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Wptyw preparatu mikrobiologicznego EM-Probiotyk na
odpornosé nieswoistg oraz odpornosc¢ przeciwzakazng

pstraga teczowego

Wstep

Technologia Efektywnych Mikroorganizméw — EM
wykorzystuje mikroorganizmy do wspétpracy w otacza-
jacym srodowisku. Tworcg technologii jest profesor Teruo
Higa z Uniwersytetu Ryukyus w Japonii, ktory przez 20 lat
pracowat nad wykorzystaniem mikroorganizmoéw w biona-
wozeniu. Ostateczng wersje sktadu EM ogtosit w 1982 r.
nazywajgc to opracowanie ,Technologia — Efektywne
Mikroorganizmy (EM™)”. Po latach badan T. Higa wyod-
rebnit 81 rodzajow mikroorganizméw nadajgcych sie do
spozycia przez ludzi, spo$réd okoto dwoch tysiecy uzna-
nych za pozyteczne. Oryginalne mikroorganizmy EM™
pochodzg z gleby japonskiej wyspy Okinawa, ze zwacza
krébw tam hodowanych, a takze mikroorganizmoéw pozy-
skanych z mleczarni produkujgcych przetwory mleczar-
skie. Synergia biologii i wzajemnych relacji jest podstawg
ich skutecznego i wielokierunkowego dziatania. Podstawg
systemu jest wszechstronny preparat EM-1, na ktory
skfadajg sie bakterie kwasu mlekowego, bakterie fotosyn-
tetyzujace, drozdze, promieniowce oraz grzyby fermen-
tujace.

Ztozone preparaty mikrobiologiczne wykazujg dzia-
tanie synbiotyczne, tgczac w sobie dziatanie probiotykow,
prebiotykow i synbiotykdéw. Wedtug T. Higa w przyrodzie
funkcjonujg trzy grupy mikroorganizméw: pozytywne —
regeneratywne, negatywne — odpowiadajgce za rozktad
oraz oportunistyczne, ktore wigczajg sie w aktualnie
aktywny proces. W kazdym momencie w glebie, wodzie,
powietrzu, ludzkim czy tez zwierzecym przewodzie pokar-
mowym, o stanie zdrowia decyduje stosunek pozytywnych
i negatywnych proceséw w relacji do siebie. Wykorzystujg
to drobnoustroje oportunistyczne, ktore podtaczajg sie do
proces6w zgodnie z przewazajgcg tendencjg, do regene-

racji lub degeneracji. Wedtug tej teorii pozytywny wptyw na
Srodowisko zdegenerowane ma suplement ,pozytywny”
mikrobiologicznie, ktéry wymusza procesy regeneracji. Na
skutek przemian zachodzacych na Ziemi, réwniez pod
wptywem dziatalnosci cztowieka, przewazajg procesy
rozktadu/destrukcji takze w $rodowisku wodnym (Badura
2004, Kucharski i Jastrzgbska 2005). Rozne preparaty
oparte na EM-ach, znajdujg zastosowanie w wielu dziedzi-
nach, 1j.:
— rolnictwo (regeneracja gleby, produkcja roslinna,
produkcja zwierzeca, przemyst rolno-spozywczy,
przechowalnictwo),

— ochrona $rodowiska (np. rewitalizacja wody,
oczyszczanie akwendw i ciekow),

— gospodarka komunalna (oczyszczalnie $ciekow,
wysypiska $mieci, kompostownie),
— gospodarstwo domowe (dom, ogréd przydomowy,
szambo),
— medycyna ludzka i weterynaryjna i wiele innych.
Technologia jest znana i stosowana w 120 krajach
Swiata. W wielu o$rodkach naukowych prowadzone sg
badania nad doskonaleniem tych preparatow oraz poszu-
kiwaniem nowych zastosowan, takze w akwakulturze
(Demska-Zakes i in. 2015, Terech-Majewska i in. 2015).
Celem badan byta ocena wptywu preparatu EM-Pro-
biotyk (Greenland) na przyrosty masy ciata (wskazniki
hodowlane), ogélng kondycje, zdolno$¢ adaptacyjng po
przeniesieniu do obiegbw doswiadczalnych typu RAS
(Recirculation Aquaculture System), w Katedrze Epizootio-
logii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olszty-
nie, oraz na poziom odpornos$ci nieswoistej i odpornosci
przeciwzakaznej pstragga teczowego.
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Materiat i metody

Do badan wykorzystano preparat EM-Probiotyk
(Greenland, Polska), ktéry podawano jako 2% dodatek do
dziennej dawki paszy, przez okres 30 dni w miesigcach let-
nich (lipiec-sierpien), w ktérych obserwuije sie zwigkszone
zagrozenie chorobami wywotywanymi przez drobnoustroje
warunkowo chorobotwércze. Do$wiadczenie prowadzono
na rybach z gatunku pstrag teczowy (Oncorhynchus
mykiss) w Zakfadzie Hodowli Ryb tososiowatych w Rut-
kach, Instytutu Rybactwa Srodigdowego w Olsztynie. Przez
kolejne dwa miesigce obserwowano i kontrolowano wzrost
ryb, w celu uchwycenia tendencjii trwatosci. W obu grupach
(kontrolna oraz EM) obsadzono po 200 sztuk ryb o wyjscio-
wej masie ciata 30 g. Proby ryb pobierano trzykrotnie
w odstepach miesigcznych (I w sierpniu, Il we wrzesniu, IlI
w pazdzierniku). Po Il pobraniu oddzielono grupy ryb do
zakazenia eksperymentalnego (grupa kontrolna i EM)
i przewieziono do Laboratorium Katedry Epizootiologii
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie,
w celu oceny potencjatu adaptacyjnego oraz zakazenia zja-
dliwym szczepem Aeromonas salmonicida. Do zakazenia
eksperymentalnego przeznaczono po 20 sztuk ryb w grupie
doswiadczalneji kontrolnej. Ryby zakazano dootrzewnowo
podajac po 0,2 ml zawiesiny bakteryjnej w koncentracji
1x10°. Do badan immunologicznych pobierano krew z zyty
ogonowej. Ryby przed pobraniem probek krwi byty usy-
piane przy uzyciu preparatu Propiscin (IRS Olsztyn). Bada-
nia immunologiczne prowadzono wedtug metodyki opisa-
nej przez Siwickiego i in. (2010). W badaniach oceniano
parametry humoralnej odpornosci nieswoistej, tj.: aktyw-
no$¢ lizozymu w surowicy metoda turbidymetryczna, z uzy-
ciem bakterii Micrococcus lysodeikticus (w modyfikaciji
Siwickiego i Andersona, 1993); poziom biatka catkowitego
metoda biuretowg z wykorzystaniem testu Diagnostic Kits —
Protein Total Reagents (Sigma); poziom gamma-globulin
metodg biuretowg z wykorzystaniem testu Diagnostic Kits —
Protein Total Reagents (Sigma) oraz glikolu polietyleno-
wego 10000 (Sigma); poziom ceruloplazminy wedtug
metody opisanej przez Siwickiego i Studnicka (1986). Uzy-
skane wyniki poddano analizie statystycznej za pomoca
testu t-studenta (GraphPad Prism).

Wyniki

Uzyskane wyniki kontroli tempa wzrostu umieszczono
w tabeli 1. Po 30 dniach podawania preparatu (Il termin)
Srednia masa ciata ryb w grupie Kwynosita 51,75 g, aw gru-
pie EM 52,79 g, co stanowito o 2% wieksza $rednig mase
ciata ryb na korzy$é grupy suplementowanej EM. Tenden-
cja utrzymywata sie podczas trwania doswiadczenia, co
potwierdzity pomiary w Il terminie, 30 dni po zakonczeniu
podawania preparatu. Srednia masa ciata w grupie K
wynosita 83,1 g, a w grupie EM 91,16 g, co stanowito
09,7% wiekszg masg ciata ryb na korzy$¢ grupy suplemen-
towanej EM. Zaréwno w Il, jak i w Il pobraniu probek krwi
stwierdzono zréznicowanie parametrow surowicy pomie-
dzy grupami (tab. 2). Wskazniki humoralnej odpornosci byty
wyzsze w grupie EM niz w grupie kontrolnej. Jednakze tylko
wzrost poziomu ceruloplazminy po 30 dniach suplementac;ji
byt statystycznie wysoce istotny (p<0,01).

Adaptacja do nowych warunkéw Srodowiska (obieg
doswiadczalny) trwata 14 dni. Parametry wody w tym okre-
sie ksztattowaty sig¢ na poziomie T 19-20°C, pH 8,64, O2
8,48 mgl'1. Grupy ryb liczyty po 40 sztuk. Smiertelnosé po
stresie transportowym i adaptacyjnym wyniosta w grupie
kontrolnej 20%, w grupie EM 15%. Ryby w grupie kontrolnej

Fot. 1. Zmiany martwicze w skrzelach ryb w grupie kontrolnej, po adaptacji do
warunkow $rodowiskowych (Laboratorium Katedry Epizootiologii Wy-
dziatu Medycyny Weterynaryjnej UNM w Olsztynie).

TABELA 1
Pomiary kontrolne masy i $redniej masy ciata pstragga teczowego w grupie kontrolnej i grupie karmionej pasza z dodatkiem EM, w trzech
terminach: | — na poczatku do$wiadczenia, Il — po 30 dniach podawania EM, Il — 30 dni po zakonczeniu podawania EM
Kontrola EM
Termin : Srednia masa . Srednia masa
Masa ryb [kg] | Liczba ryb ciata [g] Masa ryb [kg] Liczba ryb ciata [g]
[ 515) 183 30 515} 183 30
Il
po 30 dniach podawania EM 8,69 168 51,75 8,6 163 52,79
1
30 dni po zakonczeniu podawania EM 1,97 144 eshil L= g Wb
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TABELA 2

Ksztattowanie sie wskaznikbw humoralnej odpornosci nieswoistej w grupie kontrolnej ryb (K) i grupie karmionej pasza
z dodatkiem EM (EM), w terminie Il — po 30 dniach podawania paszy z dodatkiem EM i w terminie Il — 30 dni
po zakonczenia podawania paszy z dodatkiem EM

Grupa Liczba ryb Lizozym g i Ceruloplazmina U Biatko ogolne g I Immunoglobuliny g i
Termin |l — po 30 dniach podawania EM
” . 82,6 82,2 38,7 9,7
SD 35,5 SD 3.9 SD 4,7 SD 2,7
83,5 90,7 42,1 10
EM 10
SD 33,5 SD 3,9 SD 5,3 SD 2,9
Termin lIl — 30 dni po zakonczeniu podawania EM
K = 39,4 92,5 41,2 71
SD 11,0 SD 11,1 SD 3,9 SD 2,1
50,4 90,7 42,06 10,02
EM 10
SD 9,92 SD 6,1 SD 5,32 SD 2,91
TABELA 3

Zmiany anatomopatologiczne stwierdzone podczas sekcji ryb, ktore przezyty zakazenie eksperymentalne A. salmonicida, w grupie ryb:

kontrolnej (Kzak) i grupie ryb, ktérej podawano pasze z dodatkiem EM (EMzak) oraz u ryb niezakazonych: Knz i EMnz

Grupa ) A . Liczba ryb A
- P Liczba ryb Srednia masa ciata (g) ) A . Rodzaj zmian
doswiadczalna ze zmianami
Knz 7 0,08
- blados$¢ i kruchos¢ watroby (u 1 ryb
Kzak 8 0,11 2 atroby (U1 vby)
- zmiany na skoérze, anemia, powigkszenie $ledziony (2-3 ryb)
EMnz 8 0.1 3 - blados$¢ i z.azolclenle watroby (u 2 ryb)
- uszkodzenie skory (u 1 ryby)
- zmiany anatomopatologiczne u wszystkich badanych ryb
- zmniejszenie serca, zro$nigcie z osierdziem (u 2 ryb)
- blado$¢ watroby (u 3 ryb)
EMzak 14 01 S - krucho$¢ watroby (u 1 ryby)
- blado$¢ skrzeli, zmniejszenie $ledziony (u 1 ryby)
- z6tta galaretowata tre$¢ w przewodzie pokarmowym (u 1 ryby)

ptywaty pod powierzchnig wody, wyka-
zywaty objawy pociemnienia powtok ciata,
wskazujgce na problemy ze skrzelami, co
potwierdzito sie w badaniach mikroskopo-
wych (miaty zmiany martwicze w skrzelach)
(fot. 1). Natomiast u ryb w grupie EM nie
stwierdzono objawow klinicznych wska-
zujgcych na zburzenia, jak réwniez zmian
w zachowaniu sie ryb.

Pozostatg cze$¢ ryb po okresie adapta-
Cji podzielono na cztery grupy, grupa kon-
trolna niezakazona — Knz, grupa kontrolna

zakazona—Kzak, grupaz EM niezakazona— o o opraz sekcyjny pstraga teczowego z grupy kontrolnej zakazonej - Kzak.

EMnz, grupa z EM zakazona — EMzak. Ryby
zakazono dootrzewnowo zjadliwym szcze-
pem A. salmonicida, (0,2 ml zawiesiny bak-

terii 1x1 05). W grupie Kzak odnotowano 50% ubytki, nato-
miast w grupie EMzak A. salmonicida odnotowano 30%
ubytki. W obu grupach niezakazonych nie odnotowano

$niec ryb.

przy uzyciu preparatu Propiscin (IRS) metodg przedawko-
wania. Podczas sekcji obserwowano stabo wyrazone roz-
nice w obrazie sekcyjnym (fot. 2, 3, 4, 5). W tabeli 3 zesta-
wiono zmiany sekcyjne stwierdzone u ryb, ktoére przezyty

zakazenie. Najwigecej zmian stwierdzono w grupie EMzak.

Ryby ktére przezyty zakazenie eksperymentalne

zostaty poddane eutanazji bezposrednio przed badaniem,
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Fot. 3. Obraz sekcyjny pstraga teczowego z grupy EM zakazonej (EMzak).

Dyskusja

W obszarze produkcji zwierzecej i medycynie
weterynaryjnej istnieje wiele przestanek korzystnie
promujgcych technologie EM, szczegdlnie wobec
zakazu od 1 stycznia 2006 r. stosowania w paszach
dla zwierzat antybiotykowych stymulatoréw wzrostu.
Zaktada sig, ze zmiany w programach zywienia |
zwierzgt powinny uwzglednia¢ wzmacnianie natural-
nej odpornosci oraz stabilizacje korzystnej mikroflory
przewodu pokarmowego, poprzez stosowanie |
okreslonych pasz i dodatkéw paszowych oraz mody-
fikacje poziomu niektorych sktadnikow pokarmo-
wych. Aktualnie zaleca sie stosowanie w zywieniu
zwierzat dodatkow paszowych, ktore korzystnie
wptywajg na mikroorganizmy bytujgce w przewodzie
pokarmowym. Probiotyki uznaje sie za produkty sta-
bilizujgce populacje mikroorganizmoéw, jak tez aktywnos¢
enzymatyczng w przewodzie pokarmowym, przez co
wywierajg dodatni wptyw na wzrost i rozw6j zwierzat.
W produkciji zwierzat statocieplnych za najwazniejsze zada-
nia dla drobnoustrojow probiotycznych nalezy uznac¢:

— zdolno$¢ szybkiego namnazania sie w przewodzie
pokarmowym i tworzenia naturalnej bariery dla bak-
terii szkodliwych;

— konkurencyjne dziatanie wobec bakterii typu E. coli
i innych patogenow;

— obnizanie i utrzymanie optymalnej kwasowosci oraz
zwiekszanie aktywnosci enzymow przewodu pokar-
mowego.

EM-Probiotyk w petni odpowiada tym wymaganiom.
Wykazano pozytywne rezultaty przy systematycznym sto-
sowaniu preparatow EM w hodowli zwierzat, j.: tagodny
przebieg zatru¢ pokarmowych spowodowanych paszg
i przy$pieszony powrét do zdrowia, uregulowane procesy
trawienne, utatwione gojenie ran, jak rbwniez zwiekszenie
odpornosci na choroby. Znane sg efekty stosowania EM
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Fot. 4. Obraz sekcyjny pstraga teczowego z grupy kontrolnej niezakazonej (Knz).
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Fot. 5. Obraz sekcyjny pstraga teczowego z grupy EM niezakazonej (EMnz).

w $rodowisku wodnym, ktore jest szczegdlnie narazone na
zachwiania ilo$ciowo-jako$ciowe, biologiczne i chemiczne.
Jest ono bardzo narazone na zmiany zawarto$ci substanciji
organicznych i chemicznych, doptywajgcych bezposrednio
poprzez wymywanie otaczajgcych gruntéw czy opady
deszczu. Gdy stawy tracg przejrzysto$¢ oznacza to, ze
tracg naturalng wydolno$¢ do odbudowy naturalnego $ro-
dowiska. EM s3g stosowane do oczyszczania wod
stojgcych, jak rowniez ptyngcych. Wyjsciowa procedura
zaktada uzycie 1 | EM lub EM-1 na 10 m? wody, stosowane
4-8 razy w sezonie, a potem co 6 tygodni, az do uzyskania
efektu. Podobnie mozna aplikowa¢ je do oczyszczalni $cie-
kéw, tych przydomowych, jak i komunalnych oraz odstojni-
kow (informacja producenta). Technologia EM zostata
opracowana w Japonii, gdzie spozycie ryb jest najwigksze
na swiecie i gdzie hoduje sig ich duzo, takze ozdobnych.
Ryby mogg by¢ karmione EM bokashi lub przebywac
w wodzie z dodatkiem EM. Efektem jest wysoka jakos¢
migsa, jak rowniez wyzsze efekty wzrostu (Mau 2002).
Efekty dziatania EM sg widoczne, ale zeby potwierdzi¢ ich
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skuteczno$¢ wymagane sg dalsze badania i opracowanie
szczeg6towych procedur podawania (Qiiin. 2009, Rapatsa
i Moyo 2013).

Rowniez w naszych warunkach klimatycznych mozliwe
jest wykorzystanie EM w akwakulturze. W hodowli ryb
mozna stosowac je dwojako, jako dodatek do wody w celu
przyspieszenia rozktadu, gromadzgcej sie¢ materii organicz-
nej oraz jako suplement do paszy dlaryb, gdzie dodatek EM
optymalizuje takze trawienie. Stosowanie EM jako dodatku
do wody zasilajgcej aparaty, w ktérych inkubuje sie ikre
przyspiesza rozktad materii organicznej i poprawia warunki
inkubacji. Dobre efekty obserwuje sie podczas inkubacji
ikry, az do okresu zaoczkowania réznych gatunkéw ryb, co
szczegolnie istotne jest w przypadku ryb nieudomowio-
nych, hodowanych w akwakulturze. Przez caty sezon
hodowlany (oprocz zimy) mozna stosowac¢ dodatek EM do
osadnikow (duze stawy poprodukcyjne), w celu przyspie-
szenia rozktadu materii organicznejizmniejszenia zagniwa-
nia. Dodatek do paszy, poprzez jej spryskanie, wptywa
korzystnie na parametry wzrostu tak karmionych ryb.
Wstepne obserwacje sugerujg mozliwos$¢ poprawy wzrostu
i kondycji ryb, co potwierdzajg prezentowane wyniki badan.

Efektywne mikroorganizmy budzg wiele kontrowers;ji i
szereg watpliwosci, nazywane sg ,preparatami pseudomi-
krobiologicznymi”, a ich wtasciwosci ocenia sig takze jako
Lniewiarygodne” (Martyniak 2011). Wspomniany autor pod-
waza rzetelno$¢ procedur rejestracyjnych wobec tych pre-
paratébw mikrobiologicznych, ktére sg rejestrowane jako
Srodki poprawiajgce wtasciwosci gleby. Wéréd nich wymie-
nia EM i ich modyfikacje. Uwaza on rowniez, ze ,nieznane
sg zadne oryginalne prace naukowe, w ktérych opisano
pochodzenie mikroorganizmoéw wchodzacych w sktad tych
szczepionek, metody ich identyfikacji i namnazania oraz
wyniki badan wykazujgcych przydatnos¢ i skuteczno$c
omawianych biopreparatow w praktyce”. Wiele osrodkoéw
podejmuje badania weryfikujgce ,nadmiernie wyidealizo-
wane” informacje o tej technologii (Martyniak i Ksigzak
2011, Van Vlietiin. 2006). Do tych zarzutdéw nalezy zaliczy¢
niestabilnos¢ i niepowtarzalno$¢ ilosci oraz jakosci stoso-
wanych szczepdw drobnoustrojow, nieskutecznosé wobec
proponowanych zastosowan albo nieistotny statystycznie
efekt dziatania (Martyniak 2011). Brak spodziewanych efek-
téw produkcyjnych w badaniach nad plonowaniem roslin
potwierdzajg Kucharski i Jastrzebska (2005).

W akwakulturze takze dyskutowane sg efekty dziatania
tych biopreparatéw. Nasze badania podjeto pod wptywem

14 KOMUNIKATY RYBACKIE

docierajgcych informacji na temat stosowania preparatow
oraz probleméw diagnostycznych choréb bakteryjnych u ryb
pochodzacych z gospodarstw, w ktérych sg stosowane EM.
W niektérych $rodowiskach uwaza sie, ze mogg by¢ przy-
czyng pojawiania sie nowych jednostek chorobowych
w hodowli pstrgga (Duchiewicz, dane niepublikowane).
W praktyce bezsporne jest ich stosowanie w osadnikach,
w celu poprawy biodegradacji osadéw. Jednakze o skutkach
dtugotrwatego stosowania EM w tych warunkach nie ma
doniesien. Uzyskane wyniki badan wykazaty pozytywny
wptyw dodatku do paszy EM na wzrost oraz potencjat adap-
tacyjny narybku pstraga teczowego. Jednakze nie wykazaty
pozytywnej korelacji na nieswoistg odpornos¢ przeciwza-
kazna. To potwierdza sugestie, ze pod ich wptywem moze
zmienia¢ sie obraz kliniczny u pstrgga teczowego. Nalezy
zatem stosowac je z rozwaga po uprzednim poznaniu srodo-
wiska, w ktérym hodowane sg ryby.
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IMPACT OF EFFECTIVE MICROORGANISM (EM) TECHNOLOGY ON THE NON-SPECIFIC AND ANTI-INFECTIOUS IMMUNITY
OF RAINBOW TROUT

Elzbieta Terech-Majewska, Joanna Grudniewska, Krzysztof Duchiewicz, Joanna Pajdak, Edyta Kaczorek, Patrycja
Schulz, Andrzej K. Siwicki

Abstract. Effective microorganism (EM) technology relies on microorganisms to enhance natural biological processes. In 1982,
the EM concept was introduced to the world by Professor Teruo Higa of the University of the Ryukus in Okinawa, Japan. From
among 2,000 beneficial microorganisms, Higa identified a combination of 81 microorganisms that are safe for human
consumption. The EM-1 microbial inoculant is composed of lactic acid bacteria, photosynthetic bacteria, yeasts, Actinobacteria,
and fermenting fungi. EM technology has been used extensively in 120 countries globally, and it is also growing in popularity in
Poland, mainly in agriculture and aquaculture. It offers an alternative to antibiotics and crop protection chemicals. The EM concept
is fully consistent with the principles of organic farming and the latest trends in the protection of human and animal health. Effective
microorganisms are recommended for purifying ponds and even entire drainage basins. In this study, feed administered to the
rainbow trout (200 fish per group) with an initial body weight of 30 g was supplemented with 2% of EM over a period of thirty days.
The growth rate and the feed conversion ratio of the experimental fish were compared with the control group to which EM was not
administered. Serum concentrations of Ig, total protein, lysozyme, and ceruloplasmin were determined in both groups. At the end
of the supplementation period, the fish were infected intraperitoneally with a highly virulent strain of Aeromonas salmonicida (0.2 ml
of bacterial suspension 1x105). Mortality rates caused by the experimental infection were lower in the group receiving EM. The
results of the study indicate that EM supplementation enhances non-specific immune responses and reduces mortality in fish.
However, the results showed considerable variation in the clinical course of infection, probably as a consequence of the diversity of
immunological parameters.
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