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Ptyn ustny jako materiat nieinwazyjnego wykrywania
antybiotykow u Swin™ **
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Oral fluid as material for non-invasive antibiotics detection in pigs

Summary

Intensive and massive pig production often contributes to excessive administration of antibacterials in
veterinary medicine. The misuse and failures to follow the label directions of antibiotics, as well as withdrawal
inadequacy, can lead to their residue occurrence in products of animal origin. The residue of drugs may result
in many biological adverse effects and allergic reactions in consumers as well as the spread of drug-resistant
bacteria and bacterial resistance acquisition. Consolidation of pig production requires ensuring adequate
conditions of the maintenance of animals with high health conditions, consistent with the guidelines for animal
welfare. At the same time, the control of antibiotics in animals is an important element providing the high quality
of pigs breeding, as well as the protection of consumers. In residue monitoring programs, the primary material
for the control of antibiotics presence in pigs are tissue samples, collected from animals at the slaughterhouse.
However, post-mortem analysis does not give the opportunity of monitoring the usage of antibiotics on the farm
during the breeding of animals. In ante mortem drug analysis blood can be used as a diagnostic biological matrix;
however, blood sampling is connected with certain disadvantages for the animals and the staff responsible for
material collection. The post-mortem detection and presence of antibiotic residues in pork tissues above MRL
values very often lead to the recall and destruction of significant quantities of meat, which may contribute to
economic losses. Therefore, a strong need to find and implement new methods for ante-mortem detection of
antibiotics in animals exists, which minimize interference in animal welfare. The results of preliminary studies
demonstrate that oral fluid seems to be an effective tool for monitoring the reasonable treatment and residue
avoidance. It offers a cost-effective approach for the screening of large populations of animals. The method of
oral fluid collection with cotton rope usage allows for the rapid sampling of material. In case of positive oral
fluid ante-mortem analysis results, the slaughtering of animals can be delayed, which can bring the avoidance
of costs connected with the non-compliant pig meat destruction.
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Ze wzgledu na zagrozenie dla konsumentow oraz
zjawisko rozprzestrzeniania si¢ lekoopornych szcze-
pow bakteryjnych wynikajace z naduzywania antybio-
tykow u zwierzat, kontrola stosowania lekow wetery-
naryjnych jest waznym elementem w hodowli $win.
Jednoczes$nie stale postepujaca konsolidacja produke;ji
trzody chlewnej wymaga zapewnienia zwierzgtom
odpowiednich warunkow ich utrzymania, zgodnych
z wytycznymi dobrostanu zwierzat. Dotychczas anty-
biotyki badane sa gtdéwnie w tkankach. Przyzyciowo

* Sfinansowano ze srodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdro-
we Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

** Praca wyr6zniona nagroda za najlepsza prezentacj¢ przedstawiong przez
mtodego pracownika nauki w Sekcji Higieny Zywnoéci i Ochrony Zdrowia Pu-
blicznego podczas XV Kongresu PTNW w Lublinie 22-24.09.2016 .

natomiast mozna oznacza¢ ich poziom we krwi (w
osoczu), jednak pobieranie tego rodzaju materiatu
wigze si¢ z narazeniem zwierzat na duzy stres oraz
pewnymi niedogodnosciami dla osoby pobierajace;j
probki. W zwigzku z tym poszukuje si¢ metod, ktore
dawalyby mozliwo$¢ przyzyciowego wykrywania
antybiotykow u zwierzat, przy jednoczesnej minima-
lizacji ingerencji w hodowle. Najmniej inwazyjnym
sposobem przyzyciowego badania stosowania an-
tybiotykow w populacji trzody chlewnej wydaje si¢
wykorzystanie ptynu ustnego jako alternatywy dla
innych matryc biologicznych.

W medycynie weterynaryjnej, zwlaszcza w przy-
padku $win, wykorzystanie ptynu ustnego do badan
diagnostycznych cieszy si¢ coraz wigkszym zainte-
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resowaniem. Uwaza si¢, ze pobieranie probek ptynu
ustnego w regularnych odstepach czasowych, z uwagi
na tatwa ich dostepnos¢ i odzwierciedlenie statusu
zdrowotnego stada, pozwoli na zminimalizowanie
kosztéw pobierania probek w programach kontroli
chorob zakaznych oraz uproszczenia procesu diagno-
stycznego u $win (17).

Badanie ptynu ustnego mogloby umozliwi¢ szybkie
monitorowanie ekspozycji zwierzat zarbwno na pa-
togeny, jak 1 antybiotyki. W przypadku stwierdzenia
zakazenia u $win mozliwe bytoby szybsze podjecie
dziatan terapeutycznych. Natomiast w przypadku
potwierdzenia obecnosci nielegalnie zastosowanych
antybiotykéw na fermie $win (niezgodnie z doku-
mentacja, niezgodnie z okres§lonym dawkowaniem,
niedotrzymanie okresu karencji lub tez zastosowanie
antybiotyku tuz przed ubojem zwierzat), mozliwe
byloby podjecie odpowiednich dziatan w celu unik-
nigcia pozostatosci zastosowanych lekéw w tkankach
przeznaczonych do konsumpcji, a w konsekwencji
uniknigcia utylizacji tych produktow i zwigzanych
z tym strat ekonomicznych.

Zaréwno w przypadku wykorzystania ptynu ust-
nego do wykrywania zakazen u $win, jak réwniez
stosowania jako materiatu do detekcji antybiotykow,
nalezy pamigtac, Ze tego typu badanie ma zasadniczo
charakter testu stadnego i jego wynik powinien by¢
zawsze powigzany z danymi uzyskanymi z wywiadu
1 oceng dokumentacji. O ile wykorzystanie ptynu
ustnego jako matrycy do rozpoznawania patogendéw
w populacji §win jest coraz wnikliwej analizowane
1 badania w tym zakresie trwajg juz od dtuzszego
czasu, to w przypadku zastosowania tego materiatu
biologicznego jako matrycy do detekcji antybiotykdw,
dostepne badania i dane literaturowe s3 dos¢ mocno
ograniczone (18, 19, 24, 25, 30).

Kontrola stosowania lekow weterynaryjnych
w hodowli Swin

W celu zapewnienia wtasciwej jakosci produktow
pochodzenia zwierzgcego, a tym samym zabezpie-
czenia zdrowia konsumentéw w Polsce, podobnie jak
w pozostatych krajach Unii Europejskiej, prowadzona
jest systematyczna kontrola pozostatosci lekow wete-
rynaryjnych w zywnosci pochodzenia zwierzgcego.
Ochrona zdrowia konsumenta przed szkodliwym
oddziatywaniem pozostatosci odbywa si¢ poprzez
wyznaczanie najwyzszych dopuszczalnych limitéw
pozostato$ci (maximum residue limit — MRL) dla
lekow weterynaryjnych, ktore wraz z produktami
pochodzenia zwierzgcego moga dostawac si¢ do tan-
cucha pokarmowego ludzi. Warto$¢ MRL wyznaczana
jest w wyniku szacowania ryzyka (risk assessment),
w oparciu o wielokierunkowe badania toksykologicz-
ne. W konsekwencji tylko leki majace wyznaczone
warto$§ci MRL w czeéciach §win przeznaczonych
do konsumpcji przez ludzi (migénie, nerki, watroba,
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thuszcz) moga by¢ stosowane u tych zwierzat. Aktualny
wykaz lekow weterynaryjnych z podanymi wartoscia-
mi MRL oraz matrycami biologicznymi i gatunkami
zwierzat, dla ktorych te wartosci ustalono, zostatl ze-
brany w tab. 1 rozporzadzenia Komisji 37/2010 z dnia
22 grudnia 2009 r. (3).

W krajowym programie badan kontrolnych obec-
nos$ci substancji niedozwolonych oraz pozostatosci
chemicznych, biologicznych i produktéw leczniczych
u zwierzat i w zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego wy-
konuje si¢ corocznie okoto 4 tysiecy probek w kierun-
ku pozostato$ci substancji przeciwbakteryjnych u §win.
W badaniach pozostatosci lekéw zebranych w grupie
B1 (zatacznik 2 Dyrektywy 96/23) oznaczenia u §win
wykonywane sg wytacznie w materiale pobieranym
posmiertnie, w jadalnych tkankach zwierzat, takich
jak: watroba, mieg$nie, nerki (4). W przypadku zwigz-
kéw zakazanych do stosowania u zwierzat, z grupy
A (tabela 2 Rozporzadzenia Komisji 37/2010), ich
oznaczenia wykonuje si¢ w materiale pobieranym
przyzyciowo (w gospodarstwie): woda, mocz, 0so-
cze, jak rowniez w materiale pobieranym w rzezni,
jakim sg: migénie, watroba, nerki, ale réwniez mocz
1 tkanka thuszczowa (3, 4). Wykrywanie pozostatosci
substancji przeciwbakteryjnych w zywnosci wykony-
wane jest metodami przesiewowymi (skriningowymi)
oraz metodami potwierdzajacymi (23). Te pierwsze
charakteryzuja si¢ niskim kosztem i krotkim czasem
badania, co pozwala na analiz¢ duzej liczby probek
1 wyselekcjonowanie probek potencjalnie niezgodnych
(26), jednakze zdarzaja si¢ wyniki falszywie dodatnie
1w tym przypadku czas analizy probki ulega wydtuze-
niu. Dodatkowo, wynik badania metody przesiewowej
(mikrobiologicznej) jest zwykle tylko jako$ciowy, co
oznacza, ze w przypadku potencjalnego stwierdzenia
obecnosci substancji w badaniach skriningowych dla
podjecia decyzji administracyjnej konieczne jest za-
stosowanie instrumentalnych metod potwierdzajacych,
pozwalajacych na pelng identyfikacje 1 okreslenie
stezenia substancji, zgodnie z wymaganiami zawar-
tymi w Decyzji Komisji 2002/657/WE (2). Zwykle
w charakterze metod potwierdzajacych stosuje si¢
rozne techniki chromatograficzne w potaczeniu ze
spektrometrig mas (23, 28).

Kontrola pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych
nalezacych do grupy B1, wykonywana w Zaktadzie
Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB Putawy,
obejmuje analiz¢ 59 zwiazkdéw nalezacych do 11
grup antybiotykow i chemioterapeutykéw. Kontrola
u $win objete sa substancje nalezace do: penicylin,
cefalosopryn, sulfonamidow, makrolidow, fluorochino-
lonéw, aminoglikozydow, tetracyklin, linkozamidow,
pleuromutylin, diaminopirymidyn oraz polipeptydow.
W obrebie grupy A u $win kontroli podlegaja: hormony,
beta-agonisci, metabolity nitrofurandw, nitroimidazole
1 ich metabolity, chloropromazyna oraz chloramfe-
nikol.
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Wady i zalety przyzyciowej i poSmiertnej kontroli
antybiotykow u Swin

Antybiotyki i inne leki przeciwbakteryjne naleza do
najczesciej stosowanych substancji chemicznych sto-
sowanych w praktyce weterynaryjnej. Zgromadzenie
duzej liczby zwierzat na wzglednie malej powierzchni
jest jednym z czynnikéw, ktore w istotnym stopniu
przyczyniaja si¢ do szybkiego rozprzestrzeniania si¢
chorob bakteryjnych w warunkach fermowych, a sub-
stancje przeciwbakteryjne (antybiotyki i chemiotera-
peutykl) sg czgsto jedynym, skutecznym sposobem
ograniczenia strat powstatych w wyniku zachorowania
zwierzat. Do$¢ czesto dochodzi do popetniania wielu
btedow w trakcie leczenia zw1erzqt Jak: przekraczanie
dawek, nieprzestrzeganie czasow karencji i zamien-
ne, niezgodne ze wskazaniami stosowanie lekow.
Szczeg(’)lnie przy masowej produkcji antybiotyki stoso-
wane sg cz¢sto bez uzasadnienia juz od pierwszych dni
chowu, w celu zabezpieczenia przed powstawaniem
infekcji. Poprzez nieracjonalne stosowanie antybioty-
kow moze dochodzi¢ nie tylko do wystepowania tych
substancji w zywnosci, ale rowniez do narastania zja-
wiska lekoopornosci i rozprzestrzeniania si¢ na szeroka
skale lekoopornych szczepow bakteryjnych (8). Jak juz
wczesniej wspomniano, obecnie materialem do badan
w kierunku pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych
sa gléwnie probki tkanek, pobierane od §win w rzezni.
O ile badania po$miertne pozwalajg okresli¢ pozosta-
tosci lekodw bezposrednio w materiale przeznaczonym
do konsumpcji przez cztowieka, o tyle badania te nie
daja mozliwosci monitorowania stosowania antybioty-
kéw w fermie, w trakcie tuczu zwierzat. W przypadku
wykrycia obecnos$ci leku w tkankach, produkty te, po
odpowiednim postgpowanlu administracyjnym, 53 Wy-
cofywane z rynku i podlegajq utylizacji, co zwigzane
jest ze znacznymi startami ekonomicznymi. Badania
przyzyciowe daja mozliwos$¢ okreslania i kontroli
aplikacji lekow w fermie, w trakcie hodowli zwierzat
lub tuz przed ich ubojem, jednak w badaniach przy-
zyciowych gldéwnym problemem jest pozyskiwanie
materiatu do badan. Latwos$¢ pobrania, czas, bezpie-
czenstwo oraz minimalizacja stresu u zwierzat podczas
pobierania probek sa jednymi z gtownych czynnikdéw
ograniczajacych rozne techniki pozyskiwania materia-
hu do analiz. Przyzyciowo antybiotyki mozna bada¢ we
krwi (osocze), w moczu, lecz pobieranie krwi wigze
si¢ z pewnymi niedogodnos$ciami dla osoby pobiera-
jacej probki oraz dla zwierzat. Osocze pobierane jest
od kazdego osobnika 1 zwierze¢ta narazone sg na duzy
stres zwigzany z t3 czynnos$cig, co znacznie moze
obnizac ich status zdrowotny. Pobieranie moczu row-
niez zwigzane jest z narazeniem zwierzat na stres oraz
pewnym zagrozeniem dla obstugi zwierzat. U $win,
ktore sg szczegolnie wrazliwym gatunkiem zwierzat,
stres oddziatuje bardzo negatywnie, co widoczne jest
w znacznej redukcji przyrostow masy ciata i spadku
produkcyjnosci. Ponadto obecnos¢ genu stresu RYR1
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(Ryanodine receptor) powoduje przyspieszenie prze-
mian glikolitycznych w tuszy bezposrednio po uboju
co w konsekwencji powoduje zaburzenia procesow
kruszenia i utrzymania wody przez migso, a w zwigzku
z tym spadek jego jakosci. W celu kontroli stosowania
lekow weterynaryjnych u zwierzat, przyzyciowo bada-
na jest takze woda przeznaczona do ich pojenia oraz
pasza podawana zwierzgtom w trakcie tuczu, jednakze
badania wody 1 pasz pozwalaja na okreslenie zrodta
kontaminacji ewentualnie wyste;puj acymi lekami, a nie
ich pozostalo$ci w organizmie zwierzat.

Wykorzystanie ptynu ustnego do nieinwazyjnej
kontroli lekdéw u Swin

Ptyn ustny, zwany rowniez $ling mieszana, jest mie-
szaning $liny wlasciwej wydzielanej przez $linianki
oraz przesgczu naczyn wlosowatych blony §luzowe;j
jamy ustnej (gebowej) 1 dzigset. Ptyn ustny zawiera
wiele sktadnikOw organicznych i1 nieorganicznych,
wsrdd ktorych znajdujg si¢ przede wszystkim biatka
1 glikoproteiny, takie jak: interferon, laktoferyna, mu-
cyna, antygeny grupowe krwi, albuminy, y-globuliny,
peroksydaza, lizozym, laktoperoksydaza, enzymy
trawienne — amylaza, maltaza, lipaza, defensyny,
czynniki wzrostu — nabtonkowy EGF (Epidermal
growth factor) i wzrostu nerwoéw NGF (Nerve growth
factor), a takze substancje niebiatkowe (aminokwasy,
weglowodany, lipidy, cholesterol, kortykosterydy) oraz
komorki (resztki pokarmowe, ztuszczony nabtonek,
leukocyty), leki, hormony, substancje nieorganiczne
(m.in. jony wapnia, magnezu, sodu). W ptynie ustnym
moga znajdowac si¢ takze patogeny 1 ich metabolity
oraz przeciwciata, ktére moga by¢ syntetyzowane
lokalnie i systemowo (7, 14, 17).

Obecnos¢ lekow w ptynie ustnym uzalezniona jest
od wielu czynnikdéw, w tym od fizykochemicznych
wlasciwosci leku, wielkosci czasteczki danego zwigz-
ku, rozpuszczalnosci w lipidach, a takze interakcji
z komoérkami $linianek, metabolizmu 1 stabilnosci
leku w matrycy. Ponadto, istotny wptyw na przenika-
nie r6znych substancji do plynu ustnego ma réwniez
stopien jonizacji zwiagzku, pH ptynu, pKa substancji
oraz wigzanie z biatkami krwi i tkanek (6, 9, 27).
Generalnie, dystrybucja wigkszosci lekow do ptynu
ustnego odbywa si¢ na zasadzie dyfuzji biernej, czyli
zgodnie z gradientem st¢zen (14, 21). Niektore cza-
steczki mogg przenikac na zasadzie transportu aktyw-
nego lub ultrafiltracji (7, 10). Im mniejsza czasteczka,
tym jej dyfuzja jest tatwiejsza. Zwiazki lipofilne oraz
czasteczki niezdysocjowane przechodzg przez blony
fatwiej niz czasteczki lipofobowe i zdysocjowane (16).

Niewatpliwa zaletg wykorzystania ptynu ustnego do
badania jest fakt, ze pobieranie materiatu jest catkowi-
cie nieinwazyjne — w trakcie pobierania nie potrzebne
sa igly czy petle ryjowe do unieruchomienia §win. Do
pobierania materiatu wykorzystuje si¢ bawetniang ling,
zawieszang w kojcu na okreslony czas, ktora jest przez
$winie zuta 1 gryziona. Stosowanie tej techniki prowa-
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Zestaw do pobierania
ptynu ustnego

Przymocowanie liny
z dala od paszy, wody
i Sciany, tak aby koniec
znajdowat sie na
wysokosci topatki swini

Ryec. 1. Schemat pobierania plynu ustnego u §win

dzi do ograniczenia stresu u zwierzat do minimum.
Jest to system ,,przyjazny zwierz¢tom”, gdyz w trakcie
pobierania materialu do badan wykorzystywany jest
naturalny behawioryzm $win. Nie bez znaczenia jest
roOwniez znacznie podwyzszone bezpieczenstwo dla
ludzi pobierajagcych material do badan oraz tatwos¢
pozyskania materialu. Technika wymaga wtasciwie
minimum dos$wiadczenia. Ponadto pobranie materia-
tu, jakim jest ptyn ustny, wymaga krotkiego czasu, tj.
okoto 40 minut, wktad pracy jest znacznie mniejszy,
a potrzebne do pobierania rzeczy s3 tanie i ogolnie
dostepne.

Wykorzystanie ptynu ustnego jako materiatu do wy-
krywania antybiotykéw umozliwia pobranie probek od
duzej liczby osobnikow jednoczesnie oraz daje mozli-
wos¢ oceny wystepowania antybiotykow u duzej liczby
zwierzat przez pobranie 1 probki zbiorczej (jedna lina
moze przypada¢ nawet na 100 $§win). Koszt analizy
w przypadku jednej probki ZblOI‘CZG_] ptynu ustnego
jest znacznie obnizony w poréwnaniu do badania setek
indywidualnych probek, jak to ma miejsce w przypad-
ku badania osocza. Ponadto badanie ptynu ustnego
umozliwia wykrycie nielegalnego lub niezgodnego
ze wskazaniami stosowania antybiotykéw w trakcie
chowu zwierzat, co wigze si¢ z ograniczeniem strat
spowodowanych utylizacjg migsa w przypadku wy-
krycia obecnosci leku w tkankach.

Metoda pobierania ptynu ustnego

Pobieranie ptynu ustnego jest calkowicie bezinwa-
zyjne. Bawelniana lina zawieszana jest na wysokosci
dostosowanej do wielko$ci swin, tj. koniec liny powi-
nien znajdowac si¢ mniej wigcej na wysokosci mostka
swin. Lina musi by¢ tatwo dostgpna, ale nie powinna
dotykac¢ podtoza. Nie powinno si¢ umieszcza¢ blisko
zrédta wody 1/lub karmnikow, co ogranicza niepotrzeb-
ne zanieczyszczenie pobieranego materiatu. Najlepsze
wlasciwosci absorpcyjne posiada lina bawelniana.
Lina powinna by¢ platana z kilku bawetnianych linek,
gdyz wowczas uzyskuje si¢ wieksza ilo§¢ materiatu —
ptynu. Ustalono, Ze najbardziej odpowiednia grubo$é
liny dla warchlakéw to lina o $rednicy okoto 1,3 cm,
natomiast dla starszych §win 1,6 cm. Ling mocuje si¢
do dostepnych elementow przegrody kojca, a przy na-
turalnej ciekawos$ci §win lina praktycznie natychmiast
jest gryziona i zuta. Pozostawienie liny na okoto 30-60

Zucie liny przez
ok. 40 minut

Umieszczenie

koncowki liny
w worku foliowym
i wycisnigcie ptynu

Odciecie rogu
worka i zlanie
ptynu do neutralnej
probowki

minut jest wystarczajace do pobrania odpowiedniej
ilosci ptynu ustnego do dalszych badan (29).

[lo$¢ pobranego ptynu i czas pozostaw1en1a liny
w kojcu zalezy od od aktywnosci §win, na ktorag wptyw
ma wiele czynnikow. Jesli temperatura otoczenia jest
zbyt niska lub zbyt wysoka, Swinie wykazujg zmniej-
szong aktywnos¢ ruchowa. Swinie przebywajace na
rusztach plastikowych/betonowych sg bardziej chetne
do zucia zawieszonej liny. Podtoze $ciotkowe powo-
duje, ze Swinie majg staty dostep do $ciotki (stomy),
ich naturalny instynkt rycia i zucia jest w duzej mierze
zaspokojony 1 nie tak chetnie interesuja si¢ zawieszo-
ng ling. ROwniez zdrowotno$¢ §win, wiek zwierzat
1 pora dnia maja duze znaczenie. Wystapienie choroby
prowadzi zwykle do znacznego zmniejszenia ilo$ci
pobieranego ptynu ustnego. Od starszych §win pozy-
skuje si¢ wiecej materiatu niz od $win mtodych. Nalezy
rowniez pamigtac, ze aktywno$¢ swin do potudnia jest
z reguty wigksza.

Po okreslonym czasie zucia liny przez zwierzeta, ling
nalezy wycisna¢. Na nadal umocowang w kojcu ling
naktada si¢ plastikowy worek, ktorego wlot jest mocno
Sciskany dtonmi i ruchem w dét (od miejsca umoco-
wania w kierunku konca) wyciskany jest ptyn z liny do
worka. Ptyn z worka nalezy przela¢ poprzez odcigcie
jednego rogu worka do proboéwki lub probdéwek. Ptyn
z worka mozna réwniez pobraé pipeta i rozla¢ do
probowek. W celu wstepnego oczyszczenia pobranego
materialu ptyn mozna podda¢ wirowaniu, ale nie jest
to konieczne. Tak pobrany materiat jest schtadzany
1 przewozony do miejsca badania lub zabezpieczany
przez zamrozenie w —20°C. Schemat pobierania ptynu
ustnego przedstawiono na ryc. 1.

Analiza oznaczania antybiotykow w plynie ustnym
- wstepne wyniki badan

W celu zbadania mozliwos$ci wykorzystania ptynu
ustnego do wykrywania obecnos$ci antybiotykow
u $win przeprowadzono do§wiadczenie na zwierzgtach.
Zwierz¢tom podawano domig$niowo oksytetracykling
w postaci jednorazowej dawki 20 mg/kg masy ciata,
jako jeden z najczgsciej stosowanych lekow w le-
czeniu infekcji bakteryjnych u §win, podawanych
iniekcyjnie. Po podaniu leku ptyn ustny pobierany byt
w odpowiednich odstepach czasowych przez okres 21
dni. Do pozyskiwania prébek ptynu ustnego wyko-
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rzystano opisang powyzej metod¢ z wykorzystaniem
bawetnianej liny. Do analizy i oznaczania ilosciowego
oksytetracykliny zastosowano metode chromatografii
cieczowej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS), ktora
w celu potwierdzenia wiarygodnosci oznaczen pod-
dano procesowi walidacji. Wstepne wyniki badan
wskazuja na mozliwos¢ wykrycia oksytetracykliny
w plynie ustnym. Najwyzsze stezenie obserwowano
2 godziny po aplikacji leku, ktore wynosito 10653
+ 1421 pg/kg. Oksytetracyklina utrzymywata si¢ przez
okres 21 dni. W 21. dniu (okres karencji dla tkanek
jadalnych dla zastosowanego preparatu leczniczego)
poziom oksytetracykliny réwny byt 30,8 £ 9.4 ng/kg.
Przebadano takze pewna liczbe probek ptynu ustne-
go pobranych ze swinskich ferm terenowych. W kilku
probkach potwierdzono obecnos¢ doksycykliny w za-
kresie stezen 10-50 pg/kg. W dalszym etapie badan
planowane jest zwiekszenie zakresu opracowane;j
metody analitycznej o inne grupy zwiazkoéw oraz eks-
perymentalne badanie mozliwos$ci przenikania r6znych
antybiotykoéw stosowanych w terapii chorob swin.

Plyn ustny jako materiat diagnostyczny
w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej

Pierwsze doniesienia o wykorzystaniu ptynu ustnego
w medycynie ludzkiej do monitorowania stanu zdro-
wia pojawity si¢ juz ponad 100 lat temu (22). Od tego
czasu przeprowadzono liczne badania w zakresie moz-
liwosci diagnostycznych $liny u ludzi (12). W latach
90. Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (FDA)
wyrazita zgodg na rozpoczgcie intensywnych badan
nad opracowaniem testow diagnostycznych do wykry-
wania czynnikéw zakaznych i niezakaznych w jamie
ustnej ludzi (11). W 1994 r. FDA zatwierdzita pierwszy
zestaw diagnostyczny do wykrywania przeciwcial dla
HIV w élinie 1 aktualnie $lina jest do$¢ szeroko wyko-
rzystywana w medycynie ludzkiej. Uzywana jest m.in.
do wykrywania narkotykow, alkoholu, toksyn hormo-
néw, lekoéw, nikotyny, a takze do oznaczania grup krwi
(5) Shnq ludzi stosuje si¢ takze do detekcji roznych
wirusow, m.in. koronawirusa, herpeswirusa typu 116,
wirusa ospy wietrznej, Ebola, a takze przeciwcial m.in.
HIV, wirusa zapalenia watroby typu A, B, i C, wirusa
odry, rézyczki, $winki, grypy, polio, rotawirusa (12, 13,
20). Przypuszcza si¢ nawet, ze w przysztosci badanie
sliny zastqpl analize krwi w diagnostyce cukrzycy,
wczesnej postaci zawatu serca, a nawet niektorych
chorob nowotworowych (21, 22)

W medycynie weterynaryjnej najwigcej badan
dlagnostycznych opartych na analizie plynu ustnego
dotyczy $win, jednak spektrum badan z wykorzy-
staniem tej matrycy w poréwnaniu do medycyny
ludzkiej jest zdecydowanie mniejsze. Ptyn ustny
znalazl zastosowanie jako materiat diagnostyczny do
wykrywania zespotu rozrodczo-oddechowego $win
(PRRS), cirkowirusa $win typu 2 (PCV2), grypy $win
oraz infekcji Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophi-
lus parasuis, Mycoplasma hyorhinis (1, 15, 17, 25).
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Do badania ptynu ustnego $win wykorzystywane sa
wlasciwe testy serologiczne oraz PCR, odpowiednio
zaadaptowane i zoptymalizowane (15). Badania nad
pleuropneumonia, podczas ktérych pobierano probki
ptynu ustnego od $win zakazonych Actinobacillus
pleuropnneumoniae eksperymentalnie i naturalnie,
wykazaty, ze testem ELISA IgA wykrywano w piynle
ustnym zanim przeciwciala pojawily si¢ w surowicy,
ale rejestrowano jednoczesnie szybszy spadek ich ste-
zenia w poréwnaniu do krwi. Badania te potwierdzaja
przydatno$¢ ptynu ustnego we wezesnym wykrywaniu
zakazen App. Natomiast u $win zakazonych wirusem
choroby pecherzykowej mozliwe byto wykrycie wirusa
wylacznie w ptynie ustnym, podczas gdy badanie suro-
wicy dalo wynik ujemny. Tak wigc, w odniesieniu do
niektérych chordb, ptyn z jamy ustnej moze by¢ nawet
bardziej przydatny w diagnostyce niz surowica (17).
Podobnie, w przypadku monitorowania ostrej infekcji
PRRSV Wykazano wiekszg przydatnos¢ ptynu ustne-
go niz surowicy. W innych badaniach, dotyczacych
mozliwo$ci wykrycia cirkowirusow 1 przemwcml dla
PCV2, nie stwierdzono roznic statystycznie istotnych
pomiedzy wynikami badania surowicy i ptynu ustnego.

U bydta przedstawiano wykorzystanie ptynu ustnego
do izolacji paleczek okreznicy i salmonelli oraz prze-
ciwciat dla wirusa pryszczycy. U zwierzat towarzy-
szacych mozliwe jest wykrywanie wirusa wscieklizny
w plynie ustnym. Ponadto, udato si¢ takze wykry¢
DNA szczepow Bartonella spp. u psow. W odniesieniu
do kotéw badanie pltynu ustnego umozliwia wykrycie
antygenow wirusa biataczki kotow.

Podsumowanie

Rosnace wymagania w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci, a w konsekwencji kontroli racjonalnego
stosowania antybiotykow sprawiaja, ze poszukuje si¢
nowych, lepszych, szybszych metod weryfikacji ich
racjonalnego stosowania u zwierzat, przy jednoczesne;j
minimalizacji ingerencji w hodowle. Wykorzystanie
ptynu ustnego wydaje si¢ alternatywa dla po$miertnej
kontroli tkanek. Badanie ptynu ustnego umozliwia nie-
inwazyjng identyfikacje nielegalnego lub mezgodnego
ze wskazaniami stosowania antybiotykoéw u §win oraz
pozyskiwanie materialu do badan w krotkim czasie.

Analiza ptynu ustnego daje mozliwos$¢ szybkiej oce-
ny, czy $winie przeznaczone na ubgdj, a w dalszej ko-
lejnosci na sprzedaz, sg ,,wolne” od antybiotykow (tzn.
czy nie zaistniato ryzyko ewentualnej ich obecnosci
w tkankach przeznaczonych do konsumpcji, powyzej
maksymalnych dopuszczalnych limitow pozostatosci
—MRL). Wyniki wstgpnych badan eksperymentalnych
potwierdzaja mozliwo$¢ oznaczania wybranych anty-
biotykow z grupy tetracyklin w omawianym materiale.

W ostatnich latach obserwowano znaczy wzrost
zainteresowania i intensyfikacj¢ badan nad wykorzy-
staniem ptynu ustnego jako matrycy diagnostycznej
w wykrywaniu patogendw 1 monitorowaniu sytuacji
zdrowotnej $win. Zastosowanie omawianej matry-
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cy do detekcji antybiotykow 1 kontroli ich aplikacji
w fermach trzody chlewnej wymaga jeszcze dalszych
badan eksperymentalnych i analitycznych oraz czyn-
nos$ci weryfikacyjnych, potwierdzajacych adekwatnos¢
uzycia tego materialu do kontroli lekow stosowanych
w hodowli §win.
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