immunity. The aim of the study was to evaluate the effect of EM-Probiotic (Greenland)
on the development of cellular non-specific resistance in pikeperch (Sander lucioperca) at the initial stage of
rearing in a recirculating aquaculture system (RAS). The experimental diet was administered for 28 days
with EM supplementation at 0% (control group), 2% and 4% of the feed. Water temperature in the RAS was
maintained at 22.0°C. Hematopoietic organs (spleen and kidney) were collected twice, after 28 days of EM
supplementation (first term) and 28 days after cessation of supplementation (second term). The respiratory
burst activity (RBA) and potential killing activity (PKA) of macrophages, as well as the proliferative activity
of T- and B-lymphocytes (MTT assay) were assessed. The results of the study show that EM at the initial stage
of pikeperch development (body weight of 2 to 14 g) suppress cellular defence mechanisms, decreasing the
activity of immunocompetent cells in RBA, PKA and MTT tests. The results from the first organ harvesting
showed differentiated EM activity at a statistically insignificant level (P > 0.05). In samples collected 28 days
later, the inhibitory effect was demonstrated at a statistically significant level (P < 0.05) in all parameters in
both experimental groups. Non-specific cellular immunity in fish plays a key role in defence against damaging
factors, including pathogenic ones. Since fish in an RAS are also susceptible to potentially pathogenic agents,
immunosuppression of these mechanisms may aggravate the disease.

Keywords: pikeperch, non-specific cellular immunity, effective microorganisms

Wraz z rozwojem akwakultury oraz wprowadzaniem
do podchowoéw kontrolowanych nowych gatunkéw
ryb stale poszukuje si¢ skutecznych metod ochrony
zdrowia. To sprzyja rozwojowi badan nad oceng wpty-
wu réznych preparatow na organizm ryb, zwlaszcza
gatunkoéw nowo wprowadzanych do podchowéw
kontrolowanych. Poszukuje si¢ zwlaszcza preparatow
naturalnych, bezpiecznych dla ryb, konsumenta oraz
srodowiska.

Za naturalng grupe $rodkOw uznaje si¢ prepara-
ty mikrobiologiczne, wykorzystujace Technologie

' Wyréznienie za najlepsza prace przedstawiong przez mtodych pracownikow
nauki w Sekcji Chorob Zwierzat Akwakultury podczas XV Kongresu PTNW
w Lublinie 22-24 wrze$nia 2016 r.

Efektywnych Mikroorganizmow — EM™., Tworcg tej
technologii jest Teruo Higa z Uniwersytetu w Ryu-
kyus (Japonia), ktory skupial si¢ glownie na ich
wykorzystaniu w bionawozeniu gleby 1 uprawach
roslin. Ostateczng wersj¢ sktadu EM ogtosit w 1982 1.
W ich sktad wchodzi 81 rodzajéw mikroorganizmoéw
nadajacych si¢ jednoczesnie do spozycia przez ludzi
1 zwierzeta. Oryginalne mikroorganizmy wykorzy-
stane do opracowania preparatow EM™ pochodzity
z gleby japonskiej wyspy Okinawa, ze zwaczy krow
tam hodowanych, a takze z mleczarni produkujacych
przetwory mleczarskie. EM™ dziatajg dzigki synergii
biologii i wzajemnych relacji organizmow wykorzysta-
nych do opracowania preparatow. Zawierajg bakterie
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kwasu mlekowego (Lactobacillus plantarum, L. casei,
Streptococcus lactis), bakterie fotosyntetyzujace (Rho-
dopseudomonas palustrus, Rhodobacter apaeroides),
drozdze (Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis),
promieniowce (Streptomyces albus, S. gipseus) oraz
grzyby fermentujace (Aspergillus oryzae, Penicillum
sp., Mucor hiemalis) (13).

Tak zlozone preparaty mikrobiologiczne wykazu-
ja dzialanie synbiotyczne, taczac w sobie dzialanie
probiotykow, prebiotykéw i synbiotykow. Wedtug
Higa, w przyrodzie funkcjonujg trzy grupy mikroor-
ganizmoOw: pozytywne — regeneratywne, negatywne —
0dp0w1adaj ace za rozktad oraz oportunistyczne, ktore
wh:}czajq si¢ w aktualnie aktywny proces. W kazdym
momencie w glebie, wodzie, powietrzu, ludzkim czy
tez zwierzecym przewodzie pokarmowym o stanie
zdrowia decyduje stosunek pozytywnych i negatyw-
nych proceséw w relacji do siebie. Wykorzystuja to
drobnoustroje oportunistyczne, ktore podiaczaja si¢ do
procesOéw zgodnie z przewazajacg tendencja, do rege-
neracji lub degeneracji. Wedtug tej teorii, pozytywny
wplyw na §rodowisko zdegenerowane ma suplement
»pozytywny” mikrobiologicznie, ktéry uruchamia
procesy odbudowy i regeneracji. W srodowisku natu-
ralnym, poddajacym si¢ antropopresji, obserwuje si¢
znaczng aktywnos¢ procesoOw rozktadu/destrukeji (1,
7). Rozne preparaty oparte na EM™ znajduja zastoso-
wanie w wielu dziedzinach zycia, m.in. w: rolnictwie
(regeneracja gleby, produkcja roslinna, produkcja
zwierzeca, przemyst rolno-spozywczy, przechowal-
nictwo), ochronie srodowiska (np. rewitalizacja wody,
oczyszczanie akwenow i ciekow wodnych), gospo-
darce komunalnej (oczyszczalnie Sciekow, wysypiska
$mieci, kompostownie), gospodarstwach domowych
(dom, ogréd przydomowy, szambo), medycynie
ludzkiej i weterynaryjnej, wielu innych. Technologia
jest znana i stosowana w ponad 120 krajach $wiata.
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W wielu osrodkach naukowych prowadzone sg badania
nad doskonaleniem tych preparatow oraz poszukiwa-
niem nowych zastosowan, takze w akwakulturze (3,
14, 22, 25).

Sandacz (Sander lucioperca) nalezy do gatunkow
coraz bardziej popularnych w produkcji, gdyz w natu-
ralnych odtowach odnotowuje si¢ tendencje spadkowa
tych cennych ryb (ryc. 1, 4, http://www.fao.org/fishery/
statistics/global-aquaculture-production/query/en,
27). Gatunek ten moze by¢ produkowany w stawach
ziemnych, takze w polikulturze, np. z karpiem ho-
dowlanym (Cyprinus carpio) (26). W Polsce zostaty
opracowane podstawy technologii podchowu sandacza
w systemach recyrkulacyjnych (RAS — Recirculation
Aquaculture System), ktore sg aktualnie wdrazane
do praktyki (26, 28, http://www.fao.org/fishery/
culturedspecies/Sander_lucioperca/en). Metoda ta jest
dalej rozwijana, szczegdlnie w obiektach akwakultury
krajow Europy Zachodniej (20). Aktualny stan wiedzy
pozwala przypuszczaé, ze podchow sandacza moze si¢
odbywac¢ w réznym stopniu intensyfikacji, co dodat-
kowo sprzyja nasileniu prowadzenia badan stuzacych
opracowaniu 1 doskonaleniu metod ochrony przed cho-
robami w oparciu o metody naturalne, wykorzystujace
preparaty naturalnego pochodzenia (18).

Celem podjetych badan byta ocena wplywu prepara-
tu EM™-Probiotyk na ksztattowanie si¢ komorkowej
odpornos$ci nieswoistej u sandacza (Sander lucioperca)
w poczatkowym okresie podchowu kontrolowanego
w obiektach typu RAS.

Material i metody

Do badan wykorzystano preparat EM™ — Probiotyk
(Greenland, Polska). Podchow ryb prowadzono w obie-
gach doswiadczalnych Zaktadu Akwakultury Instytutu
Rybactwa Srodladowego w Olsztynie. Badania wykonano
na mtodocianym sandaczu (S. lucioperca), w poczatko-

wym okresie podchowu,

0 wyj$ciowej masie ciata

60,000 ooy 1000 3,21 g (£ 0,51 g) i diu-
Produkcja L 900 gosci ciata l.c. 6,38 cm
50 000- (£ 0,33 cm), w liczbie
(800 1170 osobnikéw. Ryby
700 podzielon_o na trzy gru-
40 000 _ | py doswiadczalne, po
= 600 "'E' 390 ryb. Kazda grupe
%‘ 300004 | 200 % podcl}owywano w trzech
5 3 powtorzeniach/basenach
© 400 & | podchowowych, w kaz-
20 000+ 300 dym basenie umiesz-
czono po 130 ryb (co
200 stanowito ok. 2 kg m™).
10 000 Zbiorniki o kubaturze
100 0,2 m* wchodzity w sktad
O rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrroroTT O SyStemu recyrkulacyjne_
1950 1954 1958 1962 1965 1970 1974 1978 1982 1986 1990 1994 1998 2002 2006 2010 2014 gO, z ZamkniQtym obie-

giem wody (RAS).

Ryec. 1. Odlowy sandacza z wéd otwartych i produkcja w obiektach akwakultury w latach 1950-

2014 (FAO 2016)

W okresie podchowu
kontrolowano parame-
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try wody, najwazniejsze dla prawidtowego rozwoju ryb
1 ksztattowania si¢ odpornosci, tj. temperature, koncentra-
cj¢ tlenu, poziom calkowitego azotu amonowego (CAA,
mg 1), poziom azotynéw (NO,-N, mg I''), poziom pH
(23). Temperaturg¢ wody (£ 0,1°C) i1 koncentracj¢ tlenu
(£ 0,01 mg O, I'") mierzono codziennie, na doptywie i od-
ptywie z basenow podchowowych. Zawartos$¢ catkowitego
azotu amonowego (CAA = NH,"-N + NH-N; + 0,01 mg
CAA ") i azotynéw (NO,-N; = 0,01 mg NO-N 1'') oraz
pH (£ 0,01) mierzono raz na tydzien na odptywie z base-
néw podchowowych. Srednia warto$¢ temperatury wody
w okresie trwania do$wiadczenia wynosita 22,9 + 0,4°C.
Koncentracja tlenu na odptywie z basendw nie spadata po-
nizej 7,3 O, I'' (nasycenie 84%). Koncentracja amoniaku
i azotynow na odplywie nie przekraczaty 0,2 mg TAN I
10,03 mg NO,-N 1. Odczyn wody na odptywie miescit si¢
w przedziale pH 8,1-8,4.

Pasz¢ doswiadczalng przygotowano w oparciu o komer-
cyjna paszg pstragowa Aller Performa EX 2GR (AllerAqua,
Dania), ktorej podstawowy sktad chemiczny ksztaltowat si¢
nastepujaco: biatko (54%), ttuszcz surowy (15%), weglowo-
dany (13%), celuloza (1,5%), popiot (8,5%) oraz zawartos¢
energii strawnej 19,1 MJ kg!. Pasze suplementowano pre-
paratem EM™-Probiotyk (Greenland, Polska) w stezeniach
2 ml 100 g' paszy (grupa 2%) i 4 ml 100 g™ (grupa 4%).
Nawazke preparatu (8 ml) mieszano z 12 ml wody (pasza
2%) Iub 16 ml preparatu z 4 ml wody (pasza 4%), a nastep-
nie dodano do 400 g paszy bazowej, doktadnie mieszano
i zamykano metoda prozniowa za pomocg urzadzenia proz-
niowego (AGA Labor, Lublin, Polska). Tak przygotowane
pasze do$wiadczalne suszono przez 24 h w temperaturze
pokojowej, po czym przechowywano ja w szafie chlodni-
czej (+4°C). Kontrole (grupa C) stanowily ryby zywione
wylacznie pasza bazowa z dodatkiem 20 ml wody do 400 g
paszy. Zywienie ryb paszami do$wiadczalnymi trwato 28
dni, po czym przez kolejne 28 dni ryby otrzymywaty pasze
standardowg, niemodyfikowang (calkowity czas podchowu
wynosit 56 dni).

Paszg¢ zadawano za pomoca automatycznych karmnikdéw
tasmowych (Fischtechnik GmbH, Niemcy) przez 18 h d*!
(09:00-03:00). Dzienng dawke paszy ustalano cotygodnio-
wo 1 w miar¢ podchowu redukowano jg z poziomu 3,5%
biomasy obsad (pierwsze 2 tygodnie podchowu) do 2,5%
biomasy obsad (3.-8. tydzien podchowu).

Oceng wptywu na komorkowe mechanizmy obronne
wykonywano z wykorzystaniem komorek narzadow krwio-
tworczych, §ledziony i nerki glowowej zgodnie z metodyka
opisang przez Siwickiego i wsp. (17), przy uwzglednieniu
wynikow badan Mataczewskiej 1 wsp. (8) oraz Kazunia
i Siwickiego (6).

W badaniu oceniano nastgpujace parametry nieswoistej
odpornosci komorkowej:

— RBA (Respiratory Burst Activity) — aktywnos$¢ meta-
boliczna fagocytow, po stymulacji komérek PMA (Phorbol
Myristate Acetate),

— PKA (Potential Killing Activity) — aktywno$¢ bojcza
makrofagow, po stymulacji komorek bakteriami Aeromonas
hydrophila, opisanej przez Siwickiego i Andersona (16),

— aktywnos$¢ proliferacyjng limfocytow okreslono na
podstawie poziomu odpowiedzi proliferacyjnej limfocy-
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tow T (LyTP, Lymphocyte T Proliferation) stymulowanych
konkanawaling A (ConA, Sigma) oraz limfocytow B (LyBP,
Lymphocyte B Proliferation) stymulowanych lipopolisa-
charydem (LPS) przy zastosowaniu metody MTT (Mitotic
Transformic Test) opisanej dla ryb przez Siwickiego i An-
dersona (16).

Ryby przed pobraniem probek byly wprowadzane w stan
znieczulenia ogo6lnego preparatem Propiscin (IRS Olsztyn)
w stezeniu 1 ml I' wody oraz przetrzymywane w pojem-
nikach plastikowych z napowietrzaniem, do momentu
rozpoczecia okreslonych procedur badawczych. Leukocyty
do badan izolowano z nerki glowowej i Sledziony, tuz po
pobraniu umieszczano w medium odzywczo-transporto-
wym RPMI-1640 z dodatkiem L-glutaminy i dwuweglanu
sodu (Sigma-Aldrich). Narzady homogenizowano, a roz-
dzial komorek z zawiesiny przeprowadzono w gradiencie
Gradisolu L Iub G. Interfaze z kazdej probki pobierano do
odrebnych probdéwek i ptukano medium RPMI-1640, pod-
dajac wirowaniu 400 obrotow przez 5 minut. Przed wyko-
naniem testow weryfikowano zywotnos$¢ komorek, poddajac
je barwieniu biekitem trypanu (TB — trypan blue, Sigma).
Nastepnie komorki zawieszano w RPMI-1640 z dodatkiem
10% bydlecej surowicy ptodowej oraz 1% mieszaniny
antybiotykow i srodkow grzybobdjczych. Testy przepro-
wadzano w 96-dotkowych ptytkach titracyjnych Nunc,
Dania), odczyn ekstynkcji (OD) prowadzono z wykorzy-
staniem czytnika MRX Dynatex Technology przy dtugosci
fali 570 nm czy 620. Probki do badan pobierano w okresie
tuz po 28 dniach podawania EM (I termin, ryby o masie
ciata ok. 9,5 g) oraz 28 dni po zakonczeniu zywienia pasza
z EM (II termin, ryby o masie ciata ok. 20,0 g). W obydwu
terminach z kazdego basenu podchowowego pobierano po
5 osobnikéw (po 15 ryb z kazdej grupy).

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej,
okreslajac warto$ci $rednie, odchylenie standardowe (SD)
przy uzyciu programu Statistica for Windows 7.1 (Stat-Soft,
Inc 2004) oraz istotnos$ci roznic na poziomie *P < 0,05,
**p <0,01; ***P <0,001 przy zastosowaniu jednoczynni-
kowej analizy wariancji (ANOVA) oraz wieloczynnikowej
z wykorzystaniem testu Bonferoni.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki badan zestawiono w tab. 1 oraz
naryc. 2-5.

W I pobraniu wykazano zréznicowane dziatanie do-
datku EM™ pomigdzy grupami, jednakze poziom roz-
nic nie byl istotny statystycznie (P> 0,05). Stwierdzono
obnizenie RBA, przy czym najnizszy poziom utrzy-
mywat si¢ w grupie 4% (OD 0,213 +0,02). Wykazano
stymulacj¢ PKA w grupie 2% 1 4%, natomiast najnizszy
poziom PKA stwierdzano w grupie kontrolnej (OD
0,173 + 0,02). Odpowiedz proliferacyjna LyTB sty-
mulowanych ConA byla najstabsza w grupie 4% (SI
0,57 +0,37), natomiast LyBP stymulowanych LPS byta
najnizsza w grupie 2% (SI 0,44 + 0,26).

W II pobraniu wykazano obnizenie badanych para-
metrow w obu grupach do$wiadczalnych, na poziomie
statystycznie istotnym (P <0,05). W zaleznosci od testu
najnizsze wskazniki stwierdzano w grupie 2% (RBA,
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Tab. 1. Parametry nieswoistej odpornosci komoérkowej u sandacza po podaniu paszy z dodatkiem efektywnych mikroorga-

nizmow
| pobranie Il pobranie
Parametr

Grupa kontrolna Grupa 2% Grupa 4% Efekt Grupa kontrolna Grupa 2% Grupa 4% Efekt
RBA (0D) 0,268 = 0,06 0,244 + 0,06 0,21 0,02 - 0,485+ 0,27 0,236 + 0,04* 0,269 + 0,07* !
PKA (0D) 0,173 £ 0,02 0,183 £ 0,07 0,20 = 0,06 - 0,330 = 0,06 0,165+ 0,02*** | 0,206 = 0,04*** L
Limfocyty T (SI) 0,730 £ 0,28 0,750 £ 0,37 0,57 0,41 - 1,042 £ 0,07 1,071 £0,18*** | 0,820 £0,06*** N
Limfocyty B (SI) 0,720 = 0,26 0,440 = 0,26 0,89+ 0,58 - 1,330 0,17 1,169 + 0,21 1,210 0,20 -

Objasnienia: * — P <0,05; *** — P <0,001 (Statistica, Anova. test Bonferoni)

PKA, LyBP) lub 4% (LyTP). W ocenianym okresie nie
odnotowano $miertelnosci ryb w zadnej z grup, jedno-
cze$nie obserwowano prawidlowy przebieg rozwoju
ryb charakterystyczny dla sandacza w tym okresie. Na
uwage zashuguje takze poréwnanie wielkosci badanych
parametréw immunologicznych pomig¢dzy pomiarami
I 1 II w grupie kontrolnej, w II pobraniu wszystkie
wartos$ci byly wyzsze w stosunku do pobrania I (tab. 1,
ryc. 2-5). Aktywnos$¢ komorek immunokompetentnych
stanowi pierwszg lini¢ obrony, dlatego ocena ich funk-
cji (RBA, PKA) pozwala oceni¢ potencjalng sprawno$é¢
catego uktadu immunologicznego (18, 23).
Uzyskane wyniki badan, ktérych celem byta ocena
wplywu preparatu probiotycznego EM™ Probiotik

(Greenland) w poczatkowym okresie podchowu san-
dacza, wykazaty zréznicowany w zaleznosci od grupy
wplyw immunomodulujacy na nieswoiste komorko-
we mechanizmy obronne. W zaleznosci od rodzaju
aktywnosci odnotowano wptyw stymulujacy lub su-
presyjny w stosunku do grupy kontrolnej (ryc. 2-5).
Wielokierunkowy wptyw EM™-Probiotyk na RBA,
PKA oraz odpowiedz proliferacyjng (LyTP, LyBP)
symulowanych limfocytow u mtodocianego sandacza
moze wskazywac¢ na ich ograniczong przydatnos¢
w podchowie u tego gatunku ryb, w ocenianym okresie
podchowu. Porownanie tych wskaznikow w grupie
kontrolnej w pobraniu I i II wskazuje, ze w okresie
tym naturalny jest wzrost aktywnosci komorek im-

0,8
0,74
0,64
0,5+
0,4+
0,3+
0,2+
0,1

M 28 dni
M 56 dni
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0,0

Kontrola 2% 4%
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o 0,251

© 0,20
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0,051
0,00

W 28 dni
M 56 dni

* ok ok

Kontrola 2% 4%

Ryec. 2. Ksztaltowanie si¢ poziomu aktywnoS$ci metabolicznej
(RBA — Respiratory Burst Activity) u sandacza pod wplywem
efektywnych mikroorganizméw

Objasnienia: * P < 0,05 (Statistica, Anova. test Bonferoni); OD
— optical density (gestos¢ optyczna)

Ryc. 3. Ksztaltowanie si¢ poziomu aktywnoSci béjczej (PKA
— Potential Killing Activity) u sandacza pod wplywem efek-
tywnych mikroorganizmow

Objasnienia: *** P < 0,001 (Statistica, Anova. test Bonferoni);
OD - optical density (ggstos¢ optyczna)

1,4
1,24
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Il 56 dni
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0,6 -
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0,0

Si

2% 4%

Kontrola

1,6
1,4
1,24
1,0+
0,8+
0,64
0,4+
0,2+
0,0

M 28 dni
M 56 dni

Si

2% 4%

Kontrola

Ryec. 4. Ksztaltowanie sie poziomu odpowiedzi proliferacyjnej
stymulowanych limfocytow T pod wplywem efektywnych
mikroorganizméw

Objasnienia:*** P < 0,001 (Statistica, Anova. test Bonferoni);
SI — stimulation index (indeks stymulacji)

Ryec. 5. Ksztaltowanie sie poziomu odpowiedzi proliferacyjnej
stymulowanych limfocytow B pod wplywem efektywnych
mikroorganizméw

Objasnienia: brak istotnosci roznic (Statistica, Anova. test Bom-
feroni); SI — stimulation index (indeks stymulacji)
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munokompetentnych wraz ze wzrostem masy ciala.
Z uzyskanych wynikoéw w grupach 2% 1 4% oceniane
parametry immunologiczne nie odzwierciedlaty tej
tendencji. Takg zalezno$¢ RBA 1 PKA sugeruja wy-
niki badan Siwickiego i wsp. (18) prowadzonych na
sandaczu o masie ciata 50 g1 500 g. Uzyskane w tych
badaniach $rednie warto$ci OD dla tych parametréw
wynosity dla RBA 0,48 (+ 0,04), PKA 0,46 (= 0,05).
Nie potwierdzaja tej zalezno$ci wyniki testow odpo-
wiedzi proliferacyjnej (LyTP OD 0,48 + 0,06 oraz
LyBP OD 0,32 + 0,06).

Od probiotykéw i prebiotykéw juz z zatozenia
oczekuje sie aktywno$ci immunostymulujacej (12).
Stymulujacy wptyw na RBA u wielu gatunkow zwie-
rzat wodnych wykazywaly bakterie Bacillus subtilis,
Pseudomonas MS62, Kocuria SM1 oraz bakterie
z grupy Lactobacillacae spp. (LAB) (3, 5). Preparaty
EM™ zawieraja w sobie rozne gatunki drobnoustrojow
probiotycznych, co takze moze sprzyja¢ ich wielokie-
runkowemu dziataniu, w zaleznosci od gatunku ryb
1 technologii.

O korzystnym wplywie na humoralng odpornos¢
nieswoistg u kroczka karpia dowiedziono w badaniach
zespolu po kierunkiem Mirostawa Ciesli, w ktorych
potwierdzono korzystny wptyw dodatku EM do pa-
szy na wielko$¢ produkcji ryb z ha, ogélng kondycje
ryb oraz odporno$¢ (Raport z badan, dostep http://pir.
sggw.pl/karp.html). Dodatkowo w grupie tej wykazano
najnizszy stopien intensywnosci inwazji pasozytow,
tj. Trichodina, Chilodonella, Epistylis, Dactylogyrus,
Botriocephalus oraz pijawek, w poréwnaniu z bada-
niami ryb bez dodatku EM do paszy. Wysoka warto$¢
wskaznikow odpornos$ci nieswoistej potwierdzono
w poziomie lizozymu, biatka ogélnego oraz gamma-
globulin. W $wietle tych badan dodatek EM do paszy
moze by¢ stosowany w produkcji ekologicznej nawet
w zaggeszczeniach zblizonych do maksymalnych

W obszarze produkcji zwierzgcej 1 medycynie
weterynaryjnej istnieje wiele przestanek korzystnie
promujacych technologic EM™, szczegdlnie wobec
zakazu od 1 stycznia 2006 r. stosowania w paszach
dla zwierzat antybiotykowych stymulatorow wzro-
stu (http://eur-lex.europa.eu/legal-content/PL/TXT/
PDF/?uri=CELEX:32003R 183 1&from=PL). Zaktada
sig, Ze zmiany w programach zywienia zwierzat powin-
ny uwzglednia¢ wzmacnianie naturalnej odpornos$ci
oraz stabilizacje¢ korzystnej mikroflory przewodu po-
karmowego poprzez stosowanie okreslonych pasz i do-
datkéw paszowych oraz modyfikacje poziomu niekto-
rych skladnikéw pokarmowych. Aktualnie zaleca si¢
stosowanie w zywieniu zwierzat dodatkow paszowych,
ktoére korzystnie wplywaja na mikroorganizmy bytuja-
ce w przewodzie pokarmowym. Probiotyki uznaje si¢
za produkty stabilizujace populacj¢ mikroorganizméw,
jak tez aktywno$¢ enzymatyczng w przewodzie pokar-
mowym, przez co wywieraja dodatni wptyw na wzrost
1rozwoj zwierzat. W produkcji zwierzat statocieplnych

Med. Weter. 2018, 74 (5), 314-319

za najwazniejsze zadania dla drobnoustrojéw probio-
tycznych uznaje si¢: zdolnos$¢ szybkiego namnazania
si¢ w przewodzie pokarmowym i tworzenia natural-
nej bariery dla bakterii szkodliwych; konkurencyjne
dziatanie wobec bakterii typu E. coli i innych patoge-
ndéw; obnizanie i utrzymanie optymalnej kwasowosci
oraz zwigkszanie aktywnos$ci enzymoéw przewodu
pokarmowego. EM™ Probiotyk (Greenland) w peini
odpowiada stawianym wymaganiom dla preparatéw
probiotycznych (http://www.emgreen.pl/em-probio-
tyk-piwet-pulawy111.html). Réwniez w naszych wa-
runkach klimatycznych mozliwe jest wykorzystanie
EM w akwakulturze. W hodowli ryb mozna stosowac
je dwojako: jako dodatek do wody w celu przyspie-
szenia rozktadu gromadzacej si¢ materii organicznej
oraz jako suplement do paszy dla ryb, gdzie dodatek
EM optymalizuje takze trawienie. Stosowanie EM jako
dodatku do wody zasilajacej aparaty, w ktorych inku-
buje si¢ ikre, przyspiesza rozktad materii organicznej
1 poprawia warunki inkubacji. Dobre efekty obserwuje
si¢ podczas inkubacji ikry, az do okresu zaoczkowa-
nia roznych gatunkéw ryb, co szczegoélnie istotne
jest w hodowli ryb nieudomowionych, hodowanych
w akwakulturze (Grudniewska, dane niepublikowane).
Przez caty sezon hodowlany (oprocz zimy) mozna
stosowa¢ dodatek EM do osadnikéw (duze stawy po-
produkcyjne) w celu przyspieszenia rozktadu materii
organicznej 1 zmniejszenia zagniwania. Dodatek do
paszy dlaryb poprzez jej spryskanie wplywa korzystnie
na parametry wzrostu tak karmionych ryb. Wstepne
obserwacje sugeruja mozliwo$¢ poprawy wzrostu
1 kondycji ryb, co potwierdzaja prezentowane wyniki
badan. Potwierdzono to takze w badaniach wtasnych
prowadzonych na narybku pstraga tgczowego, u kto-
rego wykazano pozytywny wplyw na wzrost oraz
potencjat adaptacyjny (21).

Efektywne mikroorganizmy budza wiele kontro-
wersji i szereg watpliwosci, nazywane sg ,,preparatami
pseudomlkroblologlcznyml aich wlasciwosci ocenia
si¢ takze jako ,,n1ew1aryg0dne (10). Wiele osrodkow
podejmuje badania weryfikujace ,,nadmiernie wyide-
alizowane” informacje o tej technologii (9, 11, 14,
15). Zarzuca si¢ im takze niestabilno$¢ i niepowta-
rzalno$¢ ilo$ci oraz jakosci stosowanych szczepow
drobnoustrojow, nieskuteczno$¢ wobec proponowa-
nych zastosowan albo nieistotny statystycznie efekt
dziatania (7, 10).

W akwakulturze takze dyskutowane sg efekty dzia-
fania tych biopreparatow. Uwaza si¢ nawet, Zze moga
by¢ przyczyna pojawiania si¢ nowych jednostek choro-
bowych w hodowli pstraga teczowego (Oncorhynchus
mykiss), jak rowniez rozwoju odmiennej kliniki po
zakazeniu eksperymentalnym Yersinia ruckeri (21,
Pe¢kala, dane niepublikowane). Uzyskane wyniki badan
wykazaly pozytywny wptyw dodatku do paszy EM na
wzrost oraz potencjal adaptacyjny narybku pstraga te-
czowego, jednakze nie wykazaty pozytywnej korelacji
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na nieswoistg odporno$¢ przeciwzakazng. To moze
sugerowaé, ze pod ich wplywem moze zmienia¢ si¢
obraz kliniczny u pstraga tgczowego (21, 24).

W praktyce bezsporne jest ich stosowanie w osadni-
kach, w celu poprawy biodegradacji osadow, jednakze
o skutkach dlugotrwatego stosowania EM dla ryb brak
jest naukowych badan. Nalezy zatem stosowac je zroz-
waga, po uprzednim poznaniu srodowiska, w ktorym
hodowane sg ryby. Efekty dziatania EM sg widoczne,
ale zeby potwierdzi¢ ich skuteczno$¢, wymagane sa
dalsze badania i opracowanie szczegdtowych procedur
podawania (14, 15, 21).

Ztozone preparaty mikrobiologiczne (EM™) moga
stanowi¢ element Zywienia ryb w podchowach kontro-
lowanych, podobnie jak u zwierzat statocieplnych. Sa
wielofunkcyjnymi dodatkami do pasz, ktore wywieraja
korzystny wptyw zaré6wno na przezywalnos$¢ zwierzat,
stan 1 poziom ich odpornosci, jak réwniez wskazniki
produkcyjne (2, 21). Dziatanie preparatow probio-
tycznych jest szerokie i wielokierunkowe, jednakze
ich stosowanie ma pewne ograniczenia, np. potrzebe
opracowania programow ich stosowania do gatunku
oraz rodzaju technologii i jako$ci Srodowiska.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan do-
tyczacych ich wptywu na odporno$¢ komorkowa
w poczatkowym okresie podchowu sandacza mozna
sformutowac nastepujace wnioski:

—dodatek ztozonego preparatu mikrobiologicznego
EM™ — Probiotyk w ilosci 2% 1 4% masy paszy, poda-
wany przez 28 dni nie powoduje oslabienia kondycji
1 przezywalnosci w okresie 56-dniowego podchowu
sandacza w obiegach typu RAS;

— EM™ — Probiotyk wykazuje zr6znicowane dziata-
nie na komorkowe mechanizmy obronne w zalezno$ci
od dawki preparatu, stymulujace (4% na PKA, oraz
MTT LyB) lub supresyjne (RBA i MTT LyT w obu
dawkach), a uzyskany efekt nie jest trwaly po zaprze-
staniu podawania.
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