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Evaluation of competence of laboratories by
the proficiency testing in the microbiology of
milk and milk products in years 2008-2014
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This paper describes organization of proficiency
testing (PT) of laboratories in microbiology of milk
and milk products. In years 2008-2014 twelve PT
rounds were organized by the national reference
laboratory. Proficiency testing was organized and
performed according to the 1S0/IEC 17043 standard,
which replaced the I1SO/IEC 43-1:1997 and
ILAC-G13:08/2007 standards. Food samples
were analyzed for detection and enumeration of
microorganisms in relation to the microbiological
criteria for milk and milk products, described in
the EU Regulation (EC) No. 2073/2005 and EU
Regulation (EC) No. 1664/2006. All results obtained
by the laboratories were compared to assigned results
and were defined as positive or negative assessment
of PT. For the qualitative analyses, depending on scope
of examinations, positive PT assessment was obtained
by 93-100% laboratories, for the quantitative
analyses positive results were reached by 75-98%
participated laboratories. The overall performance of
network of microbiological milk and milk products
diagnostic laboratories for official control was good.
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ewnetrznym narzedziem kontroli ja-

kosci badan wykonywanych w labo-
ratorium jest uczestnictwo w badaniach
biegtosci (proficiency testing — PT), kt6-
re pozwalaja na ocene kompetencji labo-
ratorium w zakresie rutynowo prowadzo-
nych badan (1, 2, 3). Badania biegltosci sa
réwniez jednym ze sposobéw poréwnania
wynikéw badan z rezultatami uzyskanymi
przez inne laboratoria przy zastosowaniu
referencyjnej i/lub alternatywnej meto-
dy badawczej. Daja mozliwo$¢ wykrycia
ewentualnych btedéw w uzytych meto-
dach badawczych i tym samym podjecie
dziatan korygujacych (3, 4, 5, 6). Nalezy
zaznaczy¢, ze uczestnictwo laboratorium
w badaniach bieglosci nie sprowadza sie
tylko do weryfikacji doktadnosci czy oce-
ny wiarygodnosci uzyskanych wynikéw,
ale réwniez jest sposobem potwierdzenia
kompetencji organizacyjnych zwiazanych
z wykonywaniem obliczen czy przekazy-
waniem do organizatora badan bieglosci
uzyskanych rezultatéw badan (7, 8). Po-
zytywne wyniki regularnego uczestnictwa
w badaniach bieglo$ci zwiekszaja takze za-
ufanie klientéw do laboratorium, a tym sa-
mym utwierdzaja w przekonaniu, ze stoso-
wane procedury, metody badawcze i inne
operacje laboratoryjne sa poprawne (8, 9).

Ocena kompetencji laboratoriow
poprzez badania bieglosci w zakresie
mikrobiologii mleka i produktow
mlecznych w latach 2008-2014

Jolanta G. Rola, Dorota Grudka, Jacek Osek

z Zaktadu Higieny Zywno$ci Pochodzenia Zwierzecego Pafistwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach

W oparciu o informacje z udziatu danego
laboratorium w badaniach biegtosci kie-
rownictwo laboratorium uzyskuje potwier-
dzenie kompetencji swojego zespolu w za-
kresie prowadzonych analiz (6, 9).

Zaktad Higieny Zywnosci Pochodze-
nie Zwierzecego Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panistwowego Instytu-
tu Badawczego (ZHZ PIWet-PIB) w Puta-
wach, zgodnie z rozporzadzeniem mini-
stra rolnictwa i rozwoju wsi z 18 kwietnia
2012 r. pelni funkcje krajowego laborato-
rium referencyjnego, m.in. w zakresie mi-
krobiologii zywnosci zwierzecego pocho-
dzenia (10). Na mocy zapiséw rozporza-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
nr 882/2004/WE oraz ustawy z 29 stycz-
nia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej kra-
jowe laboratoria referencyjne zobowiaza-
ne sa do organizacji badan biegtosci dla
laboratoriéw urzedowych i pézniejsze-
go wykorzystania otrzymanych przez nie
wynikéw (11, 12). ZHZ PIWet-PIB orga-
nizuje badania bieglo$ci m.in. w kierun-
kach zgodnych z przyjetymi kryteriami
bezpieczenstwa zywnosci i higieny proce-
su w odniesieniu do wymagarn mikrobio-
logicznych dla mleka i produktéw mlecz-
nych, przedstawionych w rozporzadzeniu
Komisji (WE) nr 2073/2005. Okreslaja one
dopuszczalny poziom zanieczyszczenia
produktu w zaleznosci od rodzaju drob-
noustroju oraz ustalaja badawcze metody
odniesienia (13).

Celem tego opracowania bylo przed-
stawienie zasad organizacji badan bieglo-
$ci oraz ocena i analiza kompetencji labo-
ratoriéw wykonujacych badania mikro-
biologiczne mleka i produktéw mlecznych
w oparciu o wyniki badania biegto$ci zor-
ganizowane przez ZHZ PIWet-PIB w la-
tach 2008-2014.

Organizacja badan bieglosci

W ciagu siedmiu lat zorganizowa-
no 12 rund badan bieglosci. Ich zakres
obejmowat kierunki jako$ciowe — wy-
krywanie obecnos$ci Salmonella spp., Li-
steria monocytogenes, koagulazo-dodat-
nich Staphylococcus spp., enterotoksyn

gronkowcowych oraz badania ilo$ciowe:
oznaczanie liczby koagulazo-dodatnich
Staphylococcus spp., Listeria monocyto-
genes, B-glukuronidazo-dodatnich Esche-
richia coli oraz bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae (tah. 1).

W latach 2008-2010 badania bie-
glosci przeprowadzane byly w oparciu
o wytyczne zawarte w przewodnikach
ISO/IEC 43-1:1997 ,Badania bieglos$ci
poprzez poréwnania miedzylaboratoryjne”
oraz ILAC-G13:08/2007 ,JLAC Guidelines
for the Requirements for the Competence
of Providers of Proficiency Testing Sche-
me” (14, 15). Od 2011 r. PT byly natomiast
realizowane zgodnie z wymaganiami nor-
my PN-EN ISO/IEC 17043:2011 ,,Ocena
zgodnosci. Ogélne wymagania dotyczace
badania biegtosci” (5, 16).

Program badan bieglosci skladat sie
z wielu etap6éw i obejmowal m.in.: opraco-
wanie regulaminu uczestnictwa dostepne-
go na stronie www.piwet.pulawy.pl, przy-
gotowanie materiatlu badawczego, z jed-
noczesnym sprawdzeniem jednorodnosci
i stabilno$ci prébek, opracowanie doku-
mentacji dla uczestnikéw (formularza zgto-
szeniowego, instrukeji postepowania z ma-
terialem badawczym, karty wynikéw da-
nego kierunku w badaniach bieglosci),
rozeslanie obiektéw badar, otrzymanie wy-
nikéw i ocene rezultatéw. Na koniec wyniki
uczestnikéw poddano analizie statystycz-
nej, opracowano je graficznie i sporzadzo-
no sprawozdanie z badan (5).

Jako matryce do badan bieglosci naj-
cze$ciej wykorzystywano ser twarogowy,
mleko w proszku oraz mleko pasteryzo-
wane. Prébki te sprawdzono w kierunku
obecnosci i/lub liczby drobnoustrojéw
docelowych oraz obecnosci substancji
przeciwbakteryjnych. Material do badan
fortyfikowano zwykle odpowiednia obje-
tosciag wybranego rozcieniczenia hodow-
li bulionowej drobnoustroju (toksyny) do
uzyskania oczekiwanego poziomu zanie-
czyszczenia i/lub uzywano matrycy z lio-
filizatem zawierajacym drobnoustréj do-
celowy. Do tego celu wykorzystano szcze-
py bakteryjne z kolekcji American Type
Culture Collection (ATCC), pochodzace
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z Banku Szczepéw Zaktadu Mikrobiolo-
gii PIWet-PIB oraz enterotoksyne gron-
kowcowa A i/lub B uzyskana ze Staphy-
lococcus aureus (Sigma-Andrich). W za-
leznosci od organizowanej rundy badania
biegtosci i sposobu przygotowania pré-
bek, materiat do badan poddawano pro-
cesowi liofilizacji badZ utrwaleniu kon-
serwantem.

Jednorodnos¢ i stabilnos$¢ prébek dla
ilosciowych kierunkéw badan sprawdzono
zgodnie z procedura zawarta w aneksie B
normy ISO 13528:2005, a dla kierunkéw
jakosciowych na podstawie wytycznych
w dokumencie Harmonised protocol for
the proficiency testing of analytical labo-
ratories (17, 18). Jednorodno$¢ materiatu
dla kazdego kierunku badania oceniano po-
przez zbadanie po 10 losowo wybranych
probek z kazdego rodzaju (poziomu zanie-
czyszczenia) w warunkach powtarzalnosci.
Badanie to wykonywane bylo przed roze-
staniem prébek uczestnikom badania bie-
glosci. Ocene stabilnosci przeprowadzano
dla 3 prébek z kazdego rodzaju (poziomu
zanieczyszczenia), wykonujac dwa réw-
nolegte oznaczenia w dniu przeprowadza-
nia analiz przez laboratoria uczestniczace
w badaniach bieglosci.

Zakodowane probki przed dystrybucja
byly przechowywane w odpowiedniej tem-
peraturze (chlodziarka i/lub zamrazarka),
ktére nastepnie przestano uczestnikom
przesylka kurierska, w termoopakowaniu
styropianowym z wkladami chlodzacy-
mi oraz instrukcja postepowania z préb-
ka. Badanie ilo$ciowe nalezato rozpoczaé
w dniu otrzymania prébek, natomiast ba-
danie jakos$ciowe w ciagu 24 godzin od ich
dostarczenia.

Organizator badania biegtosci zagwa-
rantowal kazdemu laboratorium anonimo-
wos¢, poprzez nadanie indywidualnego nu-
meru identyfikacyjnego (kodu). Uczestnicy
zobowiazani byli do przestrzegania usta-
lonych terminéw, poczawszy od wyslania
formularza zgtoszeniowego do nadestania
wynikéw badania zgodnie z harmonogra-
mem badania bieglo$ci. Przeprowadzali
analizy nadestanych prébek zywno$ci przy
zastosowaniu metod, rutynowo stosowa-
nych w biezacej pracy laboratoryjnej, po-
dawali informacje dotyczace postepowa-
nia z prébka oraz szczeg6lowe dane odno-
$nie do zastosowanej procedury badawczej.

Kryteria oceny wynikow
badania bieglosci

Wyniki uzyskane przez uczestnikéw ba-
dan bieglosci zostaly poddane analizie
statystycznej zgodnie z norma ISO 13528
(17). Obliczono warto$¢ odchylenia stan-
dardowego dla oceny bieglosci oraz war-
to$¢ przypisana i jej niepewnosc¢ (niepew-
no$¢ standardowa u,).
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Tabela 1. Ocena laboratoriéw w badaniach biegtosci w latach 2008-2014

Liczba laboratoriéw L AT E

Kierunek badania Runda/rok T e laboratoriow
z ocena pozytywna
Wykrywanie Salmonella spp. 05/2008 24 100%
D1/2009 250 96%
03/2010 25 92%
01/2014 35@ 97%
Wykrywanie Listeria monocytogenes 05/2008 249 100%
01/2011 190 72%
01/2014 29@ 100%
Wykrywanie koagulazo-dodatnich Staphylococcus spp. ~ 05/2008 12 100%
Wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych 02/2008 4
D2/2009 2 2
02/2010 2 1
03/2011 5 5
03/2012 3 3
04/2014 3 3
Liczba koagulazo-dodatnich Staphylococcus spp. ~ 05/2008 22 82%
02/2010 20 100%
03/2011 18 94%
03/2012 18 94%
03/2013 23 91%
Liczba Listeria monocytogenes 01/2011 17® 75%
Liczba B-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli ~ 03/2010 25 100%
04/2014 25 96%
Liczba Enterobacteriaceae 03/2013 244 91%

Objasnienia: V' dwa laboratoria nie przestaty wynikow; @ jedno laboratorium nadestato wyniki po terminie;
@ jedno laboratorium nie przestato wyniku; ® jedno laboratorium wycofato sie z badan

Do oceny wynikéw badan ilo§ciowych
zastosowano wskaznik z lub z} ktérych
wartosci obliczono dla kazdego wyniku
zgodnie ze wzorami z = (x — X) / o lub
7' = (x - X) No® + u*, gdzie: x — wynik
laboratorium; X — warto$¢ przypisana;
0 — odchylenie standardowe wszystkich
wynikéw; u_— niepewno$¢ standardowa
wartosci przypisanej X. Parametr z’ stoso-
wany byl w przypadkach, gdy wartos¢ nie-
pewnosci standardowej nie spetnita kry-
terium u < 0,3 0. Na podstawie wymie-
nionych wskaznikéw oceniano osiagniete
rezultaty laboratoriéw uczestniczacych
w badaniach bieglosci: |z| < 2 wynik za-
dowalajacy; 2 < |z| < 3 wynik watpliwy; |z|
> 3 wynik niezadowalajacy. Wyniki badan
jakosciowych poréwnywane byly z war-
to$cia przypisang oznaczona przez orga-
nizatora badania biegtosci Ogélna ocena
laboratorium bioracego udzial w bada-
niach bieglo$ci, w odniesieniu do dane-
go kierunku badan, zalezala od osiagnie-
tych rezultatéw i przyjeto, ze laborato-
rium uzyskiwalo ocene negatywna nawet
przy jednym wyniku niezadowalajacym
(badanie ilo$ciowe) lub niezgodnym (ba-
danie jako$ciowe).

Wyniki badan biegtosci

Uczestnikami badania bieglosci byly Za-
klady Higieny Weterynaryjnej (ZHW),
laboratoria zatwierdzone przez Gléwne-
go Lekarza Weterynarii (GLW) do wyko-
nywania badan dla celéw kontroli urze-
dowych, a takze inne laboratoria prowa-
dzace rutynowe badania Zywnosci, m.in.
Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne, labo-
ratoria prywatne czy laboratoria zakladéw
mleczarskich.

Na ryc. 1 przedstawiono liczbe labora-
toriéw uczestniczacych w poszczegdlnych
rundach badan bieglosci. Bylo to najcze-
$ciej od 20 do 36 laboratoriéw w danej run-
dzie. Najwiekszy udzial wykazaly ZHW,
ktérych odsetek w poszczegdlnych run-
dach wahat si¢ od 42 do 72%, nastepnie
laboratoria zatwierdzone przez Gléwne-
go Lekarza Weterynarii (od 12 do 39%).

W rundach badan dotyczacych wy-
krywania Salmonella spp. bralo udziat
24-35 laboratoriéw, L. monocytogenes
od 19 do 29, a w przypadku identyfika-
¢ji koagulazo-dodatnich Staphylococcus
spp. udzial wzieto 12 laboratoriéw. Licz-
ba uczestnikéw w kierunku wykrywania
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Ryc. 1. Liczba laboratoriéw bioracych udziat w poszczegdinych rundach badania biegtosci

enterotoksyn gronkowcowych wyniosla
od 2 do 5, w zaleznosci od danej rundy.
W badaniach ilo$ciowych dotyczacych
oznaczania liczby koagulazo-dodatnich
Staphylococcus spp. bralo udziat od 18 do
23 laboratoriéw, natomiast w pozostalych
kierunkach bylo to w zakresie od 17 do
25 uczestnikow.

W kazdej rundzie badania bieglosci
uczestnicy otrzymali prébki zgodnie z har-
monogramem badan, a w przypadku jednej
rundy kilku uczestnikéw zglosito zastrze-
zenia co do ich stanu (prébki byly zamro-
zone), jednak nie mialo to wplywu na wy-
nik badan zadnego laboratorium. W sze-
$ciu przypadkach laboratoria rozpoczely
badania ilosciowe w terminie niezgod-
nym z harmonogramem, ktéry przewidy-
wal przeprowadzenie oznaczenia w dniu
otrzymania prébek. Z kolei w oznacze-
niach jakosciowych jedno laboratorium nie
podjelo badania w wyznaczonym termi-
nie, czyli w ciaggu 24 godz. od otrzymania
prébek. W pieciu przypadkach laboratoria
nie przeslaly wynikéw, mimo zadeklaro-
wanej checi wziecia udzialu w badaniach
bieglosci i odebrania prébki, jedno labo-
ratorium zrezygnowalo z przeprowadze-
nia analizy, a jedno nadestalo wyniki po
terminie wskazanym w regulaminie. La-
boratoria te nie zostaly uwzglednione
w ocenie (tah. 1).

Odsetek laboratoriéw, ktére uzyska-
ty pozytywny wynik w badaniach bieglo-
$ci w badaniach jako$ciowych, w réznych
rundach wyniést od 72 do 100%, natomiast
w ilosciowych od 75 do 100%. W przypad-
ku sze$ciu rund zorganizowanych w zakre-
sie wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych tylko jedno laboratorium uzyskato
ocene negatywna. Biorac pod uwage kie-
runek badan, odsetek laboratoriéw z wy-
nikiem pozytywnym wynidst odpowied-
nio 93%, 95%, 96% i 100% przy wykry-
waniu L. monocytogenes, enterotoksyn
gronkowcowych, Salmonella spp. i Staphy-
lococcus spp. oraz odpowiednio 75%, 91%,
92% i 98% w przypadku oznaczania licz-
by L. monocytogenes, Enterobacteriaceae,

Ed

Staphylococcus spp. i E. coli. Odsetek ten
w przypadku laboratoriéow ZHW byt wyz-
szy i wyni6sl 96% (obecno$¢ L. monocyto-
genes) oraz 100% (obecno$¢ Salmonella
spp.). Wyniki laboratoriéw ZHW w za-
kresie wykrywania enterotoksyn gronkow-
cowych i Staphylococcus spp. byly w pel-
ni zgodne z wartoscia przypisana. Po-
dobnie w badaniach ilo$ciowych odsetek
laboratoriéow ZHW z wynikiem pozytyw-
nym byl wyzszy i wyniést dla poszczegdl-
nych kierunkéw badan odpowiednio 86%
(liczba L. monocytogenes), 94% (liczba Sta-
Pphylococcus spp.), 100% (liczba Enterobac-
teriaceae i E. coli). Jako metody badawcze
laboratoria stosowaly przede wszystkim
metody referencyjne, zgodnie z wymaga-
niami rozporzadzenia Komisji (WE) nr
2073/2005. Stanowily one od 20 do 100%
dla kierunkéw jakosciowych oraz od 83 do
100% dla oznaczen ilo$ciowych. Meto-
dy alternatywne stosowano znacznie rza-
dziej i byly to techniki ELFA czy PCR wy-
korzystywane do wykrywania obecnosci
Salmonella spp. i L. monocytogenes lub te-
sty 3M Petrifilm i TEMPO w oznaczeniach
ilosciowych. Odsetek laboratoriéw posia-
dajacych akredytacje metod badawczych,
ktérymi postugiwaly sie w badaniach bie-
glosci, wynidst od 60 do 100%.

Podsumowanie

Organizacja badan bieglosci jest proce-
sem praco- i czasochfonnym, poczawszy
od przygotowania planu badan biegtosci
do opracowania raportu z badan. Kazde-
go roku badania bieglo$ci organizowane
przez ZHZ PIWet-PIB obejmowaly najcze-
$ciej dwie rundy i zazwyczaj dwa kierun-
ki, w odniesieniu do przyjetych kryteriéw
mikrobiologicznych dla mleka i produktéw
mlecznych przedstawionych w rozporza-
dzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005. Anali-
za wynikéw z przeprowadzonych w latach
2008-2014 dwunastu rund badan bieglo-
$ci pozwolita organizatorowi w obiektyw-
ny sposob oceni¢ prace danego laborato-
rium na tle wynikéw uzyskanych przez

inne laboratoria. Zorganizowane badania
wykazaly, ze odsetek laboratoriéw, ktére
uzyskaly pozytywna ocene w zalezno$ci
od rodzaju badan wynidst 95% dla ozna-
czen jakosciowych i 92% dla ilosciowych.
Odsetek ZHW z pozytywna ocena siegal
98% (badania jakosciowe) i 95% (badania
ilosciowe). Na tej podstawie mozna stwier-
dzi¢, iz laboratoria urzedowe oraz inne la-
boratoria prowadzace rutynowe badania
zywnosci prawidlowo wykonuja badania
w zakresie mikrobiologii mleka i produk-
téw mlecznych.
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