
tetracyklin w leczeniu wystąpił w 2015 r., 
a pleuromutylin w 2016 r. (ryc. 3).

U koni najchętniej stosowane były peni-
cyliny, aminoglikozydy, sulfonamidy z tri-
metoprimem. W 2016 r. nastąpił wyraźny 
wzrost stosowania penicylin oraz tetracy-
klin w porównaniu z poprzednimi latami. 
W badanym okresie nastąpił wyraźny spa-
dek stosowania sulfonamidów i aminogli-
kozydów (ryc. 4).

Wyniki monitorowania wskazują na 
utrzymujący się wysoki odsetek stosowa-
nia penicylin i tetracyklin u bydła i trzody, 
z wyraźnym wzrostem zużycia u koni oraz 
zmniejszenie ilości sulfonamidów i amino-
glikozydów u wszystkich badanych gatun-
ków zwierząt.

Wyniki monitorowania stosowania an-
tybiotyków i sulfonamidów pozwalają na 
szacunkową ocenę stosowania ilości uży-
tych leków w farmakoterapii zakażeń oraz 
ustalenie trendów stosowania produktów 
leczniczych weterynaryjnych. Wyniki pro-
wadzonego programu badawczego mogą 
również stanowić uzupełniający element 
krajowych programów analizujących ry-
zyko nabywania lekooporności drobno-
ustrojów.
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Jako przyczynę wybuchu epidemii gąb-
czastej encefalopatii bydła (BSE) uznano 

stosowanie w żywieniu przeżuwaczy mą-
czek mięsno-kostnych wyprodukowanych 
z bydła chorego na BSE lub owiec padłych 
na trzęsawkę (scrapie; 1, 2). Z tego wzglę-
du wprowadzono szereg aktów prawnych 
mających na celu ograniczenie stosowania 

wspomnianych mączek w żywieniu zwie-
rząt gospodarskich (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Obec-
nie, zgodnie z  rozporządzeniem Komisji 
56/2013 z 16 stycznia 2013 r. zmieniają-
cym załączniki I  i  IV do rozporządzenia 
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) 
nr 999/2001 ustanawiającego zasady doty-
czące zapobiegania, kontroli i zwalczania 

Badania biegłości w zakresie 
wykrywania i identyfikacji DNA 
przeżuwaczy w paszach metodą 
real‑time PCR

Anna Weiner, Ilona Paprocka, Krzysztof Kwiatek

z Zakładu Higieny Pasz Państwowego Instytutu Weterynaryjnego – Państwowego 
Instytutu Badawczego w Puławach

Proficiency tests for the detection 
and identification of DNA ruminants in feed 
using real-time PCR

Weiner A., Paprocka I., Kwiatek K., Department 
of Hygiene of Animal Feedingstuffs, National 
Veterinary Research Institute, Puławy

The aim of this study was to present the principles 
of the organization and evaluation of the results 
of the first proficiency test for the detection and 
identification of ruminant DNA in the feed, using 
real-time PCR, which was organized by the National 
Reference Laboratory (NRL), in 2016. Proficiency 
test (PT), is a very important tool to confirm and 
establish the competence of the laboratory. Basing 
on the obtained results, we’ve got the evidence that 
all participating laboratories have achieved very good 
results (all parameters achieved at 100%).

Keywords: proficiency test, feed, real-time PCR.
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niektórych przenośnych encefalopatii gąb-
czastych zakazane jest stosowanie przetwo-
rzonego białka zwierzęcego (PAP) w ży-
wieniu zwierząt gospodarskich (10). W ra-
mach odstępstwa można stosować mączkę 
rybną w paszach dla trzody chlewnej i dro-
biu, a także dla nieodsadzonych przeżuwa-
czy jako składnik preparatów mlekozastęp-
czych. Dodatkowo przetworzone białka 
zwierzęce inne niż mączka rybna, pocho-
dząc od zwierząt nieprzeżuwających, moż-
na stosować w żywieniu zwierząt akwakul-
tury. Dla zapewnienia właściwej kontroli 
przestrzegania zakazu konieczne jest sto-
sowanie odpowiednich metod, które mogą 
być weryfikowane poprzez sprawdzanie 
w badaniach biegłości (proficiency test – 
PT). Badania te są ważnym z punktu wi-
dzenia jednostek certyfikujących, inspek-
cji oraz klientów bezstronnym narzędziem 
umożliwiającym potwierdzenie kompeten-
cji laboratorium.

Celem opracowania jest przedstawienie 
zasad organizacji i oceny wyników badań 
biegłości w zakresie wykrywania i identyfi-
kacji DNA przeżuwaczy metodą real-time 
PCR w paszach organizowanych przez Kra-
jowe Laboratorium Referencyjne w 2016 r.

Organizator badań

W dniach 13 października – 2 grudnia 
2016 r. przeprowadzono 1. rundę badań 
biegłości, w których brało udział 6 labora-
toriów Zakładów Higieny Weterynaryjnej 
(ZHW). Badania zostały zorganizowane 
przez Zakład Higieny Pasz Państwowego 
Instytutu Weterynaryjnego – Państwowe-
go Instytutu Badawczego w Puławach, któ-
ry zgodnie z rozporządzeniem Minister-
stwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 8 kwietnia 
2012 r. pełni rolę Krajowego Laboratorium 
Referencyjnego w zakresie przetworzonego 
białka zwierzęcego (11). Według rozporzą-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady nr 
882/2004/WE (12) oraz Ustawy o Inspekcji 
Weterynaryjnej z 29 stycznia 2004 r. (13), 
jest zobowiązane do organizacji porównań 
międzylaboratoryjnych/badań biegłości. 
W myśl Ustawy o Inspekcji Weterynaryj-
nej laboratoria urzędowe są zobowiązane 
do regularnego uczestnictwa w badaniach 
biegłości organizowanych przez Krajowe 
Laboratorium Referencyjne. Jest to jeden 

z warunków, jaki musi spełnić laborato-
rium, aby zostało zatwierdzone do wykony-
wania określonych badań. Natomiast brak 
regularnego udziału w badaniach biegło-
ści lub otrzymanie wyników niezadowala-
jących w dwóch kolejnych rundach może 
przyczynić się do cofnięcia zatwierdze-
nia. Program badań biegłości w zakresie 
wykrywania i  identyfikacji DNA przeżu-
waczy w paszach metodą real-time PCR 
w paszach organizowany jest dla labora-
toriów urzędowych oraz ubiegających się 
o zatwierdzenie i obejmuje jedną rundę 
w ciągu roku. W przypadku laboratoriów, 
które uzyskały wyniki niezadowalające ba-
dań biegłości organizowane są rundy do-
datkowe, w myśl zapisów Ustawy o Inspek-
cji Weterynaryjnej.

Materiał i metody

Materiał do badań stanowiły: mieszanka 
paszowa pełnoporcjowa dla przeżuwaczy 
(granulat), mieszanka paszowa pełnopor-
cjowa (Prestarter), mieszanka paszowa 
dla ryb, mieszanka paszowa uzupełniająca 
(kaliber Musli), mączka z pierza, mączka 
mięsno-kostna wołowa. Próbki mieszanek 
paszowych zostały zbadane w Zakładzie 
Higieny Pasz metodami mikroskopową 
i real-time PCR. Wyniki badania zamiesz-
czono w tabeli 1.

Mieszankę paszową dokładnie wymie-
szano, a następnie podzielono na odpo-
wiednie porcje i  fortyfikowano mączką 
mięsno-kostną wołową. Fortyfikację prze-
prowadzono w następujący sposób:

–– fortyfikacja 0% – 0,00 g mieszanka pa-
szowa pełnoporcjowa dla przeżuwa-
czy (granulat),

–– fortyfikacja 0,05% – 19,99 g mieszanki 
paszowej pełnoporcjowej (Prestarter) 
+ 0,01 g mączki mięsno-kostnej wołowej,

–– fortyfikacja 0,05% – 19,99 g mączki 
z pierza + 0,01 g mączki mięsno-kost-
nej wołowej,

–– fortyfikacja 0% – 20,00 g mieszanki pa-
szowej dla ryb,

–– fortyfikacja 0% – 20,00 g mieszanki pa-
szowej uzupełniającej (kaliber Musli).
Następnie przygotowano 9 zestawów 

po 5 próbek w szczelnie zamkniętych bu-
telkach plastikowych. Zestawy zawierały 
taką samą ilość próbek o  takich samych 

poziomach fortyfikacji. Do badań w zakre-
sie wykrywania i identyfikacji DNA prze-
żuwaczy w paszach metodą real-time PCR 
zgłosiło się 6 laboratoriów, z których każ-
de otrzymało zestaw składający się z 5 pró-
bek mieszanek paszowych, każda o masie 
20 g. Próbki przekazano do badań 13 paź-
dziernika 2016 r.

Uczestnicy wykonali badania meto-
dą real-time PCR według procedury la-
boratoryjnej opracowanej na podstawie 
wytycznych zawartych w rozporządzeniu 
Komisji (UE) nr 51/2013 z dnia 16 stycz-
nia 2013 r. zmieniającym rozporządzenie 
(WE) nr 152/2009 w odniesieniu do me-
tod analitycznych oznaczania składników 
pochodzenia zwierzęcego do celów urzę-
dowej kontroli pasz (14, 15) oraz procedu-
ry badawczej opisującej metodę real-time 
PCR zamieszczonej na stronie interneto-
wej Europejskiego Laboratorium Referen-
cyjnego ds. białek zwierzęcych (EURL-AP; 
16). Identyfikacja DNA przeżuwaczy opie-
ra się na reakcji real-time PCR polegają-
cej na amplifikacji fragmentów mitochon-
drialnego DNA zawierających specyficz-
ne gatunkowo dla genomu przeżuwaczy 
sekwencje nukleotydowe. Opisywana re-
akcja należy do metod specyficznych ga-
tunkowo wykorzystujących system sond 
TaqMan i jest zoptymalizowana dla apa-
ratów płytkowych ABI. Jest to metoda ja-
kościowa i pozwala jedynie na wykrycie 
obecności DNA przeżuwaczy.

Jednym z etapów badania było prze-
prowadzenie kalibracji i oznaczenie war-
tości cut-off. W tym celu wykorzystywany 
był zestaw kalibracyjny DNA przeżuwaczy 
ERM-AD482 Ruminant (JRC-IRMM, Bel-
gia). Wartość cut-off stanowiła wartość gra-
niczną, która różnicuje wyniki dodatnie od 
ujemnych. Proces kalibracji stanowi także 
kontrolę jakości badań w celu zminimali-
zowania ryzyka wystąpienia wyników fał-
szywie pozytywnych. Kalibracja była wy-
konywana przy użyciu kalibrantów za-
wierających DNA plazmidowe na trzech 
poziomach (640, 160, 40 kopii). Jednorazo-
wo każdy poziom sprawdzany był w 12 po-
wtórzeniach. Taka analiza była wykony-
wana czterokrotnie. Następnie uzyskane 
wartości ct dla każdego kalibranta wpro-
wadzano do odpowiedniego arkusza kalku-
lacyjnego (16) i obliczano wartość cut-off 

Tabela 1. Wyniki badania próbek materiałów wykorzystywanych do badań biegłości z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Rodzaj materiału Wyniki badania metodą mikroskopową Wyniki badania metodą real-time PCR

Mieszanka paszowa pełnoporcjowa dla bydła Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny

Mieszanka paszowa pełnoporcjowa (Prestarter) Obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli Ujemny

Mączka z pierza Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych, piór Ujemny

Mieszanka paszowa dla ryb Obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli Ujemny

Mieszanka paszowa uzupełniająca (kaliber Musli) Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny

Mączka mięso-kostna wołowa Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych Dodatni
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oraz liczbę kopii dla danej wartości cut-
-off. Wymagane było przynajmniej 9 ko-
pii dla wartości cut-off.

Badanie homogeniczności

W celu oceny jednorodności wybrano lo-
sowo 2 zestawy próbek i wykonano bada-
nie z zastosowaniem metody mikroskopo-
wej oraz real-time PCR.

Analiza statystyczna wyników badań

Metoda wykrywania i identyfikacji DNA 
przeżuwaczy jest metodą jakościową, w któ-
rej kontrolowane są następujące parametry:

–– Specyficzność – zdolność metody do 
niewykrywania analitu, gdy nie ma go 
w próbce.

–– Czułość – zdolność metody do wykry-
cia czynnika wtedy, kiedy znajduje się 
w badanej próbce.

–– Dokładność – stopień zgodności mię-
dzy wynikiem badania a przyjętą war-
tością odniesienia.

Specyficzność: SP = %100NA
×

−N
 

Czułość: SE = 100PA
×

+N
 %

Dokładność: AC = 100
N

)(
×

+ NAPA  %

Przedziały ufności:

CI = p ± 2 
n

pp )1( −   z n = N, N+, N–  

odpowiednio dla p (w %) = AC, SE, SP.
Gdzie:

–– PA = liczba próbek pozytywnych oce-
nionych w badaniu jako pozytywne

–– ND = liczba próbek pozytywnych oce-
nionych w badaniu jako negatywne

–– NA = liczba próbek negatywnych oce-
nionych w badaniu jako negatywne

–– PD = liczba próbek negatywnych oce-
nionych w badaniu jako pozytywne

–– N – ogólna liczba próbek (suma NA + 
PA + PD + ND)

–– N– – ogólna liczba ujemnych wyników 
uzyskanych metodą odniesienia (suma 
NA + PD)

–– N+ – ogólna liczba dodatnich wyników 
uzyskanych metodą odniesienia (suma 
PA + ND)
Wyniki wpisywano w formularzu przed-

stawionym poniżej.

Rzeczywistość

+ – suma

Test + PA PD a

– ND NA b

suma N+ N– N

Kryteria programu

Na podstawie otrzymanych wyników okre-
ślano takie parametry metody, jak: specy-
ficzność, czułość i dokładność. Parametry 

określono w zakresie wykrywania skład-
ników białka przeżuwaczy. Jako granicę 
kontrolną ostrzegawczą przyjęto wartość 
≥ 90%, a jako granicę kontrolną akcepta-
cji wyników ≤ 60%.

Wyniki i omówienie

Wyniki badania próbek metodą mikro-
skopową i real-time PCR zawarte zostały 
w tabeli 2. Z powyższych danych wynika, 
że w każdej próbce otrzymano przewidy-
wane wyniki i materiały mogły być wyko-
rzystane do przygotowania próbek do ba-
dań biegłości.

Wyniki sprawdzania homogeniczno-
ści przygotowanych próbek przedstawia 
tabela 3.

Wszystkie uzyskane wyniki były po-
prawne, a oznaczane parametry wynosiły: 
dokładność 100%, czułość 100% i specyficz-
ność 100%. Otrzymane rezultaty potwier-
dziły, że próbki były odpowiednio przygo-
towane i mogły być wykorzystane w pro-
gramie badań biegłości.

W  tabeli 4 przedstawiono liczby ko-
pii i  wartości cut-off uzyskane przez 

Tabela 3. Parametry metody mikroskopowej/real-time PCR, określone na podstawie wyników badań zestawów 
kontrolnych oznaczonych kodami 7, 8

KOD Specyficzność (%) Czułość (%) Dokładność (%)

7 100/100 100/100 100/100

8 100/100 100/100 100/100

Tabela 4. Liczba kopii oraz wartości cut-off oznaczone przez uczestników badania

Kod laboratorium Liczba kopii dla cut-off Cut-off Wyniki fałszywe

1 10,15 36,74 Nie stwierdzono

2 11,14 36,63 Nie stwierdzono

3 10,23 35,26 Nie stwierdzono

4   9,7 37,57 Nie stwierdzono

5     9,58 37,65 Nie stwierdzono

6 10,59 36,47 Nie stwierdzono

Tabela 2. Wyniki badania próbek z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Kod
Nr 

próbki
Skład próbki Wyniki badania metodą mikroskopową

Wyniki badania  
metodą real-time PCR

7 85 Mieszanka paszowa pełnoporcjowa dla bydła Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny

103 Mieszanka paszowa pełnoporcjowa Prestarter  
+ mączka mięso-kostna wołowa

Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych, 
ości, łusek, skrzeli

Dodatni

91 Mączka z pierza+ mączka mięsno-kostna wołowa Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych, piór Dodatni

97 Mieszanka paszowa dla ryb Obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli Ujemny

61 Mieszanka paszowa uzupełniająca (kaliber Musli) Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny

8 59 Mieszanka paszowa pełnoporcjowa dla bydła Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny

77 Mieszanka paszowa pełnoporcjowa Prestarter  
+ mączka mięso-kostna wołowa

Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych, 
ości, łusek, skrzeli

Dodatni

65 Mączka z pierza+ mączka mięsno-kostna wołowa Obecność fragmentów kości zwierząt lądowych, piór Dodatni

71 Mieszanka paszowa dla ryb Obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli Ujemny

35 Mieszanka paszowa uzupełniająca (kaliber Musli) Brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego Ujemny
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uczestników podczas kalibracji. Wszyscy 
uczestnicy spełnili kryterium przynajmniej 
9 kopii. Wartości liczby kopii mieściły się 
w przedziale: od 9,58 do 11,14. Wartości 
cut-off wynosiły od 35,26 do 37,65. Nale-
ży również zaznaczyć, że uczestnicy nie 
uzyskali wyników fałszywych ujemnych/
dodatnich w badaniach próbek podsta-
wionych.

Wszystkie laboratoria uczestniczące 
w badaniu nadesłały wyniki w wyznaczo-
nym czasie. Tabela 5 przedstawia oznacza-
ne parametry (specyficzność, czułość do-
kładność) określone na podstawie nade-
słanych wyników.

Na podstawie otrzymanych wyników 
można stwierdzić, że wszystkie (100%) 
laboratoria uczestniczące uzyskały wyni-
ki bardzo dobre (badane cechy osiągnię-
to na poziomie 100%) w zakresie wykry-
wania i  identyfikacji DNA przeżuwaczy 
w paszach.

Analiza wyników badań biegłości w za-
kresie wykrywania i  identyfikacji DNA 
przeżuwaczy w paszach, organizowanych 
przez Krajowe Laboratorium Referencyj-
ne wskazuje na wysoki poziom kompeten-
cji laboratoriów w tym zakresie.

Podsumowując, można stwierdzić, że 
badania biegłości pozwalają na ocenę kom-
petencji laboratoriów, a także umożliwia-
ją porównywanie własnych wyników z wy-
nikami otrzymywanymi w innych labora-
toriach wykonujących analizy w zakresie 
identyfikacji DNA przeżuwaczy metodą 
real-time PCR. Badania biegłości stano-
wią podstawowy element potwierdzający 
kompetencje laboratorium, który jest wy-
magany przez Polskie Centrum Akredytacji 

(PCA) w procesie utrzymania i rozszerze-
nia zakresu akredytacji wymaganej dla la-
boratoriów uczestniczących w krajowych 
programach urzędowej kontroli pasz. Po-
nadto zapewniona jest w ten sposób współ-
praca między KLR a laboratoriami regio-
nalnymi ZHW, która służy doskonaleniu 
i wdrażaniu urzędowych metod badań pasz 
oraz zapewnieniu ich wysokiej jakości.

Krajowe laboratoria upoważnione do 
wykonywania badań w zakresie identyfi-
kacji DNA przeżuwaczy w paszach me-
todą real-time PCR w ramach urzędowej 
kontroli oraz laboratoria będące na eta-
pie przygotowań do takiego wyznaczenia 
potwierdziły swoje kompetencje, uzysku-
jąc 100% wyników zadowalających. Uzy-
skane rezultaty świadczą o bardzo wyso-
kim poziomie umiejętności personelu wy-
konującego analizy.
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