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Nowoczesna diagnostyka — narzedzie pozwalajgce
na wprowadzenie skutecznych metod ochrony zdrowia swin
| ograniczenie stosowania antybiotykow

* Diagnostyka laboratoryjna jest
strategicznym narzedziem ochrony
zdrowia zwierzat, t3czacym
rozpoznanie kliniczne z zarzagdzaniem
ryzykiem epizootycznym, profilaktyka
| racjonalnym stosowaniem
antybiotykow.
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Wskaznik samowystarczalnosci Polski
W wieprzowine

* W roku 2025 zaimportowalismy:

v'ponad 8 min warchlakéw,

v’ okoto 1 milion ton wieprzowiny.



Przyczyny utraty samowystarczalnosci w produkcji swin

Nieoptacalana dla znacznego odsetka hodowcow produkcja
Swin.

Nie zdawanie sobie sprawy z faktu, ze suboptymalny stan
zdrowotny stada jest wazng przyczyng stabych wynikow
produkcyjnych.

Wyniki badan krajowych wskazujg, ze w statystycznym
gospodarstwie krazy jednoczesnie 4-6 patogennych
drobnoustrojow.

Ma to wptyw na poziom wielu wskaznikéw produkcyjnych.



Konsekwencje obecnosci czynnikow patogennych w stadzie

Ogromne zuzycie antybiotykow.

v'Dla wielu hodowcdw i producentéw swin
antybiotyki ( sSrodki przeciwdrobnoustrojowe)

Sg panaceum na cate ztfo...

v’ Stad nadmierne zuzycie antybiotykéw

w produkcji zwierzecej.



Sytuacja w Europie i w Polsce - weterynaria

W 31. krajach Europy sprzedaz antybiotykéw w
okresie 2011-2023 zmalata o0 34%;

w niektoérych o ponad 50%.

* W trzech krajach Europy, w tym w Polsce,
sprzedaz chemioterapeutykow, wyrazana w
mg/PCU czyli w przyblizeniu na 1 kg biomasy, wzrosta.

* W Holandii zuzycie antybiotykow spadto od 2009 roku o 77,2%.
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Luxembourg 1.3 51.1 25.1
Malta 1.1 15.3 74.4
Netherlands 112.0 3,025.4 37.0
Norway 4.7 2,198.1 2.1
Poland 838.3 4,277.7 196.0
Portugal 82.0 1,062.4 77.1
Romania 136.4 2,794.4 48.8
Slovakia 9.2 223.9 411
Slovenia 4.7 182.4
Spain 1,027.2 8,063.3
Sweden 8.3 788.1
Switzerland 22.6 829.0
United Kingdom 181.1 7,037.5
Total 31 countries 4,458.1 60,286.7 73.9%
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Malta 1.1 15.3 74.4
Netherlands 112.0 3,025.4 37.0
Norway 4.7 2,198.1 2.1
Poland 838.3 4,277.7 196.0
Portugal 82.0 1,062.4 77.1
Romania 136.4 2,794.4 48.8
Slovakia 9.2 223.9 411
Slovenia 4.7 182.4
Spain 1,027.2 8,063.3
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Diagnostyka laboratoryjna
— narzedzie - bez ktorego nie ma
mozliwosci wprowadzenia wtasciwych
dziatan naprawczych,
prowadzgcych do;

v' poprawy efektywnosci produkcii,

v’ Zmniejszenia stosowania
antybiotykow.



Znaczenie badan laboratoryjnych w efektywnej produkc;ji
Zwierzecej

e Bez przeprowadzenia solidnych badan
laboratoryjnych nie mozna ocenic statusu
zdrowotnego stada.

e Sygnatem wskazujgcym na koniecznosc¢ wykonania
takich badan sg niezadawalajgce wyniki
produkcyjne.

 Minety czasy gdy badania laboratoryjne
podejmowano tylko wtedy gdy stwierdzano
zwiekszone zachorowania i padniecia zwierzat !!!



Cele i schematy badan laboratoryjnych

Wczesne wykrycie obecnych w stadzie czynnikow patogennych.
Monitorowanie statusu zdrowotnego.

Ocena statusu zdrowotnego stada w profilu wiekowym/
technologicznym.

Wdrozenie skutecznego postepowania leczniczo-profilaktycznego.

Ocena prawidtowosci stosowania i skutecznosci programow
profilaktycznych.

Poprawa efektywnosci produkcji/obnizenie kosztéw weterynaryjnych.

Zapewnienie bezpieczenstwa zywnosci



Rodzaje przesytanego materiatu

* Wycinki narzgdow
e Kat

* Wymaz, zeskrobina
* Krew

* Mocz

« Sline/ptyn ustny

* Prébki technologiczne — tkanka jgder, ogonki, probki
srodowiskowe
Probki sSrodowiskowe

* Prawidtowy wybor i pobranie oraz przestanie materiatu do
badan ma znaczenie decyduje o obiektywnosci wynikow.




Badanie rozpoznawcze
 Metody bezposrednie

— Izolacja bakteriologiczna, parazytologiczna,
wirusologiczna czynnika etiologicznego

— Stwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego
— Stwierdzenie obecnosci czynnika toksycznego

— Badania srodowiskowe

— Badanie paszy i wody

— Badanie lekowrazliwosci




Badania serologiczne

Pozwalajg na:
v Probe ustalenia stanu zdrowotnego stada
(metodg posrednig wykrycie czynnika etiologicznego choroby);
v Monitorowanie drog szerzenia sie;
v' v' Ocene efektywnosci:
- postepowania organizacyjnego,
- szczepienia,
- aklimatyzacji,
e Nie pozwalajg na wyrazenie pogladu odnosnie
odpornosci




Diagnostyka
techniki molekularne
wykorzystywane
w badaniach laboratoryjnych



PCR
najczesciej stosowana

technika diaghostyczna

Enzymatyczne powielenie fragmentu DNA/RNA ograniczonego przez dwa
oligo-nukleotydowe startery, z ktorych kazdy jest komplementarny do
jednego konca docelowej sekwencji DNA.




PCR

Najwazniejsze techniki

PCR - wykrywanie DNA patogenow (bakterii, wirusow,
pasozytow)

RT-PCR reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng
transkrypcja — wykrywanie wirusoOw RNA.

qPCR — wykrywanie 1lo$ci powstajagcego DNA w czasie
rzeczywistym - ilosciowy PCR.

Multiplex PCR (wielokrotny) — jednoczesne wykrywanie
kilku r6znych patogenow w jednej reakcji.

Nested PCR — (PCR zagniezdzony) — dwie kolejne reakcje PCR i
dwa zestawy starteroOw chodzi o zwigkszenie swoistosci 1 czutosci

wykrywania konkretnego fragmentu DNA. Pierwsza reakcja amplifikuje
wigkszy fragment DNA, druga mniejszy znajdujgcy si¢ wewnatrz pierwszego.

September 22, 2026




MALDI -TOF MS

Matrix — Assisted Laser Desroption/Ionization Time o f Flight Mass Spectometry
Spektofotometria mas z desorpcjg laserowa wspomagang matrycg i1 analizatorem przelotu

Super szybka metoda spektometrii mas uzywana w mikrobiologii do
identyfikacji bakterii 1 grzybow

* System MALDI -TOF MS 1identyfikuje drobnoustroje poprzez pomiar unikatowych
bialek. Biatka te Wyste;pujq w kazdym mikroorganizmie i sg jego genetycznym
,,odciskiem palca”.

» Widma bialek porownywane sg ze stale aktualizowang biblioteka (baza danych)
widm. Widmo jest absolutnie unikalne dla kazdego mikroorganizmu.

» Jesli profil pasuje do wzorca aparat moze zidentyfikowa¢ mikroorganizm.

P — —’ Detector

1. Cultivation and
preparation 2. MALDI-ToF MS 3. Peak pattern

matching 4. |dentification 0
analysis Time-of-flight s
tube
LR lons with lower m/z
® =P o travel faster to
g detector
Score ranking list
Protonated h
‘ analyte ions
Tons with higher m/z
ratio travel slower to
/ detector
( Cultivation of bacteria on | 4 v
solid agar, sample Sample well containing & i
preparation by tube S the analyte-matrix ® & ) \
based extraction, or by MALDI-ToF MS mixture \ . o
the smear method ‘ i Nitrogen laser beam
measuremems of Matching of experimental . 4 9

peak list data with peak _
lists of reference strains Microbial identification |
B using score ranking fists

Protonated matrix ions



MALDI -TOF MS

* Etapy:
* 1. Hodowla mikroorganizmu (1-2 dni).
» 2. Przygotowanie probki — niewielka 1los¢ kolonii nanosi si¢ na specjalna plyte
1 dodaje si¢ matryce.
3. Probke naswietla si¢ laserem; powoduje to uwolnienie biatek mikroorganizmu
(kilka minut).
4. Pomiar czasu przelotu — oznacza zmierzenie czasu w jakim zjonizowane czastki

docieraja do detektora. Pozwala to okresli¢ ich masg 1 stworzy¢ charakterystyczne

'y

widmo mikroorganizmu.

S. Identyfikacja — uzyskane widma Q\ R

porownuje si¢ z bazg danych (sekundy).

MALDI TOF odpowiada na pytanie
jaki mikroorganizm wyhodowalismy.

PCR odpowiada na pytanie — czy w probce

jest materiat genetyczny danego patogenu.




SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTOW KWASOW
NUKLEINOWYCH

Pozwala ustali¢ doktadng kolejnosc¢ nukleotydow w badanym fragmencie
DNA lub RNA; jakie nukleotydy i w jakiej kolejnosci znajdujq sie

w badanym fragmencie DNA
Dzieki temu mozemy:

v Identyfikowaé mikroorganizmy (poréwnujemy uzyskang sekwencje z bazami
danych i okreslamy jaki gatunek lub szczep znajduje sie w probce).pozwala
m.in. na ustalenie drog szerzenia sie drobnoustroju.

v Wykry¢é mutacje i roznice genetyczne miedzy préobkami.

v Poréwnac¢ sekwencje DNA réznych izolatéow i okresli¢ ich pokrewienstwo.

3 = Adenine
3 = Thymine
3 = Cytosine

3 = Guanine

I:l = Phosphate

backbone




SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTOW KWASOW
NUKLEINOWYCH

Pozwala ustali¢ doktadng kolejnos¢ nukleotydow w badanym fragmencie
DNA lub RNA

v' Sekwencjonowanie- pozwala stwierdzi¢ czy szczep z gospodarstwa A jest
identyczny ze szczepem z gospodarstwa B.

v Na podstawie wynikéw sekwencjonowania DNA tworzymy tzw. drzewa
genealogiczne (filogenetyczne) ktore graficznie przedstawiajg
pokrewienstwo miedzy badanymi sekwencjami DNA.

v Im blizej siebie znajdujg sie sekwencje we wspdlnym rozgatezieniu tym sg
bardziej podobne genetyczne i zwykle sg ze sobg blizej spokrewnione.
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SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTOW KWASOW
NUKLEINOWYCH

Next GenerationSequencing (NGS) — sekwencjonowanie nowej
generacji Pozwala analizowac jednoczesnie — rownolegle
tysigce/miliony fragmentéw DNA.

Dzieki temu mozliwe jest:

v" Wykrywanie mutacji i wariantéw genetycznych.
v'Identyfikacja mikroorganizmow.

v' Badanie réznorodnosci genetycznej badanego materiatu biologicznego.
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Nowe mozliwosci
rozpoznawania
lekowrazliwosci

bakterii na antybiotyki



Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na
antybiotyki

Kluczowym elementem skutecznego
leczenia i racjonalnego stosowania
antybiotykow jest szybkie i precyzyjne
okreslenie lekowrazliwosci
chorobotworczych bakterii



Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na
antybiotyki

Tradycyjne/klasyczne metody oznaczania lekowrazliwosci:
v' metoda dyfuzyjno krazkowa,
v’ oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego (MIC)

* metoda rozcienczen
e testy gradientowe (E-test)

stezenie streptomycyny [mg/l]
4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0 125 0 06 0

\
przeniesienie probek
na pozywke statg
bez streptomycyny

wazrost bakterii
brak wzrostu bakterii

w pozywce plynnej
ze streptomycyna

wzrost kolonii
bakteryjnych




Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na
antybiotyki
Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci.

Automatyczne systemy diagnostyczne stuzgce jednoczesnie do
identyfikacji drobnoustrojow oraz oznaczania ich
lekowrazliwosci:

v VITEK2, (bioMerieux)

v" Phoenix,

v Microscan.




Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na
antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci za pomocg aparatu VITEK

Etapy:
1. Przygotowanie czystej hodowli.
2. Sporzadzenie zawiesiny bakteryjne;.

3. Zatadunek kart testowych (umieszczenie kart VITEK oraz probéwek z bakteriami w
specjalnej kasecie i mieszczenie tego zestawu wewnatrz aparatu).

Napetnienie i uszczelnienie kasety.
5. Inkubacjai odczyt optyczny (4-10 h.).
Analiza komputerowa wyniku.

Caty proces diagnostyczny trwa 24-48 h.

Sam proces VITEK trwa najczesciej
kilka-kilkanascie godzin.




Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na
antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci:

Metody biologii molekularnej.

v’ Pozwalajg wykrywaé geny odpowiedzialne za
opornosc na antybiotyki.

v’ Najczesciej stosowane techniki.
* PCR

 RT-PCR
 Sekwencjonowanie DNA

* Sekwencjonowanie catogenomowe (WGS- whole
genome sequencing).



Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci:

Spektrometria mas MALD-TOF MS .

v' Wykorzystane tej technologii umozliwia ocene lekowrazliwosci
poprzez analize zmian metabolicznych bakterii po kontakcie z
antybiotykiem.

Maldi Biotyper BIOMIC® v3
(Bruker) {Giles Scientific)



Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci:

Metody mikroprzeptywowe (microfluidics).

v" Nowoczesne uktady mikroprzeptywowe wykorzystujg niewielkg objetosci
probek i umozliwiajg obserwacje wzrostu pojedynczych bakterii w
obecnosci antybiotykdéw. (wynik w ciggu 1-3 h).

v Prébka badanego materiatu nanoszona jest na chip mikroprzeptywowy na
ktorym znajdujg sie mikrobaseniki zawierajgce antybiotyki o réznym
stezeniu.

v’ Bakterie zatrzymywane sg w mikrobasenikach gdzie monitorowane jest —
W czasie rzeczywistym- tempo ich wzrostu.

Brak wzrostu oznacza wrazliwosé¢ bakterii

na dany antybiotyk. ( I ! ! i a ﬁ




Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci:

Biosensory ( Bioczujnik — cze$¢ urzadzenia pomiarowego stosowana w biotechnologii i medycynie)

i sztuczna inteligencja (Al)

v Biosensory sktada sie z:

* Elementu biologicznego rozpoznajgcego bakterie lub ich metabolity,

* Przetwornika zamieniajgcego sygnat biologiczny na elektryczny lub optyczny,
* Uktadu analizujgcego uzyskane dane

v" Al —analizuje ogromna liczbe danych z biosensora i dokonuje automatycznej
interpretacji sygnatow biosensora.

BIOSENSOR STRUCTURE

v Pofaczenie tych technologii pozwala a
na szybkie przewidywanie opornosci bakterii.

TARGET 5 oRecePTOR rgANSOUCEr



Nowe mozliwosci rozpoznawania lekowrazliwosci bakterii na antybiotyki

Nowoczesne metody oznaczania lekowrazliwosci:

Ograniczenia.

v' Obecno$¢ genu nie oznacza jego aktywnosci; nie ma ekspres;ji
informacji zawartej w genie. W takim przypadku bakteria
bedzie wrazliwa na dany antybiotyk mimo obecnosci genu
determinujacego lekowrazliwosc.

v’ Z tego wzgledu wyniki badan molekularnych
niejednokrotnie wymagaja potwierdzenia
metodami fenotypowymi.




Rozpoznanie przyczyny niepowodzen

e Nie mozemy interpretowac wynikow badan laboratoryjnuych

w oderwaniu od innych — Holizm (od gr holos — catos¢)

Wiekszos¢ problemdw zdrowotnych na fermie swin ma ztozong etiologie

e Analiza przyczyn i czynnikéw ryzyka kazdego problemu musi by¢ catosciowa

Zywienie
Srodowisko

o

Genetyka
Zarzadzanie
Organizacja produkgcji
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Czynniki zakazne

Ze wzgledu na ztozong etiologie problemow zdrowotnych, dla
precyzyjnego rozpoznania ich przyczyny, konieczne jest zastosowanie
wielu réznych technik diagnostycznych od solidnego badania klinicznego i

sekcyjnego poczynajac....






Inne, nowe mozliwosci
rozpoznawania - oceny
statusu zdrowotnego
stada zwierzat



[
Data Collection m ‘

Dane sg zbierane za posrednictwem systemu sensorow
| przez internet wysytane do analizy




/_
Dane zbierane za posSrednictwem
Sensorow

Wyswietlanie w
czasie rzeczywistym

T —— -

data.

Panel danych i analizy:
Automatyczna analiza
wybranych
parametrow w czasie
rzeczywistym
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.= Uses ond advantoges

Kontrola podawania lekow w

wodzie:

 Doktadne dozowanie dzieki
uzyciu kalkulatora on-line

* Optymalny czas podawania
leku na podstawie
wczesSniejszych obserwaciji

* Pdzniejsza analiza
rzeczywiscie pobranej
dawki leku.




Flow (L/hour)

Kontrola zuzycia wody i paszy
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