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ako przyczyne wybuchu epidemii gab-
]czastej encefalopatii bydta (BSE) uznano
stosowanie w Zywieniu przezuwaczy ma-
czek miesno-kostnych wyprodukowanych
z bydta chorego na BSE lub owiec padlych
na trzesawke (scrapie; 1, 2). Z tego wzgle-
du wprowadzono szereg aktéw prawnych
majacych na celu ograniczenie stosowania
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wspomnianych maczek w Zywieniu zwie-
rzat gospodarskich (3,4, 5, 6,7, 8,9). Obec-
nie, zgodnie z rozporzadzeniem Komisji
56/2013 z 16 stycznia 2013 r. zmieniaja-
cym zalaczniki I i IV do rozporzadzenia
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 999/2001 ustanawiajacego zasady doty-
czgce zapobiegania, kontroli i zwalczania

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, Putawy

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%).
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Higiena zywnosci i pasz

niektérych przeno$nych encefalopatii gab-
czastych zakazane jest stosowanie przetwo-
rzonego biatka zwierzecego (PAP) w zy-
wieniu zwierzat gospodarskich (10). W ra-
mach odstepstwa mozna stosowa¢ maczke
rybna w paszach dla trzody chlewnej i dro-
biu, a takze dla nieodsadzonych przezuwa-
czy jako skladnik preparatéw mlekozastep-
czych. Dodatkowo przetworzone biatka
zwierzece inne niz maczka rybna, pocho-
dzac od zwierzat nieprzezuwajacych, moz-
na stosowa¢ w zywieniu zwierzat akwakul-
tury. Dla zapewnienia wlasciwej kontroli
przestrzegania zakazu konieczne jest sto-
sowanie odpowiednich metod, ktére moga
by¢ weryfikowane poprzez sprawdzanie
w badaniach bieglo$ci (proficiency test —
PT). Badania te sa waznym z punktu wi-
dzenia jednostek certyfikujacych, inspek-
¢ji oraz klientéw bezstronnym narzedziem
umozliwiajacym potwierdzenie kompeten-
¢ji laboratorium.

Celem opracowania jest przedstawienie
zasad organizacji i oceny wynikéw badan
bieglosci w zakresie wykrywania i identyfi-
kacji DNA przezuwaczy metoda real-time
PCR w paszach organizowanych przez Kra-
jowe Laboratorium Referencyjne w 2016 r.

Organizator badan

W dniach 13 pazdziernika — 2 grudnia
2016 r. przeprowadzono 1. runde badan
biegtosci, w ktérych brato udziat 6 labora-
toriow Zakladow Higieny Weterynaryjnej
(ZHW). Badania zostaly zorganizowane
przez Zaklad Higieny Pasz Pariistwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panistwowe-
go Instytutu Badawczego w Putawach, kt6-
ry zgodnie z rozporzadzeniem Minister-
stwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 8 kwietnia
2012 r. pelni role Krajowego Laboratorium
Referencyjnego w zakresie przetworzonego
biatka zwierzecego (11). Wedlug rozporza-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady nr
882/2004/WE (12) oraz Ustawy o Inspekcji
Weterynaryjnej z 29 stycznia 2004 r. (13),
jest zobowigzane do organizacji poréwnan
miedzylaboratoryjnych/badan bieglosci.
W mysl Ustawy o Inspekcji Weterynaryj-
nej laboratoria urzedowe sa zobowiazane
do regularnego uczestnictwa w badaniach
bieglo$ci organizowanych przez Krajowe
Laboratorium Referencyjne. Jest to jeden

z warunkéw, jaki musi spelni¢ laborato-
rium, aby zostalo zatwierdzone do wykony-
wania okreslonych badan. Natomiast brak
regularnego udzialu w badaniach bieglo-
$ci lub otrzymanie wynikéw niezadowala-
jacych w dwdch kolejnych rundach moze
przyczyni¢ sie do cofnigcia zatwierdze-
nia. Program badan bieglo$ci w zakresie
wykrywania i identyfikacji DNA przezu-
waczy w paszach metoda real-time PCR
w paszach organizowany jest dla labora-
toriéw urzedowych oraz ubiegajacych sie
o zatwierdzenie i obejmuje jedna runde
w ciagu roku. W przypadku laboratoriéw,
ktére uzyskaly wyniki niezadowalajace ba-
dan bieglosci organizowane sa rundy do-
datkowe, w mysl zapiséw Ustawy o Inspek-
cji Weterynaryjnej.

Materiat i metody

Material do badan stanowily: mieszanka

paszowa pelnoporcjowa dla przezuwaczy

(granulat), mieszanka paszowa pelnopor-

cjowa (Prestarter), mieszanka paszowa

dla ryb, mieszanka paszowa uzupetniajaca

(kaliber Musli), maczka z pierza, mgczka

miesno-kostna wolowa. Prébki mieszanek

paszowych zostaly zbadane w Zakladzie

Higieny Pasz metodami mikroskopowa

ireal-time PCR. Wyniki badania zamiesz-

czono w tabeli 1.

Mieszanke paszowa dokladnie wymie-
szano, a nastepnie podzielono na odpo-
wiednie porcje i fortyfikowano maczka
miesno-kostna wotowa. Fortyfikacje prze-
prowadzono w nastepujacy sposéb:

— fortyfikacja 0% — 0,00 g mieszanka pa-
szowa pelnoporcjowa dla przezuwa-
czy (granulat),

— fortyfikacja 0,05% — 19,99 g mieszanki
paszowej pelnoporcjowej (Prestarter)
+ 0,01 g maczki miesno-kostnej wolowej,

— fortyfikacja 0,05% — 19,99 g maczki
z pierza + 0,01 g maczki miesno-kost-
nej wolowej,

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

— fortyfikacja 0% — 20,00 g mieszanki pa-
szowej uzupelniajacej (kaliber Musli).
Nastepnie przygotowano 9 zestawdéw

po 5 prébek w szczelnie zamknigtych bu-

telkach plastikowych. Zestawy zawieraly
taka sama ilo$¢ prébek o takich samych

poziomach fortyfikacji. Do badan w zakre-
sie wykrywania i identyfikacji DNA prze-
zuwaczy w paszach metoda real-time PCR
zglosilo sie 6 laboratoriéw, z ktérych kaz-
de otrzymalo zestaw skladajacy sie z 5 pro-
bek mieszanek paszowych, kazda o masie
20 g. Prébki przekazano do badan 13 paz-
dziernika 2016 r.

Uczestnicy wykonali badania meto-
da real-time PCR wedlug procedury la-
boratoryjnej opracowanej na podstawie
wytycznych zawartych w rozporzadzeniu
Komisji (UE) nr 51/2013 z dnia 16 stycz-
nia 2013 r. zmieniajacym rozporzadzenie
(WE) nr 152/2009 w odniesieniu do me-
tod analitycznych oznaczania skladnikéw
pochodzenia zwierzecego do celéw urze-
dowej kontroli pasz (14, 15) oraz procedu-
ry badawczej opisujacej metode real-time
PCR zamieszczonej na stronie interneto-
wej Europejskiego Laboratorium Referen-
cyjnego ds. bialek zwierzecych (EURL-AP;
16). Identyfikacja DNA przezuwaczy opie-
ra sie na reakcji real-time PCR polegaja-
cej na amplifikacji fragmentéw mitochon-
drialnego DNA zawierajacych specyficz-
ne gatunkowo dla genomu przezuwaczy
sekwencje nukleotydowe. Opisywana re-
akcja nalezy do metod specyficznych ga-
tunkowo wykorzystujacych system sond
TagMan i jest zoptymalizowana dla apa-
ratéw plytkowych ABI. Jest to metoda ja-
kosciowa i pozwala jedynie na wykrycie
obecnosci DNA przezuwaczy.

Jednym z etapéw badania bylto prze-
prowadzenie kalibracji i oznaczenie war-
tosci cut-off. W tym celu wykorzystywany
byt zestaw kalibracyjny DNA przezuwaczy
ERM-AD482 Ruminant (JRC-IRMM, Bel-
gia). Warto$¢ cut-off stanowita wartos¢ gra-
niczng, ktéra réznicuje wyniki dodatnie od
ujemnych. Proces kalibracji stanowi takze
kontrole jako$ci badan w celu zminimali-
zowania ryzyka wystapienia wynikéw fat-
szywie pozytywnych. Kalibracja byla wy-
konywana przy uzyciu kalibrantéw za-
wierajacych DNA plazmidowe na trzech
poziomach (640, 160, 40 kopii). Jednorazo-
wo kazdy poziom sprawdzany byt w 12 po-
wtoérzeniach. Taka analiza byta wykony-
wana czterokrotnie. Nastepnie uzyskane
wartosci ct dla kazdego kalibranta wpro-
wadzano do odpowiedniego arkusza kalku-
lacyjnego (16) i obliczano warto$¢ cut-off

Tabela 1. Wyniki badania prébek materiatéw wykorzystywanych do bada biegtosci z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Rodzaj materiatu

Wyniki badania metoda mikroskopowa

Wyniki badania metoda real-time PCR

Mieszanka paszowa petnoporcjowa dla bydta Brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego Ujemny
Mieszanka paszowa petnoporcjowa (Prestarter) Obecnosé fragmentéw osci, tusek, skrzeli Ujemny
Maczka z pierza Obecnos¢é fragmentdw kosci zwierzat ladowych, piér Ujemny
Mieszanka paszowa dla ryb Obecnosé fragmentéw oSci, tusek, skrzeli Ujemny
Mieszanka paszowa uzupetniajaca (kaliber Musli) Brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego Ujemny
Maczka mieso-kostna wotowa Obecnosé fragmentéw kosci zwierzat lagdowych Dodatni
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Tabela 2. Wyniki badania prébek z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Higiena zywnosci i pasz

Kod prg;ki Skiad prébki Wyniki badania metoda mikroskopowa me:':z:':‘;;a:;':ap o
7 85  Mieszanka paszowa petnoporcjowa dla bydta Brak fragmentow pochodzenia zwierzecego Ujemny
103  Mieszanka paszowa petnoporcjowa Prestarter Obecnosc fragmentéw kosci zwierzat Iagdowych, Dodatni
+ maczka mieso-kostna wotowa o$ci, tusek, skrzeli
91  Maczka z pierza+ maczka migsno-kostna wotowa Obecnosé fragmentéw kosci zwierzat lagdowych, piér Dodatni
97  Mieszanka paszowa dla ryb Obecnosé fragment6w osci, tusek, skrzeli Ujemny
61  Mieszanka paszowa uzupetniajaca (kaliber Musli) Brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego Ujemny
8 59  Mieszanka paszowa petnoporcjowa dla bydta Brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego Ujemny
77  Mieszanka paszowa petnoporcjowa Prestarter Obecnosé fragment6w kosci zwierzat ladowych, Dodatni
+ maczka mieso-kostna wotowa 0Sci, tusek, skrzeli
65  Maczka z pierza+ maczka migsno-kostna wotowa Obecnosé fragmentéw kosci zwierzat lgdowych, pidr Dodatni
71  Mieszanka paszowa dla ryb Obecnosé fragmentéw osci, tusek, skrzeli Ujemny
35  Mieszanka paszowa uzupetniajaca (kaliber Musli) Brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego Ujemny

oraz liczbe kopii dla danej wartoséci cut-
-off. Wymagane bylo przynajmniej 9 ko-
pii dla wartosci cut-off.

Badanie homogenicznosci

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

Analiza statystyczna wynikow badai

Metoda wykrywania i identyfikacji DNA

przezuwaczy jest metoda jakosciowa, w ktd-

rej kontrolowane sa nastepujace parametry:

— Specyficzno$é — zdolnos¢ metody do
niewykrywania analitu, gdy nie ma go
w prébce.

— Czulo$¢ — zdolnos¢ metody do wykry-
cia czynnika wtedy, kiedy znajduje si¢
w badanej prébce.

— Dokladnos¢ — stopieri zgodnosci mie-
dzy wynikiem badania a przyjeta war-
toscia odniesienia.

NA
Specyficzno$é: SP = N x100 %

Czulo$é: SE = % x100 %

+

Dokladnosé: AC =

wxmo%

Przedzialy ufnosci:

Q:piZ/Eg:igzn:bLN#N_
n

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

Gdzie:

— PA = liczba prébek pozytywnych oce-
nionych w badaniu jako pozytywne

— ND = liczba prébek pozytywnych oce-
nionych w badaniu jako negatywne

— NA = liczba prébek negatywnych oce-
nionych w badaniu jako negatywne
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— PD = liczba prébek negatywnych oce-
nionych w badaniu jako pozytywne

— N - ogdlna liczba prébek (suma NA +
PA + PD + ND)

— N_ - ogdlna liczba ujemnych wynikéw
uzyskanych metoda odniesienia (suma
NA + PD)

— N, — ogdlnaliczba dodatnich wynikéw
uzyskanych metoda odniesienia (suma
PA + ND)

Wyniki wpisywano w formularzu przed-
stawionym ponizej.

Rzeczywisto$é
+ - suma
Test + PA PD a
- ND NA b
suma N+ N- N

Kryteria programu

Na podstawie otrzymanych wynikéw okre-
$lano takie parametry metody, jak: specy-
ficzno$¢, czulos¢ i dokladnos$¢. Parametry

okreslono w zakresie wykrywania skiad-
nikéw bialka przezuwaczy. Jako granice
kontrolng ostrzegawcza przyjeto warto$¢
> 90%, a jako granice kontrolng akcepta-
¢ji wynikéw <60%.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badania prébek metoda mikro-
skopowa i real-time PCR zawarte zostaly
w tabeli 2. Z powyzszych danych wynika,
ze w kazdej prébce otrzymano przewidy-
wane wyniki i materialy mogly by¢ wyko-
rzystane do przygotowania prébek do ba-
dan biegtosci.

Wyniki sprawdzania homogeniczno-
$ci przygotowanych prébek przedstawia
tabela 3.

Wszystkie uzyskane wyniki byly po-
prawne, a oznaczane parametry wynosily:
doktadnos¢ 100%, czulo$¢ 100% i specyficz-
no$¢ 100%. Otrzymane rezultaty potwier-
dzily, ze probki byly odpowiednio przygo-
towane i mogly by¢ wykorzystane w pro-
gramie badan bieglosci.

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

Tabela 3. Parametry metody mikroskopowej/real-time PCR, okre$lone na podstawie wynikéw badan zestawéw

kontrolnych oznaczonych kodami 7, 8

KOD Specyficznosé (%) Czutosé (%) Doktadnos$é (%)
7 100/100 100/100 100/100
8 100/100 100/100 100/100

Tabela 4. Liczba kopii oraz warto$ci cut-off oznaczone przez uczestnikéw badania

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




Higiena zywnosci i pasz

Tabela 5. Parametry metody jakoSciowej, okreslone na podstawie wynikow nadestanych przez uczestnikéw

badan oznaczonych kodami od 1 do 6

KOD Specyficznosé Czutosé Doktadnosé
1 100% 100% 100%
2 100% 100% 100%
3 100% 100% 100%
4 100% 100% 100%
5 100% 100% 100%
6 100% 100% 100%

uczestnikéw podczas kalibracji. Wszyscy
uczestnicy spetnili kryterium przynajmniej
9 kopii. Wartosci liczby kopii miescily sie
w przedziale: od 9,58 do 11,14. Wartosci
cut-off wynosily od 35,26 do 37,65. Nale-
zy réwniez zaznaczy¢, ze uczestnicy nie
uzyskali wynikéw falszywych ujemnych/
dodatnich w badaniach prébek podsta-
wionych.

Wszystkie laboratoria uczestniczace
w badaniu nadestaly wyniki w wyznaczo-
nym czasie. Tabela 5 przedstawia oznacza-
ne parametry (specyficznos¢, czulosé do-
kladno$¢) okreslone na podstawie nade-
stanych wynikéw.

Na podstawie otrzymanych wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze wszystkie (100%)
laboratoria uczestniczace uzyskaly wyni-
ki bardzo dobre (badane cechy osiagnie-
to na poziomie 100%) w zakresie wykry-
wania i identyfikacji DNA przezuwaczy
w paszach.

Analiza wynikéw badarn bieglosci w za-
kresie wykrywania i identyfikacji DNA
przezuwaczy w paszach, organizowanych
przez Krajowe Laboratorium Referencyj-
ne wskazuje na wysoki poziom kompeten-
¢ji laboratoriéow w tym zakresie.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze
badania bieglosci pozwalaja na ocene kom-
petencji laboratoriéw, a takze umozliwia-
ja poréwnywanie wlasnych wynikéw z wy-
nikami otrzymywanymi w innych labora-
toriach wykonujacych analizy w zakresie
identyfikacji DNA przezuwaczy metoda
real-time PCR. Badania bieglosci stano-
wia podstawowy element potwierdzajacy
kompetencje laboratorium, ktory jest wy-
magany przez Polskie Centrum Akredytacji

(PCA) w procesie utrzymania i rozszerze-
nia zakresu akredytacji wymaganej dla la-
boratoriéw uczestniczacych w krajowych
programach urzedowej kontroli pasz. Po-
nadto zapewniona jest w ten sposéb wspot-
praca miedzy KLR a laboratoriami regio-
nalnymi ZHW, ktéra stuzy doskonaleniu
i wdrazaniu urzedowych metod badan pasz
oraz zapewnieniu ich wysokiej jakosci.

Krajowe laboratoria upowaznione do
wykonywania badan w zakresie identyfi-
kacji DNA przezuwaczy w paszach me-
toda real-time PCR w ramach urzedowej
kontroli oraz laboratoria bedace na eta-
pie przygotowan do takiego wyznaczenia
potwierdzily swoje kompetencje, uzysku-
jac 100% wynikéw zadowalajacych. Uzy-
skane rezultaty $wiadcza o bardzo wyso-
kim poziomie umiejetnosci personelu wy-
konujacego analizy.
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i Rady z 29 kwietnia 2004 roku w sprawie kontroli urze-
dowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia zgodno-
$ci z prawem paszowym i zywnosciowym, oraz regula-
mi dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat
(Dz. Urz. UE L 165/1 z 30.04.2004).

. Ustawa z 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej

(Dz.U. 2016 poz. 1077).

Rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 51/2013 z 16 stycz-
nia 2013 r. zmieniajacym rozporzadzenie (WE) nr
152/2009 w odniesieniu do metod analitycznych ozna-
czania sktadnikéw pochodzenia zwierzecego do celow
urzedowej kontroli pasz (L 20/33, 23.01.2013).
Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z 27 stycznia
2009 r. ustanawiajace metody pobierania probek i doko-
nywania analiz do cel6w urzedowej kontroli pasz (L 54/1,
26.02.2009).

EURL-AP Standard Operating Procedure Detection of ru-
minant DNA in feed using real-time PCR. http://eurl.craw.
eu/img/page/sops/EURL AP%20SOP%20Ruminant?%20
PCR%20V1.1.pdf.

Dr Anna Weiner,
e-mail: anna.weiner@piwet.pulawy.pl



