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Summary

Probiotic organisms are used in fish culture to accelerate growth, improve the absorption of nutrients, enhance
immune resistance, and reduce negative effects of stress. Probiotic microorganisms used in aquaculture include
gram positive bacteria (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Carnobacterium, Streptococcus, Bacillus),
gram negative bacteria (Shewanella, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas), fungi (Saccharomyces,

Debaryomyces, Phaffia), and algae (Tetraselmis).

Probiotics increase the expression of cytokines and affect the cellular and humoral defence mechanisms of
the host by increasing the activity of phagocytic cells, complement, and lisozyme level. Probiotic bacteria in
the intestines stimulate the immune system through the gut-associated lymphoid tissue (GALT).

Probiotic bacteria can be used for protection against bacterial fish pathogens (Aeromonas salmonicida,
Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Yersinia ruckeri). Some publications also report anti-viral, anti-parasitic,
and anti-fungal affect of probiotics. This study reviews the results of research on the efficiency of selected

probiotics in various fish species.

Probiotics may make it possible to achieve better results in fish culture without the need to use harmful and

expensive chemotherapeutic products.
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Od dhluzszego czasu utrzymuje si¢ tendencja zmie-
rzajaca do zaostrzania przepisOw regulujacych sto-
sowanie antybiotykéw w chowie 1 hodowli zwierzat,
z drugiej za$ strony — wzrasta Swiadomos¢ konsumen-
tow 1 utrzymuje si¢ trend do tworzenia gospodarstw
ekologicznych, w ktorych przy hodowli zwierzat nie
stosuje si¢ zadnych srodkéw chemicznych, zastgpujac
je naturalnymi preparatami.

Faktem jest, ze antybiotyki majg wptyw na zmniej-
szenie strat spowodowanych chorobami bakteryjnymi,
ale nieracjonalne 1 bezzasadne ich stosowanie przyczy-
nia si¢ do powstawania szczepOw antybiotykoopornych
oraz nie pozostaje oboj¢tne dla ekosystemu. Srodki
lecznicze uzywane w rybactwie pozostaja w $ro-
dowisku w dawkach nizszych od terapeutycznych,
sprzyjajac tym samym nabywaniu odpornosci przez
drobnoustroje. Stosowanie antybiotykow w stawach
prowadzi do zaburzenia procesow nitryfikacyjnych,
obserwuje si¢ roéwniez ich negatywny wpltyw na bak-
terie odpowiedzialne za przemlanq materii orgamczneJ
Dochodzi do gromadzenia si¢ osadow, zmniejszenia
ilosci planktonu 1 obnizenia naturalnej wydajnosci
stawow, dlatego wazne jest poszukiwanie skutecz-
nych $rodkow poprawiajacych stan zdrowotny ryb,
zwigkszajacych ich odporno$¢ na stres oraz wskazniki

chowu, ktére nie wywieraja negatywnego wptywu na
organizm konsumenta i Srodowisko.

Stowo probiotyk pochodzi od greckiego stowa
,pro bios”, co oznacza ,,dla zycia”. Sama definicja
probiotykow ewoluowata przez lata i wielokrotnie
byta modyfikowana. Aktualnie obowigzujaca definicja
jest ta, przedstawiona przez Organizacje; Narodow
Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO)
oraz Sw1atowq Organizacj¢ Zdrowia (WHO) w 2002 1.,
mowigca, iz probiotykami sg zywe mlkroorganlzmy,
ktore podawane w odpowiednich ilosciach wywieraja
korzystne skutki zdrowotne (5). Probiotykami moga
by¢ bakterie, grzyby oraz glony.

Ostatnie lata obfitujag w badania dotyczace wplywu
wielu probiotykow na odporno$¢ na zakazenie rozny-
mi drobnoustrojami. Najwiecej opracowan dotyczy
zastosowania probiotykow w zapobieganiu 1 leczeniu
licznych chordb u ludzi, w tym: przewlektego nie-
swoistego zapalenia jelit, rotawirusowych 1 poanty-
biotykowych biegunek, zapar¢, zakazenia bakterig
Helicobacter pylori. U zwierzat probiotyki stosowane
sa gtownie w charakterze naturalnych stymulatorow
wzrostu (zastepujac wycofane w 2006 r. antybiotykowe
stymulatory wzrostu), pomagaja lepiej wykorzysty-
wac pasze poprzez zwigkszanie przyswajalnosci ich
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sktadnikow. Maja réwniez za zadanie podwyzszanie
odpornosci na infekcje, prowadzac tym samym do
ograniczenia stosowania antybiotykéw w chowie zwie-
rzat, a w przypadku ich zastosowania przyspieszaja
okres rekonwalescencji.

Mechanizm dziatania probiotykow

Nie jest doktadnie poznany mechanizm dziatania
bakterii probiotycznych, wiadomo, ze dziatajg one
wielotorowo. Uszczelniajg Sciany nabtonka jelitowego,
na przyktad poprzez wytwarzanie glikoprotein jelito-
wych, a ponadto konkuruja z bakteriami patogennymi
o receptory na powierzchni §luzowki nabtonka jelito-
wego oraz o substancje odzywcze. Szczepy bakterii
kwasu mlekowego (LAB — lactic acid bacteria) ponadto
maja zdolno$¢ wytwarzania substancji o charakterze
antybakteryjnym (kwas octowy, kwas mlekowy) oraz
antybiotycznym (bakteriocyny). Ponadto bakterie z ro-
dzaju Lactobacillus posiadajg zdolno$¢ wytwarzania
nadtlenku wodoru H O, w ilo$ciach, ktore mogg by¢
toksyczne dla patogennych drobnoustrojéw. Te cechy
bakterii probiotycznych pozwalajg przeciwdziata¢ ko-
lonizacji przewodu pokarmowego przez chorobotwor-
cze patogeny i stabilizuja populacj¢ mikroorganizméw
w przewodzie pokarmowym. Ponadto dzigki swoje;j
aktywnosci enzymatycznej ulatwiaja trawienie oraz
polepszaja przyswajalno$¢ pokarmu, czasami row-
niez syntezuja witaminy z grupy B 1 K, przyczyniajac
si¢ do zwigkszania masy ciata wplywajg na wzrost
1rozw0j zwierzat. Podawanie probiotykow po kuracji
antybiotykowej chroni zwierzeta przed zakazeniami
bakteriami oportunistycznymi zasiedlajacymi przewod
pokarmowy. Co bardzo istotne — probiotyki dziataja
immunomodulujaco na uktad odpornosciowy poprzez
wplyw na uktad cytokin i limfocytow.

W akwakulturze najczesciej stosuje si¢ bakterie
Gram-dodatnie (Lactobacillus, Lactococcus, Entero-
coccus, Carnobacterium, Streptococcus, Bacillus), bak-
terie Gram-ujemne (Shewanella, Aeromonas, Vibrio,
Enterobacter, Pseudomonas), grzyby (Saccharomyces,
Debaryomyces, Phaffia) oraz glony (Tetraselmis).
Stosowanie bakterii probiotycznych w hodowli ryb
ma na celu uzyskanie szybszego wzrostu, poprawe
wchtaniania substancji odzywczych, podwyzszanie
odpornosci na choroby oraz niwelowanie negatywnych
skutkow stresu.

Wplyw probiotykéw na nieswoistg odpornosé
komérkowa i humoralng u ryb

W przypadku ryb odporno$¢ nieswoista stanowi
podstawe obrony organizmu, w jej sktad wchodza:
komorki fagocytujace, dopehiacz, lizozym, natural-
ne hemolizyny, transferyna, ceruloplazmina, biatko
C-reaktywne oraz cytokiny: interferon (INF), inter-
leukiny (IL), czynnik aktywacji makrofagow (MAF).

Probiotyki wplywaja na komérkowe mechanizmy
nieswoistej obrony organizmu poprzez stymulowa-

Med. Weter. 2014, 70 (1)

nie aktywnos$ci komoérek mononuklearnych (MN)
(monocyty i makrofagi) oraz polimorfonuklearnych
(PMN) (granulocyty obojetnochtonne). W przypadku
zakazen komorki te stanowig pierwsza lini¢ obrony
organizmu 1 odgrywaja bardzo wazna role w sprawnym
funkcjonowaniu catego uktadu immunologicznego,
np. biorg udziat w procesie fagocytozy. Istniejg liczne
doniesienia potwierdzajace mozliwo$¢ stymulowania
aktywnosci komorek fagocytujacych, udowodniono
np., ze bakterie LAB, a spo$rod nich najefektywniej
takie, jak: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
lactis oraz Lactobacillus acidophilus, moga podwyz-
sza¢ aktywnos$¢ fagocytarng komorek (2, 15, 17).
Pirarat 1 wsp. (19) zaobserwowali, Ze podawanie tila-
pii nilowej (Oreochromis niloticus) przez 2 tygodnie
bakterii L. rhamnosus wptywa znaczaco na wzrost
aktywnosci fagocytarnej komorek zernych. Podobny
efekt otrzymano podajac per os pstragowi teczowemu
(Oncorhynchus mykiss) bakterie Clostridium butyri-
cum (23), Pseudomonas M162 (12), Kocuria SM1 (25).

Warunkiem sprawnego dziatania nieswoistej od-
pornosci ryb jest przebieg przemian metabolicznych
w komorkach fagocytarnych. Procesowi wewnatrzko-
morkowego zabijania, ktéry nazywany jest wybuchem
tlenowym, towarzyszy aktywacja szeregu enzymow,
prowadzaca do wytwarzania reaktywnych form tlenu
oraz innych utleniaczy. Probiotyki moga wplywac na
poziom aktywno$ci metabolicznej komorek zernych
(RBA —respiratory burst activity), jednakze doniesie-
nia naukowe na ten temat sa czgsto sprzeczne. Istniejg
badania wskazujace, ze stosowanie probiotykéw nie
ma znaczgcego wpltywu na aktywnos$¢ metaboliczng
neutrofili i monocytéw, podczas gdy inne, prowadzone
zarowno w warunkach in vitro, jak 1 in vivo wyka-
zuja znaczace podwyzszenie RBA u wielu zwierzat
wodnych, w tym takze u ryb. Wykazano, ze bakterie
Bacillus subtilis, Pseudomonas M162, Kocuria SM1
oraz nalezace do grupy LAB mogg stymulowac¢ aktyw-
no$¢ metaboliczng komorek fagocytarnych (12, 14, 24,
25, 29). Podobny efekt byt opisywany u ryb karmio-
nych probiotykami L. plantarum (26), Clostridium bu-
tyricum (23), Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis (24).

Do najwazniejszych czynnikow humoralnych u ryb
zalicza si¢ takie skladniki, jak: dopetniacz, lizozym,
naturalne hemolizyny, transferyne, ceruloplazming,
biatko C-reaktywne oraz cytokiny.

Lizozym wystepuje w surowicy, sluzie, skrzelach,
jelicie oraz jest wytwarzany przez komorki fagocy-
tujace, m.in. makrofagi i1 neutrofile. Jest substancja
biatkowg o wlasciwosciach enzymatycznych, rozkta-
dajaca gtéwnie $ciane bakterii Gram-dodatnich. Enzym
ten dziala rdwniez na wirusy poprzez zwigkszenie
aktywnosci fagocytarnej i pobudzenie komoérek do
produkcji interferonu, a takze dzigki wykorzystaniu
wlasnych wlasciwosci elektrostatycznych, przez co
moze tworzy¢ kompleksy z elektroujemnymi kwasami
nukleinowymi wirusa. W zalezno$ci od drogi podania
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probiotykow mozna uzyska¢ efekt podwyzszenia
poziomu lizozymu w surowicy lub w §luzie skory.
Liczne doniesienia naukowe wykazuja, ze podawa-
nie per os pstragom teczowym takich bakterii, jak:
Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium
divergens, L. rhamnosus oraz Lactobacillus casei,
L. plantarum i Pseudomonas M 162, jak rbwniez pstra-
gom potokowym (Salmo trutta trutta) bakterii: L. lactis
ssp. lactis, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
sakei podwyzsza poziom lizozymu w surowicy (1,
11, 12, 15). Z kolei Taoka 1 wsp. (28) stwierdzili, iz
podawanie probiotykéw do wody z tilapiami znacza-
co podwyzsza poziom lizozymu w §luzie skory ryb
w porownaniu do wynikoéw uzyskanych przy doustnym
podawaniu tych samych bakterii. Istniejg rowniez
publikacje wskazujace, i1z np. podawanie Aeromonas
sobria pstrqgow1 teczowemu nie wplywa na aktywno$¢
lizozymu zardwno w surowicy, jak i w $luzie skory lub
nawet moze wywota¢ obnizenie tego parametru (2).

Dopetniacz (komplement) jest waznym komponen-
tem nieswoistej odpornosci organizmu i sktada si¢
z okoto 35 biatek. Uczestniczy on jako istotny czynnik
w procesach neutralizacji patogendéw, chemotaksji,
zwigksza aktywnos$¢ fagocytarng. Odgrywa takze
wazng role w procesach cytotoksycznosci i cytolizy
(9). Choi 1 Yoon (4) stwierdzili wzrost aktywnosci
dopetiacza u pstraga teczowego karmionego od 4. ty-
godnia dwoma bakteriami probiotycznymi z rodziny
Vibrionaceae inaktywowanymi termicznie, natomiast
Andani i wsp. (1) stwierdzili znaczacy wzrost tego
parametru w grupie ryb suplementowanych probioty-
kiem L. casei.

Peroksydazy to hemoproteinowe enzymy oksydore-
dukcyjne, ktére przy pomocy nadtlenku wodoru H,O,
utleniajg rézne substraty. Wystepuja migdzy i 1nnym1
w granulocytach Blorq udziat w zabijaniu wirusow,
bakterii, jak rowniez komoérek nowotworowych.
Salinas i wsp. (24) zaobserwowali, ze karmienie karasia
srebrzystego (Carassius auratus) bakteriami probio-
tycznymi B. subtilis takze w potaczeniu z L. delbrueckii
ssp. lactis powoduje wzrost aktywnosci peroksydazy
leukocytow nerki glowowej. Sharifuzzaman 1 Austin
(25) stwierdzili po trzech tygodniach od zaprzestania
podawania probiotyku Kocuria SM1 wzrost aktyw-
nos$ci peroksydazy w surowicy u pstraga teczowego.

Cytokiny sa to substancje biatkowe wydzielane
gtéwnie przez komorki uktadu immunologicznego,
ktore majg zdolnos¢ oddziatywania na r6zne komorki
1 regulujg réznorodne procesy, takie jak: prolifera-
cja, roznicowanie, ruchliwo$¢ komorek. Stwierdzono
wplyw probiotykow L. rhamnosus, Enterococcus fae-
cium, B. subtilis na ekspresje IL-1p oraz transformu-
jacy czynnik wzrostu  (TGF-) w §ledzionie i nerce
glowowej pstraga teczowego (16) oraz C. malaroma-
ticum 1 C. divergens na ekspresje IL-1p, IL-8, czynnik
martwicy nowotworéw o (TNF-a)) oraz TGF- w nerce
glowowej pstraga teczowego (11).
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Wplyw probiotykéw na odpornos$é
bton $luzowych jelita

Bakterie probiotyczne w jelicie wykazuja zdolnos¢
dziatania za posrednictwem uktadu limfatycznego
zwigzanego z przewodem pokarmowym GALT (gut-
-associated lymphoid tissue) na uktad immunologicz-
ny, jednakze inaczej niz u ssakdw, ryby nie posiadaja
zorganizowanych struktur limfatycznych takich jak
kepki Peyera, nie wytwarzaja przeciwcial IgA oraz
komorek M. Ich funkcje petnig rozproszone komorki
limfoidalne: makrofagi, granulocyty oraz przeciwcia-
fa IgM. Istniejg badania naukowe potwierdzajace, iz
probiotyki poprzez aktywacje réznych komorek uktadu
GALT stymuluja funkcje uktadu immunologicznego.
Picchetti 1 wsp. (17) stwierdzili wzrost liczby lim-
focytow T 1 B oraz kwasochtonnych granulocytow
w jelicie labraksa (Dicentrarchus labrax) zywionego
zywa artemig i wrotkami polagczonymi 15 minut przed
karmieniem z bakteriami L. delbrueckii. Natomiast
Kim i Austin (11) zaobserwowali wzrost poziomu li-
zozymu w $luzie jelita u pstraga teczowego po podaniu
C. maltaromaticum 1 C. divergens.

Rola probiotykow w ochronie zdrowia ryb

Zjawisko antagonizmu bakterii jest znane 1 po-
wszechnie wystepujace w przyrodzie. Najlepiej
poznany jest mechanizm dzialania bakterii kwasu
mlekowego (LAB), ktére dzigki zdolnosciom obniza-
nia odczynu (pH) przewodu pokarmowego, produk-
cji nadtlenku wodoru oraz wytwarzaniu zwigzkoéw
antybakteryjnych (np. laktocyna, acydofilina) moga
hamowa¢ namnazanie si¢ patogennych dla organizmu
drobnoustrojow, gtownie pateczek Gram-ujemnych.
Bakterie LAB zaadaptowaty si¢ do wzrostu w r6znych
warunkach 1 w zwigzku z tym sg szeroko rozpowszech-
nione w srodowisku. Stanowig wazny sktadnik flory
jelitowej zwierzat statocieplnych, wystepuja w mle-
ku oraz na powierzchni niektorych roslin. Istnieja
rowniez publikacje potwierdzajace obecnos¢ bakterii
Lactobacillus spp. w przewodzie pokarmowym ryb
tososiowatych (21). Wsrod flory jelitowej organi-
zméw stodkowodnych dominujg bakterie z rodzaju
Aeromonas, Plesiomonas oraz Enterobacteriaceae,
a jej sktad zmienia si¢ w zaleznosci od sposobu kar-
mienia, temperatury, wieku itp.

Posrod bakterii LAB stosowanych jako probioty-
ki w akwakulturze mozna wymieni¢ bakterie z ro-
dzajow: Streptococcus, Leuconostoc, Pedicoccus,
Aerococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus,
Carnobacterium, z tym, ze najczesciej stosuje si¢
bakterie nalezagce do dwoch ostatnich rodzajéw,
wyizolowane z przewodu pokarmowego ryb. U ryb
tososiowatych, pstraga teczowego i tososia atlantyc-
kiego (Salmo salar), bakterie, takie jak: L. rhamnosus,
L. plantarum oraz C. divergens, Carnobacterium
piscicola, C. maltaromaticum stosuje si¢ do ochrony
przeciwko groZznym dla nich patogenom bakteryjnym,
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glownie: Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum,
Vibrio ordalii, Yersinia ruckeri (1, 11, 14, 20, 22).
Brunt i wsp. (2) zaobserwowali, iz podawanie bakterii
Bacillus JB-1 lub Aeromonas sobria GC2 przez dwa ty-
godnie chroni pstragi teczowe przed zakazeniem bakte-
riami: V. anguillarum, V. ordali, Lactococcus garvieae,
A. salmonicida, Streptococcus iniae oraz Y. ruckeri.
Istniejg rowniez doniesienia naukowe stwierdzajace
mozliwo$¢ obnizenia $miertelno$ci u pstraga teczo-
wego zakazonego L. garvieae poprzez suplementacje
diety przez 30 dni bakteriami L. mesenteroides oraz
L. plantarum (28), a takze po infekcji L. garvieae
1 Y. ruckeri karmionych przez 42 dni bakteriami B. sub-
tilis 1 Bacillus licheniformis (20). Stwierdzono rowniez
antagonizm bakterii Pseudomonas M162 przeciwko
Flavobacterium psychrophilum, patogenowi zagraza-
jacemu hodowli pstraga, ktory jest odpowiedzialny za
dwie jednostki chorobowe: syndrom narybku pstraga
teczowego (RTFS) i chorobg zimnej wody (BCWD)
(12). Podobnie bakterie Pseudomonas fluorescens
wyizolowane od lososia atlantyckiego wykazujg anta-
gonizm przeciwko A. salmonicida (6). Chang i Liu (3)
stwierdzili wzrost przezywalno$ci wegorza europej-
skiego (Anguilla anguilla) zakazonego Edwardsiella
tarda, szczegolnie niebezpieczng bakterig dla tego ga-
tunku, po zastosowaniu dwdch probiotycznych bakterii
E. faecium 1 Bacillus toyoi, natomiast Harikrishnan
1 wsp. (8) zaobserwowali podobng tendencj¢ u karpi
(Cyprinus carpio) zainfekowanych Aeromonas hydro-
phila, ktérym podawano bakterie Lactobacillus.

Roéwniez istniejg doniesienia na temat przeciw-
wirusowego dziatania bakterii z rodzajow: Vibrio,
Pseudomonas, Aeromonas wobec wiruséw zakaz-
nej martwicy uktadu krwiotwoérczego (IHN) (10).
Stwierdzono obnizenie $miertelnosci do 30% 1 25%
u fladry (Paralichthys olivaceus) zakazonej wirusem
limfocystozy (LCDV), ktérej podawano preparat
probiotyczny Lactobacil osobno lub w potaczeniu
z preparatem Sporolac (7).

Wykazano, ze bakterie moga takze wykazywacé dzia-
fanie przeciwgrzybicze. Bakterie Aeromonas media
szczep A199 cechowaly si¢ antagonizmem w stosunku
do grzybow z rodzaju Saprolegnia u wegorza austra-
lijskiego (Anguilla australis) (13).

Probiotyki moga wykazywa¢ dziatanie przeciwpa-
sozytnicze, np. bakterie 4. sobria podawane przez 14
dni w diecie przyczynity si¢ do wzrostu przezywal-
nos$ci (nawet do 100%) pstraga tgczowego zakazanego
orzeskiem Ichthyophthirius multifiliis (18).

Podsumowanie

Choroby sa gtownym czynnikiem wptywajacym
na rentownos$¢ produkcji ryb, dlatego stosowanie pro-
biotykéw wydaje si¢ wlasciwa droga do ograniczania
strat i utrzymania ryb w dobrym stanie zdrowia. Moga
one przyczyni¢ si¢ do uzyskania lepszych efektow
ekonomicznych w hodowli ryb, bez koniecznos$ci

Med. Weter. 2014, 70 (1)

stosowania drogich i nieobojetnych dla §rodowiska
chemioterapeutykow. W $wietle przedstawionych
licznych wynikow badan naukowych prowadzonych
na réznych gatunkach ryb mozna stwierdzi¢, iz jest to
niewatpliwie wazny kierunek nauki okreslajacy moz-
liwosci stymulowania uktadu odpornosciowego oraz
zwiekszania przezywalno$ci zwierzat w przypadku
zachorowan.
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