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Wptyw bakterii probiotycznych Carnobacterium
maltaromaticum na mikrobiote heterotroficzng paszy
komercyjnej przeznaczonej dla ryb

Wstep

Powszechnie uznawana wysoka warto$¢ odzywcza
biatka ryb i wzrost zapotrzebowania na dobrej jakosci ryby
stodkowodne prowadzi do intensyfikacji produkcji rybac-
kiej. Wspotczesna akwakultura, obejmujgca rézne stadia
rozwojowe ryb polega na ich karmieniu wytgcznie paszami
sztucznymi, ktére sg jednym z gtébwnych czynnikéw
wptywajgcych naich dobrostan. Warto$¢ odzywczaijako$¢
mikrobiologiczna stosowanych pasz, to czynniki gwaran-
tujgce prawidtowy i efektywny przyrost biomasy ryb oraz
bezpieczenstwo sanitarno-epidemiologiczne wszystkich
organizméw wodnych i catego Srodowiska wodnego
(Petreska i in. 2013, Ramesh i in. 2013). Niestety oprocz
swojej podstawowej funkcji odzywczej, pasze stanowig naj-
wazniejsze zagrozenie dla $rodowiska wodnego, a tym
samym dla hodowanych w nim ryb. Pasze, bedace pokar-
mem bogatym w substancje biatkowe, weglowodany
i ttuszcze, stanowig doskonatg pozywke dla rozwoju drob-
noustrojéw, wystepujacych w basenach czy stawach
hodowlanych, badz tez dostajgcych sie do wody z odcho-
dow ryb (Zmystowska i Lewandowska 1999, Gotas i in.
2004). Szczegolnie narazony na niekorzystne warunki $ro-
dowiskowe jest narybek ze wzgledu na niskg mase ryb
i matg odpornos¢. Dobra kondycja narybku i dalsza jego
hodowla, przy minimalnych stratach, uzaleznione sg od
systematycznego monitoringu dobrostanu ryb w basenach
hodowlanych. Wigze sie to $cisle z zapewnieniem nie tylko
statego doptywu wody o odpowiednich parametrach fizy-
ko-chemicznych i biologicznych, ale rowniez stosowania
pasz o wysokiej jakosci mikrobiologicznej. Obecnie w pro-
dukcji pasz komercyjnych wykorzystuje sie procesy ekstru-
zji, prowadzone w roznych warunkach termicznych zaleznie
od stadium rozwojowego ryb, dla ktérych sg przeznaczone.
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W produkcji pasz przeznaczonych dla stadiow juwenilnych
wykorzystuje sie niskie temperatury ekstruzji nie przekra-
czajgce 40°C. Umozliwiajg one zachowanie najwyzszej
jakosci pasz pod wzgledem chemicznym, ale z drugiej
strony nie gwarantujg zachowania bezpieczenstwa mikro-
biologicznego. Dotyczy to nie tyko mozliwosci rozwoju bak-
terii patogennych, ale rébwniez niekontrolowanego wzrostu
mikrobioty swoistej paszy, ktoérg karmi sie narybek.
Dziatalno$¢ metaboliczna tej grupy drobnoustrojéw hetero-
troficznych jest z reguty znikoma w trakcie przechowywania
paszy w odpowiednich warunkach temperaturowych (4°C)
i wilgotnosciowych. Natomiast wzrost temperatury prze-
chowywania paszy lub podwyzszenie jej wilgotnosci moze
pobudzaé rozwdj tej mikrobioty, ktéra wykorzystujgc kom-
ponenty paszy do zaspokojenia swoich potrzeb pokarmo-
wych, bedzie powodowata obnizenie jej wartosci odzyw-
czych dlaryb (Hebraud i Potier 1999, Zmystowska i Lewan-
dowska 1999). Z drugiej strony niestrawiona lub czesciowo
roztozona pasza zalegajgca na dnie zbiornika hodowlanego
staje sie Srodowiskiem sprzyjajgcym wzrostowi innych
drobnoustrojéw heterotroficznych, w tym rowniez patogen-
nych. Zjawisku pogarszajacej sie jakosci bakteriologicznej
Srodowiska wodnego towarzyszy czesto spadek efektyw-
nosci produkcji akwakultury. Jednym z czynnikéw, ktére
zapewniajg odpowiedni poziom bezpieczenstwa mikrobio-
logicznego w akwakulturze i podnoszg wartosci prozdro-
wotne stosowanych pasz sg bakterie probiotyczne. Dobro-
czynny wptyw tych mikroorganizmoéw polega migdzy innymi
na modulacji mikrobioty swoistej przewodu pokarmowego
ryb oraz wysokiej aktywnosci tych izolatow w stosunku do
bakterii chorobotwérczych (Kim i Austin 2008, Ringe 2008,
Ringg i in. 2010, Ramakrishnan i in. 2015). Wéréd bakterii
probiotycznych jednym z najbardziej aktywnych jest Carno-
bacterium maltaromaticum, ktérego naturalnym $rodowi-
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skiem wzrostu i rozwoju jest nie tylko przewdd pokarmowy
zwierzat, ale takze $rodowisko wodne. Ponadto ten gatu-
nek bakterii wykazuje duze mozliwosci przystosowania do
zmieniajgcych sie warunkoéw srodowiska, takich jak tempe-
ratura, zasolenie czy odczyn, przy jednoczesnym prozdro-
wotnym oddziatywaniu na organizmy zwierzgce (Kim
i Austin 2008, Alfaro i in. 2013, Kim i in. 2015, Kazun i in.
2016). Biorgc pod uwage wysokg aktywno$¢ metaboliczng
Srodowiskowego szczepu bakterii C. maltaromaticum i jego
potencjat probiotyczny, celem pracy byto okreslenie zmian
sktadu ilosciowego i jakosciowego drobnoustrojow hetero-
troficznych w paszy komercyjnej, zalecanej dla podchowu
stadiéw juwenilnych pstraga teczowego (Oncorhynchus
mykiss) w srodowisku wodnym o temperaturze 16°C, opty-
malnej do podchowu tego gatunku ryb.

Materiaty i metody

Pasza komercyjna

W doswiadczeniu wykorzystano pasze komercyjna 1,1
MP Nutra HP (firmy Skretting) przeznaczong dla narybku
pstraga teczowego o masie ciata 2,5-5,0 g. Testowana
pasza zawierata: 54% biatka ogdlnego, 18% ttuszczu suro-
wego, 8% weglowodanéw, 1% wtékna surowego, 12%
popiotu surowego. Energia strawna tej paszy wynosita 19,5
MJ kg™’ (www.grupaaqua.pl).

W eksperymencie badaniom mikrobiologicznym pod-
dano sze$¢ probek paszy komercyjnej Nutra HP pobranych
losowo. Byty to 3 prébki paszy kontrolnej (PK) i 3 probki
paszy badawczej (PB) zawierajgce dodatek bakterii probio-
tycznych C. maltaromaticum.

Dodatek bakterii probiotycznych
C. maltaromaticum

Do suplementacji paszy wykorzystano szczep bakterii
probiotycznych C. maltaromaticum, wyizolowany z prébek
wod naddenych Jeziora Leginskiego (Pojezierze Mazurskie),
pobranych z gtebokosci 34 m . Szczep ten zostat wyizolowany
w trakcie wczesniejszych badan prowadzonych przez Kate-
dre Mikrobiologii Srodowiskowej Uniwersytetu Warmin-
sko-Mazurskiego w Olsztynie. Badania przynaleznosci gatun-
kowej szczepu przeprowadzono przy uzyciu Matrix-assisted
LASER desorption/ionization time-of-flight mass spectrome-
try (MALDI-TOF VITEK® MS) w Microbiology Department,
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico
Nacional, Mexico City (Mexico). Identyfikacje¢ szczepu
potwierdzono dodatkowo metodg sekwencjonowania 16S
rDNA bakteryjnego, wykonang za pomocg zestawu BigDye
Terminator v3.1 na analizatorze genetycznym ABI 3730xl
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Geny 16S rDNA uzy-
skiwano w reakcji PCR wedtug Gillan i in. (1998) z uzyciem
starterow  27F  (5>-AGAGTTTGATCATTGGCTCAG-3’)
i 1492R (5’-GGTACC-TTGTTACGACTT-3).
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Opis eksperymentu

Z badanej paszy komerycyjnej odwazono losowo
z zachowaniem warunkoéw aseptycznych, 6 prébek po 10 g.
Wykorzystano je w dalszych badaniach, ktére trwaty przez
okres 184 dni. Do kazdej z prébek paszy dodano, z zacho-
waniem warunkow sterylnosci, po 90 ml jatowej wody. Do 3
prébek paszy badawczej (PB) dodano 24-godzinng
hodowle szczepu bakterii probiotycznych C. maltaromati-
cum w ilosci 6x107 jtk g'1. Natomiast pozostate 3 probki
paszy bez dodatku bakterii probiotycznych oznaczono jako
prébki kontrolne (PK). Wszystkie prébki badawcze PB (3
powtbrzenia) i probki kontrolne PK (3 powtdrzenia) inkubo-
wano w temperaturze 16°C, optymalnej do podchowu
narybku pstrgga teczowego.

Badania mikrobiologiczne

Wszystkie probki pasz PKi PB (w 3 powtorzeniach) inku-
bowane w temperaturze 16°C poddawano analizom mikro-
biologicznym po pierwszych 24 godzinach trwania ekspery-
mentu i nastepnie co 7 dni. Obejmowaty one okreslenie:
liczebnosci bakterii C. maltaromaticum (C. malt.) na podtozu
TSA z dodatkiem 3% wyciagu z drozdzy i 1,5% NaCl (Kim
i Austin 2008), ogdlnej liczby bakterii mezofilnych na podtozu
TSAw28+2°C48h™ (TVC), ogdlinej liczby mezofilnych bak-
terii hemolizujgcych na podtozu TSA z 5% dodatkiem
odwiobknionej krwi baraniej w 37°C 48 ht (Hem), liczby bak-
terii z rodzaju Staphylococcus sp. na podtozu Chapmana
w 37°C 48 h! (Staph.), liczby beztlenowych bakterii prze-
trwalnikujgcych Clostridium sp. redukujgcych siarczyny na
podtozu Wilson-Blaira w 37°C 18 ht (Clost.) oraz ogolnej
liczby grzybéw drozdzoidalnych (GD) i ple$niowych (GP) na
podtozu RGBC z chloramfenikolem w 28°C 5 d". Liczeb-
nos¢ zywych komorek w kazdej z hodowli oznaczano
metodg ptytek tartych w odstepach tygodniowych. Wysiewy
wykonywano w 3 réwnolegtych powtérzeniach. Wyniki
liczebnosci wszystkich badanych mikroorganizmédw w préb-
kach paszy, uzytych do eksperymentu, przeliczano i poda-
wano jako $rednig liczbe jednostek tworzacych kolonie w 1
gramie paszy (jtk g'1). Na podstawie uzyskanych wynikéw,
dotyczgcych liczebnosci poszczegobinych analizowanych
grup drobnoustrojéw w kolejnych okresach badawczych
eksperymentu, okreslono ich przezywalno$¢ (%) w probkach
PB w stosunku do PK.

Analiza statystyczna

W celu okreslenia statystycznie istotnych réznic pomie-
dzy liczebnosciami wszystkich oznaczanych drobnoustro-
jow miedzy kontrolnymi prébkami paszy (PK) i badawczymi
prébkami paszy suplementowanymi bakteriami probiotycz-
nymi C. maltaromaticum (PB), zastosowano jednoczynni-
kowa analize wariancji (ANOVA) (Stanisz 2006). Analize
statystyczng wykonano za pomocg programu komputero-
wego Statistica 13.1 [StatSoft, Inc.].
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Wyniki

W prébkach paszy kontrolnej (PK) liczebno$¢ oznacza-
nych drobnoustrojow wahata sie w granicach kilku rzgdow
wielkosci, w zaleznosci od oznaczanej grupy mikroorgani-
zméw i czasu trwania eksperymentu. Zanotowano wzrost
liczebnosci wszystkich oznaczanych grup drobnoustrojow
juz po pierwszym dniu eksperymentu. Stwierdzono wéw-
czas, ze ogdlna liczba bakterii mezofilnych (TVC), liczeb-
nos¢ bakterii z rodzajow: Staphylococcus (Staph.), Clostri-
dium (Clost.) oraz drozdzy wzrosty ponad tysigckrotnie,
a liczebnos$¢ bakterii hemolizujgcych (Hem) i grzybow
plesniowych (GP) ponad dwudziestokrotnie. W ciggu 7
kolejnych tygodni trwania eksperymentu w prébkach PK
nadal obserwowano wzrost liczebnosci TVC, Hem, Clost.
i GP. Ich maksymalne liczebnosci wynosity: 161 x109,
75x10°%, 15x108, 2,5x102 jtk ', odpowiednio po 7, 21, 28
i 63 dniach. W PK najkrétszg przezywalnosciag charaktery-
zowaty sie GP (56 dni), najdtuzszg natomiast Hem (149 dni)
i TVC (156 dni). W prébkach paszy badawczej (PB) liczeb-
nos¢ dodanych bakterii probiotycznych (C. malt.) wzrastata
osiggajac maksimum (25x10° jtk g™') po 42 dniach. Po
pierwszym dniu eksperymentu stwierdzono je na poziomie
7x10° jtk g'1 przy jednoczesnym braku wzrostu bakterii
z rodzajéw Staphylococcus (Staph.), Clostridium (Clost.)
i GP. W tym samym czasie obserwowano najwigksze
liczebnosci TVC, Hem i GD. Wynosity one odpowiednio:
3x10%, 1,5x10% i 17x10% jtk g”' i byty od 3 do 1000 razy
mniejsze od ich ilosci stwierdzanych w PK w analogicznych
okresach badawczych. W probkach PB wzrostowi liczeb-
nosci C. maltaromaticum towarzyszyt spadek TVC, Hem
i GD w ciggu kolejnych dni eksperymentu. W PB najdiuzej
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przezywaty bakterie probiotyczne C. maltaromaticum (184
dni), krécej: TVC (135 dni), Hem i GD (84 dni), a najkrocej
Staph., Clost. i GP, ktorych brak wzrostu obserwowano juz
po 1 dniu eksperymentu (rys. 1). Porbwnanie uzyskanych
wynikébw badan dotyczacych liczebnosci oznaczanych
grup drobnoustrojow pomiedzy prébkami PK i PB
wykazato, ze dodatek C. maltaromaticum spowodowat
znaczacy spadek ich przezywalnosci w kolejnych dniach
eksperymentu. W prébkach PB przezywalno$¢ TVC, Hem,
Staph. Clost. i GP nie przekraczata 7% w stosunku do PK.
Natomiast w przypadku GP byta ona wyzsza i ksztattowata
sie na poziomie 1,8 — 36,1% w prébkach PB w poréwnaniu
z prébkami PK (tab. 1).

Zroznicowanie liczebnosci wszystkich oznaczanych
grup drobnoustrojow heterotroficznych pomiedzy PK i PB
potwierdzita analiza statystyczna. Jej wyniki wykazaty sta-
tystycznie istotne roznice (p < 0,05) pomiedzy liczebno-
$ciami TVC, Hem, bakteriami z rodzajow Staphylococcus
i Clostridium, GD i GP miedzy prébkami PK i PB (tab. 2).

Dyskusja

Wieksza liczebnos¢ i dtuzsza przezywalnosé wszyst-
kich oznaczanych grup drobnoustrojbw zanotowane
w probkach paszy kontrolnej (PK) niz w probkach paszy
badawczej (PB) potwierdzajg fakt, ze poszczegblne jej
komponenty sprzyjajg rozwojowi zarébwno mikrobioty swo-
istej pasz, jak i potencjalnie chorobotworczej (Crump i in.
2002, Zmystowska iin. 2003, Ubiebi 2017). Podobne wyniki
dotyczace liczebnosci heterotroficznych bakterii mezofil-
nych, niektérych bakterii potencjalnie chorobotwérczych
oraz drozdzy i grzybow plesniowych w paszy komercyjnej
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Rys. 1. Srednie wartosci: ogoinej liczby bakerii (TVC), liczebnosci C. maltaromaticum (C. malt), bakterii hemolizujgcych (Hem), bakterii z rodzaju Staphylococcus sp.
(Staph.), beztlenowych bakterii przetrwalnikujacych Clostridium sp. (Clost.), grzyboéw drozdzoidalnych (GD) i plesniowych (GP) w paszy kontrolnej (PK) i ba-

dawczej (PB) przetrzymywanej w temperaturze 16°C.
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TABELA 1
Sredni procent przezywalnoéci analizowanych grup drobnoustro-
jow heterotroficznych w prébkach paszy badawczej suplemento-
wanej kulturg bakterii C. maltaromaticum (PB) w stosunku do
probek paszy kontrolnej (PK) w kolejnych dniach eksperymentu
(szczegOty w rozdziale Materiaty i metody).

TABELA 2
Statystycznie istotne rdznice (p < 0,05) miedzy liczebno$ciami
oznaczanych grup drobnoustrojéow heterotroficznych w prébkach
paszy kontrolnej (PK) i badawczej (PB) w temperaturze 16°C

Grupa mikroorganizméw

Czas

(dni) TVC ‘ Hem ‘ Staph. ‘ Clost. ‘ GD ‘ GP

%

1 1,6 6,7 0 0 31,2 0
7 0 0 0 0 36,1 0,4
14 0 0 0 0 34,3 0,4
21 0 0 0 0 3,3 0,6
28 0 0 0 0 1,8 0,6
35 0 0 0 0 2 2
42 0 0 0 0 2,1 2,1
49 0 0 0 0 2 4
56 0 0 0 0 2 5
63 0 0 0 0 4.1 0
70 0 0 0 0 5,1 0
77 0 0 0 0 9,7 0
84 0 0 0 0 8,9 0
91 0,3 0 0 0 0 0
98 0,1 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0
112 0 0 0 0 0 0
119 0 0 0 0 0 0
126 0,7 0 0 0 0 0
135 0,5 0 0 0 0 0
142 0 0 0 0 0 0

w trakcie intensywnej hodowli suma europejskiego Silurus
glanis L. stwierdzili rowniez Gotas i in. (2004) oraz Petreska
i in. (2013) w badaniach pasz komercyjnych pochodzacych
od réznych producentéw. W badaniach wtasnych najmniej-
sze liczebnosci wszystkich oznaczanych drobnoustrojow
(TVC, Hem, Stapylococcus sp., Clostridium sp., GD i GP)
stwierdzano w prébkach paszy PB w stosunku do ich ilosci
notowanych w PK. Znaczacy spadek liczebnosci analizo-
wanych grup mikroorganizméw oraz krétsza ich przezywal-
nos$¢ w PB niz w PK, wskazuje na oddziatywanie antybakte-
ryjne i antygrzybicze Srodowiskowego szczepu bakterii pro-
biotycznych C. maltaromaticum na mikrobiote swoistg
i potencjalnie chorobotwérczg badanych probek paszy
komercyjnej. Podobng wysokg biologiczng aktywnos¢ C.
maltaromaticum w stosunku do mikrobioty saprofitycznej
i patogennej oraz duzy potencjat prozdrowotny tych bakterii
probiotycznych, wykazaty rowniez wyniki badan prowadzo-
nych przez Ringe (2008), Ringe i in. (2010), Ramesh i in.
(2018), Potorski i Niewiadomski (2017), Ubiebi (2017).

Podsumowanie

Najmniejsza liczebnos¢ wszystkich oznaczanych grup
drobnoustrojéw heterotroficznych oraz najkrétszy czas ich
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Grupa drobnoustrojow Iz‘zgz:néﬂr(;r::y(%'(m IQSQ)/
TVC 0,0000*
Hem 0,0003*
Staph. 0,0000"
Clost. 0,0000*
GD 0,0037*
GP 0,0003"

* statystycznie istotne rozZnice (p < 0,05)

przezywalnosci, stwierdzone w prébkach PB suplemento-
wanych szczepem $rodowiskowym C. maltaromaticum,
potwierdzajg pozytywny wptyw tych bakterii probiotycz-
nych na skfad ilosciowy i jako$ciowy mikrobioty badane;j
paszy komercyjnej. Statystyczne potwierdzenie wynikéw
naszych badan wskazuje na duzy potencjat tego szczepu
w utrzymaniu stabilno$ci mikrobiologicznej paszy zalecanej
dla narybku pstrgga teczowego. Dodatek probiotycznego
szczepu bakterii C. maltaromaticum do paszy komercyjnej
wptywajgc hamujgco na wzrost TVC, bakterii potencjalnie
chorobotwérczych (Stapylococcus sp., Clostridium sp.)
i grzybow (GD, GP) powodowat, ze ich liczebnos¢ nie prze-
kraczata odpowiednio: 3x108, 1x10%, 7x10% jtk g przez
caty czas trwania eksperymentu. Takie koncentracje drob-
noustrojow heterotroficznych w paszy stanowig gwarancje
jej bezpieczenstwa mikrobiologicznego i zdrowotnego dla
narybku pstrgga teczowego.
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THE EFFECT OF CARNOBACTERIUM MALTAROMATICUM PROBIOTIC BACTERIA ON COMMERCIAL FISH FEED
HETEROTROPHIC MICROBIOTA

ABSTRACT. The aim of this study was to determine the effect of feed supplementation with highly active environmental
Carnobacterium maltaromaticum probiotic bacteria on the changes of quantitative and qualitative microbiota composition in
commercial fish feed. Feed samples were subjected to microbiological analyses to determine changes in the following parameters:
counts of Carnobacterium maltaromaticum (C. malt.), total counts of saprophytic bacteria (TVC), counts of hemolytic mesophilic
bacteria (Hem), counts of Staphylococcus sp. bacteria (Staph.), counts of sulfite-reducing anaerobic spore-forming Clostridium sp.
bacteria (Clost.), and yeast (GP) and mold counts (GP) in control feed (PK) and in feed supplemented with C. maltaromaticum
probiotic bacteria (PB) at a water temperature of 16°C for 184 days. The synergistic antibacterial and antifungal effects of the
probiotic bacteria tested were confirmed by statistical analysis. Significant differences (p<0.05) in microbial counts between PK and
PB suggest that C. maltaromaticum stabilize the quantitative and qualitative composition of specific and potentially pathogenic
microbiota in commercial fish feed.

Keywords: aquaculture, commercial feed, heterotrophic microorganisms, Carnobacterium maltaromaticum

4/2018 KOMUNIKATY RYBACKIE 5



