
Zewnętrznym narzędziem kontroli ja-
kości badań wykonywanych w  labo-

ratorium jest uczestnictwo w badaniach 
biegłości (proficiency testing – PT), któ-
re pozwalają na ocenę kompetencji labo-
ratorium w zakresie rutynowo prowadzo-
nych badań (1, 2, 3). Badania biegłości są 
również jednym ze sposobów porównania 
wyników badań z rezultatami uzyskanymi 
przez inne laboratoria przy zastosowaniu 
referencyjnej i/lub alternatywnej meto-
dy badawczej. Dają możliwość wykrycia 
ewentualnych błędów w użytych meto-
dach badawczych i  tym samym podjęcie 
działań korygujących (3, 4, 5, 6). Należy 
zaznaczyć, że uczestnictwo laboratorium 
w badaniach biegłości nie sprowadza się 
tylko do weryfikacji dokładności czy oce-
ny wiarygodności uzyskanych wyników, 
ale również jest sposobem potwierdzenia 
kompetencji organizacyjnych związanych 
z wykonywaniem obliczeń czy przekazy-
waniem do organizatora badań biegłości 
uzyskanych rezultatów badań (7, 8). Po-
zytywne wyniki regularnego uczestnictwa 
w badaniach biegłości zwiększają także za-
ufanie klientów do laboratorium, a tym sa-
mym utwierdzają w przekonaniu, że stoso-
wane procedury, metody badawcze i inne 
operacje laboratoryjne są poprawne (8, 9). 

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

Zakład Higieny Żywności Pochodze-
nie Zwierzęcego Państwowego Instytutu 
Weterynaryjnego – Państwowego Instytu-
tu Badawczego (ZHZ PIWet-PIB) w Puła-
wach, zgodnie z rozporządzeniem mini-
stra rolnictwa i rozwoju wsi z 18 kwietnia 
2012 r. pełni funkcję krajowego laborato-
rium referencyjnego, m.in. w zakresie mi-
krobiologii żywności zwierzęcego pocho-
dzenia (10). Na mocy zapisów rozporzą-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady 
nr 882/2004/WE oraz ustawy z 29 stycz-
nia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej kra-
jowe laboratoria referencyjne zobowiąza-
ne są do organizacji badań biegłości dla 
laboratoriów urzędowych i późniejsze-
go wykorzystania otrzymanych przez nie 
wyników (11, 12). ZHZ PIWet-PIB orga-
nizuje badania biegłości m.in. w kierun-
kach zgodnych z przyjętymi kryteriami 
bezpieczeństwa żywności i higieny proce-
su w odniesieniu do wymagań mikrobio-
logicznych dla mleka i produktów mlecz-
nych, przedstawionych w rozporządzeniu 
Komisji (WE) nr 2073/2005. Określają one 
dopuszczalny poziom zanieczyszczenia 
produktu w zależności od rodzaju drob-
noustroju oraz ustalają badawcze metody 
odniesienia (13).

Celem tego opracowania było przed-
stawienie zasad organizacji badań biegło-
ści oraz ocena i analiza kompetencji labo-
ratoriów wykonujących badania mikro-
biologiczne mleka i produktów mlecznych 
w oparciu o wyniki badania biegłości zor-
ganizowane przez ZHZ PIWet-PIB w la-
tach 2008–2014.

Organizacja badań biegłości

W  ciągu siedmiu lat zorganizowa-
no 12  rund badań biegłości. Ich zakres 
obejmował kierunki jakościowe – wy-
krywanie obecności Salmonella spp., Li­
steria monocytogenes, koagulazo-dodat-
nich Staphylococcus spp., enterotoksyn 

gronkowcowych oraz badania ilościowe: 
oznaczanie liczby koagulazo-dodatnich 
Staphylococcus spp., Listeria monocyto­
genes, β-glukuronidazo‑dodatnich Esche­
richia coli oraz bakterii z rodziny Entero­
bacteriaceae (tab. 1).

W  latach 2008–2010  badania bie-
głości przeprowadzane były w oparciu 
o  wytyczne zawarte w  przewodnikach 
ISO/IEC 43–1:1997 „Badania biegłości 
poprzez porównania międzylaboratoryjne” 
oraz ILAC-G13:08/2007 „ILAC Guidelines 
for the Requirements for the Competence 
of Providers of Proficiency Testing Sche-
me” (14, 15). Od 2011 r. PT były natomiast 
realizowane zgodnie z wymaganiami nor-
my PN-EN ISO/IEC 17043:2011 „Ocena 
zgodności. Ogólne wymagania dotyczące 
badania biegłości” (5, 16).

Program badań biegłości składał się 
z wielu etapów i obejmował m.in.: opraco-
wanie regulaminu uczestnictwa dostępne-
go na stronie www.piwet.pulawy.pl, przy-
gotowanie materiału badawczego, z  jed-
noczesnym sprawdzeniem jednorodności 
i  stabilności próbek, opracowanie doku-
mentacji dla uczestników (formularza zgło-
szeniowego, instrukcji postępowania z ma-
teriałem badawczym, karty wyników da-
nego kierunku w badaniach biegłości), 
rozesłanie obiektów badań, otrzymanie wy-
ników i ocenę rezultatów. Na koniec wyniki 
uczestników poddano analizie statystycz-
nej, opracowano je graficznie i sporządzo-
no sprawozdanie z badań (5).

Jako matryce do badań biegłości naj-
częściej wykorzystywano ser twarogowy, 
mleko w proszku oraz mleko pasteryzo-
wane. Próbki te sprawdzono w kierunku 
obecności i/lub liczby drobnoustrojów 
docelowych oraz obecności substancji 
przeciwbakteryjnych. Materiał do badań 
fortyfikowano zwykle odpowiednią obję-
tością wybranego rozcieńczenia hodow-
li bulionowej drobnoustroju (toksyny) do 
uzyskania oczekiwanego poziomu zanie-
czyszczenia i/lub używano matrycy z lio-
filizatem zawierającym drobnoustrój do-
celowy. Do tego celu wykorzystano szcze-
py bakteryjne z kolekcji American Type 
Culture Collection (ATCC), pochodzące 
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z Banku Szczepów Zakładu Mikrobiolo-
gii PIWet-PIB oraz enterotoksynę gron-
kowcową A i/lub B uzyskaną ze Staphy­
lococcus aureus (Sigma-Andrich). W za-
leżności od organizowanej rundy badania 
biegłości i sposobu przygotowania pró-
bek, materiał do badań poddawano pro-
cesowi liofilizacji bądź utrwaleniu kon-
serwantem.

Jednorodność i  stabilność próbek dla 
ilościowych kierunków badań sprawdzono 
zgodnie z procedurą zawartą w aneksie B 
normy ISO 13528:2005, a dla kierunków 
jakościowych na podstawie wytycznych 
w dokumencie Harmonised protocol for 
the proficiency testing of analytical labo-
ratories (17, 18). Jednorodność materiału 
dla każdego kierunku badania oceniano po-
przez zbadanie po 10 losowo wybranych 
próbek z każdego rodzaju (poziomu zanie-
czyszczenia) w warunkach powtarzalności. 
Badanie to wykonywane było przed roze-
słaniem próbek uczestnikom badania bie-
głości. Ocenę stabilności przeprowadzano 
dla 3 próbek z każdego rodzaju (poziomu 
zanieczyszczenia), wykonując dwa rów-
noległe oznaczenia w dniu przeprowadza-
nia analiz przez laboratoria uczestniczące 
w badaniach biegłości.

Zakodowane próbki przed dystrybucją 
były przechowywane w odpowiedniej tem-
peraturze (chłodziarka i/lub zamrażarka), 
które następnie przesłano uczestnikom 
przesyłką kurierską, w termoopakowaniu 
styropianowym z wkładami chłodzący-
mi oraz instrukcją postępowania z prób-
ką. Badanie ilościowe należało rozpocząć 
w dniu otrzymania próbek, natomiast ba-
danie jakościowe w ciągu 24 godzin od ich 
dostarczenia.

Organizator badania biegłości zagwa-
rantował każdemu laboratorium anonimo-
wość, poprzez nadanie indywidualnego nu-
meru identyfikacyjnego (kodu). Uczestnicy 
zobowiązani byli do przestrzegania usta-
lonych terminów, począwszy od wysłania 
formularza zgłoszeniowego do nadesłania 
wyników badania zgodnie z harmonogra-
mem badania biegłości. Przeprowadzali 
analizy nadesłanych próbek żywności przy 
zastosowaniu metod, rutynowo stosowa-
nych w bieżącej pracy laboratoryjnej, po-
dawali informacje dotyczące postępowa-
nia z próbką oraz szczegółowe dane odno-
śnie do zastosowanej procedury badawczej.

Kryteria oceny wyników 
badania biegłości

Wyniki uzyskane przez uczestników ba-
dań biegłości zostały poddane analizie 
statystycznej zgodnie z normą ISO 13528 
(17). Obliczono wartość odchylenia stan-
dardowego dla oceny biegłości oraz war-
tość przypisaną i jej niepewność (niepew-
ność standardowa ux).

Do oceny wyników badań ilościowych 
zastosowano wskaźnik z  lub z’, których 
wartości obliczono dla każdego wyniku 
zgodnie ze wzorami z = (χ – X) / σ lub 
z’ = (χ – X) /√σ2 + u2

x, gdzie: χ – wynik 
laboratorium; X – wartość przypisana; 
σ – odchylenie standardowe wszystkich 
wyników; ux – niepewność standardowa 
wartości przypisanej X. Parametr z’ stoso-
wany był w przypadkach, gdy wartość nie-
pewności standardowej nie spełniła kry-
terium ux ≤ 0,3 σ. Na podstawie wymie-
nionych wskaźników oceniano osiągnięte 
rezultaty laboratoriów uczestniczących 
w badaniach biegłości: |z| ≤ 2 wynik za-
dowalający; 2 < |z| < 3 wynik wątpliwy; |z| 
≥ 3 wynik niezadowalający. Wyniki badań 
jakościowych porównywane były z war-
tością przypisaną oznaczoną przez orga-
nizatora badania biegłości Ogólna ocena 
laboratorium biorącego udział w bada-
niach biegłości, w odniesieniu do dane-
go kierunku badań, zależała od osiągnię-
tych rezultatów i przyjęto, że laborato-
rium uzyskiwało ocenę negatywną nawet 
przy jednym wyniku niezadowalającym 
(badanie ilościowe) lub niezgodnym (ba-
danie jakościowe).

Wyniki badań biegłości

Uczestnikami badania biegłości były Za-
kłady Higieny Weterynaryjnej (ZHW), 
laboratoria zatwierdzone przez Główne-
go Lekarza Weterynarii (GLW) do wyko-
nywania badań dla celów kontroli urzę-
dowych, a także inne laboratoria prowa-
dzące rutynowe badania żywności, m.in. 
Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne, labo-
ratoria prywatne czy laboratoria zakładów 
mleczarskich.

Na ryc. 1 przedstawiono liczbę labora-
toriów uczestniczących w poszczególnych 
rundach badań biegłości. Było to najczę-
ściej od 20 do 36 laboratoriów w danej run-
dzie. Największy udział wykazały ZHW, 
których odsetek w poszczególnych run-
dach wahał się od 42 do 72%, następnie 
laboratoria zatwierdzone przez Główne-
go Lekarza Weterynarii (od 12 do 39%).

W rundach badań dotyczących wy-
krywania Salmonella spp. brało udział 
24–35 laboratoriów, L.  monocytogenes 
od 19 do 29, a w przypadku identyfika-
cji koagulazo-dodatnich Staphylococcus 
spp. udział wzięło 12 laboratoriów. Licz-
ba uczestników w kierunku wykrywania 

Kierunek badania Runda/rok
Liczba laboratoriów 

uczestniczących

Odsetek lub liczba 
laboratoriów 

z oceną pozytywną 

Wykrywanie Salmonella spp. 05/2008 24 100%

D1/2009 25(1)   96%

03/2010 25   92%

01/2014 35(2)   97%

Wykrywanie Listeria monocytogenes 05/2008 24(3) 100%

01/2011 19(3)   72%

01/2014 29(2) 100%

Wykrywanie koagulazo-dodatnich Staphylococcus spp. 05/2008 12 100%

Wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych 02/2008 4 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(3)   75%

Liczba ß-glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli 03/2010 25 100%

04/2014 25   96%

Liczba Enterobacteriaceae 03/2013 24(4)   91%

Objaśnienia: (1) dwa laboratoria nie przesłały wyników; (2) jedno laboratorium nadesłało wyniki po terminie; 
(3) jedno laboratorium nie przesłało wyniku; (4) jedno laboratorium wycofało się z badań

Tabela 1. Ocena laboratoriów w badaniach biegłości w latach 2008–2014

Higiena żywności i pasz

385Życie Weterynaryjne • 2015 • 90(6)



enterotoksyn gronkowcowych wyniosła 
od 2 do 5, w zależności od danej rundy. 
W badaniach ilościowych dotyczących 
oznaczania liczby koagulazo-dodatnich 
Staphylococcus spp. brało udział od 18 do 
23 laboratoriów, natomiast w pozostałych 
kierunkach było to w zakresie od 17 do 
25 uczestników.

W każdej rundzie badania biegłości 
uczestnicy otrzymali próbki zgodnie z har-
monogramem badań, a w przypadku jednej 
rundy kilku uczestników zgłosiło zastrze-
żenia co do ich stanu (próbki były zamro-
żone), jednak nie miało to wpływu na wy-
nik badań żadnego laboratorium. W sze-
ściu przypadkach laboratoria rozpoczęły 
badania ilościowe w  terminie niezgod-
nym z harmonogramem, który przewidy-
wał przeprowadzenie oznaczenia w dniu 
otrzymania próbek. Z kolei w oznacze-
niach jakościowych jedno laboratorium nie 
podjęło badania w wyznaczonym termi-
nie, czyli w ciągu 24 godz. od otrzymania 
próbek. W pięciu przypadkach laboratoria 
nie przesłały wyników, mimo zadeklaro-
wanej chęci wzięcia udziału w badaniach 
biegłości i odebrania próbki, jedno labo-
ratorium zrezygnowało z przeprowadze-
nia analizy, a jedno nadesłało wyniki po 
terminie wskazanym w regulaminie. La-
boratoria te nie zostały uwzględnione 
w ocenie (tab. 1).

Odsetek laboratoriów, które uzyska-
ły pozytywny wynik w badaniach biegło-
ści w badaniach jakościowych, w różnych 
rundach wyniósł od 72 do 100%, natomiast 
w ilościowych od 75 do 100%. W przypad-
ku sześciu rund zorganizowanych w zakre-
sie wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych tylko jedno laboratorium uzyskało 
ocenę negatywną. Biorąc pod uwagę kie-
runek badań, odsetek laboratoriów z wy-
nikiem pozytywnym wyniósł 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, 

Staphylococcus spp. i E. coli. Odsetek ten 
w przypadku laboratoriów ZHW był wyż-
szy i wyniósł 96% (obecność L. monocyto­
genes) oraz 100% (obecność Salmonella 
spp.). Wyniki laboratoriów ZHW w za-
kresie wykrywania enterotoksyn gronkow-
cowych i Staphylococcus spp. były w peł-
ni zgodne z wartością przypisaną. Po-
dobnie w badaniach ilościowych odsetek 
laboratoriów ZHW z wynikiem pozytyw-
nym był wyższy i wyniósł dla poszczegól-
nych kierunków badań odpowiednio 86% 
(liczba L. monocytogenes), 94% (liczba Sta­
phylococcus spp.), 100% (liczba Enterobac­
teriaceae i E. coli). Jako metody badawcze 
laboratoria stosowały przede wszystkim 
metody referencyjne, zgodnie z wymaga-
niami rozporządzenia Komisji (WE) nr 
2073/2005. Stanowiły one od 20 do 100% 
dla kierunków jakościowych oraz od 83 do 
100% dla oznaczeń ilościowych. Meto-
dy alternatywne stosowano znacznie rza-
dziej i były to techniki ELFA czy PCR wy-
korzystywane do wykrywania obecności 
Salmonella spp. i L. monocytogenes lub te-
sty 3M Petrifilm i TEMPO w oznaczeniach 
ilościowych. Odsetek laboratoriów posia-
dających akredytację metod badawczych, 
którymi posługiwały się w badaniach bie-
głości, wyniósł od 60 do 100%.

Podsumowanie

Organizacja badań biegłości jest proce-
sem praco- i czasochłonnym, począwszy 
od przygotowania planu badań biegłości 
do opracowania raportu z badań. Każde-
go roku badania biegłości organizowane 
przez ZHZ PIWet-PIB obejmowały najczę-
ściej dwie rundy i zazwyczaj dwa kierun-
ki, w odniesieniu do przyjętych kryteriów 
mikrobiologicznych dla mleka i produktów 
mlecznych przedstawionych w rozporzą-
dzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005. Anali-
za wyników z przeprowadzonych w latach 
2008–2014 dwunastu rund badań biegło-
ści pozwoliła organizatorowi w obiektyw-
ny sposób ocenić pracę danego laborato-
rium na tle wyników uzyskanych przez 

inne laboratoria. Zorganizowane badania 
wykazały, że odsetek laboratoriów, które 
uzyskały pozytywną ocenę w zależności 
od rodzaju badań wyniósł 95% dla ozna-
czeń jakościowych i 92% dla ilościowych. 
Odsetek ZHW z pozytywną oceną sięgał 
98% (badania jakościowe) i 95% (badania 
ilościowe). Na tej podstawie można stwier-
dzić, iż laboratoria urzędowe oraz inne la-
boratoria prowadzące rutynowe badania 
żywności prawidłowo wykonują badania 
w zakresie mikrobiologii mleka i produk-
tów mlecznych.
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Ryc. 1. Liczba laboratoriów biorących udział w poszczególnych rundach badania biegłości
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