
Istnieje wiele dowodów naukowych wskazujących na 
powiazanie gąbczastej encefalopatii bydła (BSE) ze 

stosowaniem mączek mięsno-kostnych (MBM) w ży-
wieniu przeżuwaczy. Z tego względu wprowadzono 
szereg zakazów dotyczących stosowania białek zwie-
rzęcych w żywieniu zwierząt gospodarskich (1, 2, 3). 
W wyniku tych ograniczeń prawnych przez wiele lat 
mączka rybna była głównym źródłem przetworzonego 
białka zwierzęcego w żywieniu zwierząt gospodarskich.

W 2013 r. zapoczątkowano stopniowe znoszenie 
zakazu paszowego w ramach, którego do żywienia 
zwierząt akwakultury dopuszczone zostało przetwo-
rzone białko pochodzenia wieprzowego i drobiowego 
(4). Ponadto, w 2017 r., umożliwiono wykorzystanie 
PAP owadziego w żywieniu trzody chlewnej oraz dro-
biu (5). Następnie w 2021 r., zgodnie z Rozporządze-
niem Komisji (UE) 2021/1372 z dnia 17 sierpnia 2021 r. 
zmieniającym załącznik IV do rozporządzenia Par-
lamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, do-
konano dalszego uchylenia zakazu paszowego, co 
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w praktyce oznaczało możliwość krzyżowego stoso-
wania PAP oraz kolagenu i żelatyny w żywieniu zwie-
rząt gospodarskich z wykluczeniem przeżuwaczy (6).

W tej nowej sytuacji prawnej niezbędnym stało się 
opracowanie i wdrożenie odpowiednich metod ana-
litycznych umożliwiających właściwą kontrolę prze-
strzegania zasad uchylonego zakazu paszowego na 
podstawie Rozporządzenia Parlamentu Europejskiego 
i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001 r. usta-
nawiającego zasady dotyczące zapobiegania, kontro-
li i zwalczania niektórych przenośnych gąbczastych 
encefalopatii (7, 8). Zgodnie z obowiązującym stanem 
prawnym metoda mikroskopowa powinna być stoso-
wana do wykrywania obecności PAP, natomiast me-
toda real-time PCR do identyfikacji gatunkowej (9).

W celu potwierdzenia kompetencji i zapewnienia 
właściwej jakości pracy laboratoria urzędowe zobo-
wiązane są do uczestniczenia w badaniach biegłości 
(PT) organizowanych przez laboratoria referencyj-
ne w danym obszarze, zgodnie z Rozporządzeniem 
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 
15 marca 2017 r., co obejmuje także w wykrywanie 
i identyfikację gatunkową PAP w paszach (10).

W związku z powyższym, celem niniejszej pracy 
jest przedstawienie zasad organizacji i oceny wy-
ników badań biegłości w zakresie identyfikacji DNA 
przeżuwaczy, wieprzowego oraz drobiowego metodą 
real-time PCR w paszach organizowanych w 2022 r. 
przez Krajowe Laboratorium Referencyjne.

Organizator badań

Zakład Higieny Pasz Państwowego Instytutu Wete-
rynaryjnego – Państwowego Instytutu Badawczego 
w Puławach (ZHS PIWet-PIB) pełni rolę Krajowego La-
boratorium Referencyjnego (KLR) w zakresie wykry-
wania i identyfikacji przetworzonego białka zwierzę-
cego w paszach. Jednym z zadań ZHS jest organizacja 
badań biegłości dla laboratoriów regionalnych (11). 
Obowiązek uczestnictwa w badaniach biegłości prze-
prowadzanych przez krajowe laboratorium referen-
cyjne, określa Ustawa z dnia 29 stycznia 2004 r. o In-
spekcji Weterynaryjnej (Dz.U. z 2004 r. nr 33 poz. 287 
z późn. zm.; 12). Od 2016 r. organizowane są badania 
biegłości w zakresie identyfikacji DNA białka prze-
żuwaczy w paszach. Natomiast w okresie od 31 marca 
2022 do 20 kwietnia 2022 r. po raz pierwszy przepro-
wadzono badania biegłości obejmujące identyfikację 

DNA przeżuwaczy, wieprzowego i drobiowego w pa-
szach dla czterech Pracowni Zakładów Higieny We-
terynaryjnej (ZHW).

Warto dodać, że organizator PT – Zakład Higie-
ny Pasz PIWet-PIB corocznie potwierdza swoje kom-
petencje w przedmiotowym zakresie poprzez udział 
w analogicznych badaniach przeprowadzonych przez 
Wspólnotowe Laboratorium Referencyjne ds. białka 
zwierzęcego (EURL-AP, Gembloux, Belgia).

Materiał i metody

W pierwszym etapie w KLR przygotowano i poddano 
analizie materiały paszowe wybrane do badań bie-
głości z zastosowaniem metody mikroskopowej oraz 
real-time PCR w kierunku identyfikacji DNA białka 
przeżuwaczy, wieprzowego i drobiowego. Przygoto-
wany materiał do badań stanowiły: mączka rybna, 
biszkopt mielony BABBEN, plazma wieprzowa, he-
moglobina wieprzowa, plazma drobiowa, przetwo-
rzone białko drobiowe (PAP) oraz mleko w proszku.

W kolejnym etapie po pozytywnej weryfikacji 
(tab. 1) przedmiotowe materiały paszowe zostały do-
kładnie wymieszane, a następnie podzielono je na 
odpowiednie porcje i przeprowadzono fortyfikację 
próbek nr 1–6 w następujący sposób:
1.	� 20,00 g mączki rybnej – próbka kontrolna, forty-

fikacja 0%;
2.	� 20,00 g mączki rybnej – próbka kontrolna, forty-

fikacja 0%;
3.	� 19,98 g biszkoptu mielonego BABBEN + 0,02 g plaz

my wieprzowej, fortyfikacja 0,1%;
4.	� 19,98 g plazmy wieprzowej + 0,02 g przetworzo-

nego białka drobiowego, fortyfikacja 0,1%;
5.	� 19,98 g plazmy drobiowej + 0,02 g biszkoptu mie-

lonego BABBEN, fortyfikacja 0,1%;
6.	� 19,96 g biszkoptu mielonego BABBEN + 0,02 g prze-

tworzonego białka drobiowego + 0,02 g hemoglo-
biny wieprzowej, fortyfikacja 0,2%.
Następnie przygotowano pojedyncze zestawy ana-

lityczne składające się z sześciu próbek w szczelnie 
zamkniętych butelkach plastikowych o tej samej 
20-gramowej masie i poziomie fortyfikacji.

Do badań biegłości w zakresie identyfikacji DNA 
przeżuwaczy, wieprzowego i drobiowego w paszach 
metodą real-time PCR zostały wyselekcjonowa-
ne cztery laboratoria ZHW, które otrzymały odpo-
wiednie zestawy przygotowanych uprzednio próbek.

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

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

DNA białka 
przeżuwaczy

DNA białka 
wieprzowego

DNA białka 
drobiowego

Mączka rybna stwierdzono obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny

Biszkopt mielony BABBEN brak fragmentów pochodzenia zwierzęcego dodatni ujemny ujemny

Plazma wieprzowa stwierdzono obecność elementów plazmy ujemny dodatni ujemny

Hemoglobina wieprzowa stwierdzono obecność elementów plazmy ujemny dodatni ujemny

Plazma drobiowa stwierdzono obecność plazmy ujemny ujemny dodatni

Przetworzone białko drobiowe stwierdzono obecność fragmentów kości zwierząt lądowych ujemny ujemny dodatni

Mleko w proszku stwierdzono obecność elementów mleka dodatni ujemny ujemny
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Analizy w zakresie wykrywania PAP i identyfikacji 
gatunkowej laboratoria prowadziły zgodnie z proce-
durą badawczą opracowaną na podstawie Rozporzą-
dzenia Komisji (UE) nr 51/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r. 
zmieniającym rozporządzenie (WE) nr 152/2009 w od-
niesieniu do metod analitycznych oznaczania skład-
ników pochodzenia zwierzęcego do celów urzędowej 
kontroli pasz, wytycznych EURL-AP zawartych w pro-
cedurach badań umieszczonych na stronie interneto-
wej, a także z uwzględnieniem zaleceń KLR przekaza-
nych podczas spotkania organizacyjnego (13, 14, 15).

Jednym z etapów badania było wykonanie kalibracji 
i oznaczenie wartości cut-off. Kalibracje zostały prze-
prowadzone przy użyciu trzech rodzajów kalibrantów 
zawierających DNA plazmidowe przeżuwaczy, wieprzo-
we i drobiowe na trzech poziomach (640, 160, 40 kopii). 
Każdy poziom był sprawdzany jednorazowo w 12 po-
wtórzeniach. Taka analiza była przeprowadzana cztero-
krotnie dla każdego z gatunków. W następnej kolejności 
otrzymane wartości ct dla każdego kalibranta wprowa-
dzono do odpowiedniego arkusza kalkulacyjnego i obli-
czono wartość cut-off oraz liczbę kopii dla danej warto-
ści cut-off. Wartość cut-off stanowiła limit graniczny, 
który różnicuje wyniki na dodatnie i ujemne. Konieczne 
było uzyskanie przynajmniej dziewięciu kopii dla war-
tości cut-off w przypadku identyfikacji DNA przeżuwa-
czy i drobiowego, co najmniej pięciu kopii dla wartości 
cut-off w przypadku identyfikacji DNA wieprzowego.

Badanie homogeniczności

Jednorodność została określona w wyniku badania 
dwóch losowo wybranych zestawów próbek anali-
zowanych z wykorzystaniem metody mikroskopo-
wej w kierunku obecności PAP oraz metody real-time 
PCR w kierunku identyfikacji DNA przetworzone-
go białka przeżuwaczy, wieprzowego i drobiowego.

Analiza statystyczna wyników badań

Stosowane metody wykrywania i identyfikacji DNA 
przeżuwaczy, wieprzowego oraz drobiowego mają 
z zasady charakter jakościowy, w których kontrolo-
wane były następujące parametry:

–– specyficzność – zdolność metody do niewykry-
wania analitu, gdy nie ma go w próbce;

–– czułość – zdolność metody do wykrycia czynnika 
wtedy, kiedy znajduje się w badanej próbce;

–– dokładność – stopień zgodności między wyni-
kiem badania, a przyjętą wartością odniesienia.

gdzie:
–– PA – liczba próbek pozytywnych ocenionych w ba-

daniu jako pozytywne
–– ND – liczba próbek pozytywnych ocenionych w ba-

daniu jako negatywne
–– NA – liczba próbek negatywnych ocenionych w ba-

daniu jako negatywne
–– PD – liczba próbek negatywnych ocenionych w ba-

daniu jako pozytywne
–– N – ogólna liczba próbek (suma NA +PA + PD + ND)
–– N- – ogólna liczba ujemnych wyników uzyska-

nych metodą odniesienia (suma NA + PD)
–– N+ – ogólna liczba dodatnich wyników uzyska-

nych metodą odniesienia (suma PA + ND)
Wyniki wpisywano w formularzu przedstawionym 
poniżej.

Rzeczywistość
+ – suma

Test + PA PD a
– ND NA b

suma N+ N– N

Kryteria programu

Na podstawie otrzymanych wyników określano war-
tości parametrów metody real-time PCR, a mianowi-
cie: specyficzność, czułość i dokładność, które od-
niosły się do identyfikacji DNA białka przeżuwaczy, 
wieprzowego i drobiowego. Jako granicę kontrolną 
ostrzegawczą przyjęto wartość ≥ 90%, a jako grani-
cę kontrolną akceptacji wyników ≤ 60%.

Wyniki i omówienie

Udział w badaniach biegłości umożliwia niezależną ze-
wnętrzną ocenę wiarygodności uzyskiwanych wyników 
oraz stanowi bardzo ważny element potwierdzający 
kompetencje laboratorium. Stanowi to formalny wy-
móg Polskiego Centrum Akredytacji (PCA) w procesie 
uzyskiwania i poszerzania zakresu akredytacji w od-
niesieniu do urzędowych laboratoriów uczestniczą-
cych w kontroli pasz. Dzięki uczestnictwie w badaniach 
PT zapewniona jest również współpraca pomiędzy 
Krajowym Laboratorium Referencyjnym a urzędo-
wymi laboratoriami ZHW. W efekcie tego rodzaju 
postępowania uzyskuje się wysoki poziom prowadzo-
nych badań urzędowych i ich należytą wiarygodność.

Wszystkie laboratoria uczestniczące w badaniach 
biegłości przekazały wyniki w wyznaczonym terminie.

W przeprowadzonych badaniach PT wykazano, że 
wszystkie cztery laboratoria uczestniczące w progra-
mie wykazały się odpowiednim opanowaniem i wdro-
żeniem weryfikowanych metod w trakcie prowadzo-
nych analiz dostarczonych próbek.

Z danych przedstawionych w tab. 1 wynika, że ma-
teriały wybrane do badań PT posiadały odpowied-
ni skład zgodnie z przyjętymi założeniami. Ponadto 
przeprowadzone badania homogeniczności dwóch ze-
stawów próbek potwierdziły właściwy skład analitów 
(tab. 2). Otrzymane wyniki wskazały więc, że próbki 
zostały przygotowane prawidłowo i można było się 
nimi posłużyć przy wykonywaniu badań biegłości.

specyficzność:		

czułość:			 

dokładność:		

przedziały ufności:	

odpowiednio dla p (w%) = AC, SE, SP
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wyników fałszywie ujemnych w badaniach próbek 
podstawionych. Liczbę kopii i wartości cut-off, któ-
re uzyskano przez uczestników podczas kalibracji 
przedstawiono w tab. 4.

Podsumowując, biorąc pod uwagę przedstawione 
rezultaty i komentarze można stwierdzić, że wszyst-
kie cztery laboratoria (100%) uczestniczące w bada-
niach biegłości uzyskały wyniki bardzo dobre (ba-
dane cechy osiągnięto na poziomie 100%) w zakresie 
wykrywania i identyfikacji DNA przeżuwaczy, DNA 
wieprzowego i DNA drobiowego w paszach. Wska-
zuje to na wysoki poziom kompetencji laborato-
riów w tym zakresie oraz świadczy o bardzo wyso-
kim poziomie umiejętności personelu wykonującego 
badania laboratoryjne, a w konsekwencji wskazują 

Na podstawie wyników nadesłanych przez uczest-
ników badań biegłości określono wartości parame-
trów dotyczących specyficzności, czułości i dokład-
ności, które zawarto w tab. 3. Na podstawie analizy 
otrzymanych wyników badań z czterech laboratoriów 
ZHW stwierdzono, że uzyskane wartości były prawi-
dłowe, a oznaczane cechy zostały określone na po-
ziomie: dokładność – 100%, czułość – 100% i specy-
ficzność – 100% zgodnie z danymi zawartymi w tab. 3.

Ponadto należy podkreślić, że wszyscy uczestni-
cy osiągnęli wymagane min. dziewięć kopii (warto-
ści wahały się w zakresie od 10,09 do 11,28) w odnie-
sieniu dla wartości cut-off w przypadku identyfikacji 
DNA przeżuwaczy. W przypadku kalibracji dla DNA 
białka wieprzowego uczestnicy nie spełnili wyma-
ganego kryterium przynajmniej pięć kopii. War-
tości te zawierały się bowiem w przedziale od 3,15 
do 3,85. Natomiast w przypadku kalibracji dla DNA 
białka drobiowego w dwóch laboratoriach (oznaczo-
ne kodami 2 i 4) nie przeprowadzono reakcji z po-
wodu opóźnienia realizacji zamówienia. Pozostałe 
dwa laboratoria (kod 1 i 3) osiągnęły wartości kryte-
rium powyżej dziewięciu kopii, otrzymane warto-
ści mieściły się w przedziale od 10,49 do 11,03. Należy 
podkreślić, że pomimo tego uczestnicy nie uzyskali 

Tabela 3. Parametry metody jakościowej, określone na podstawie otrzymanych wyników 
od uczestników badań biegłości oznaczonych kodami od 1 do 4

KOD Specyficzność Czułość Dokładność

1 100% 100% 100%

2 100% 100% 100%

3 100% 100% 100%

4 100% 100% 100%

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

Kod 

Liczba kopii dla cut-off Cut-off

Wyniki fałszyweDNA białka 
przeżuwaczy

DNA białka 
wieprzowego

DNA białka 
drobiowego

DNA białka 
przeżuwaczy

DNA białka 
wieprzowego

DNA białka 
drobiowego

1 10,09 3,28 11,03 36,74 38,45 35,92 nie stwierdzono

2 11,07 3,85 – 35,55 39,65 – nie stwierdzono

3 11,28 3,55 10,49 35,85 41,18 39,94 nie stwierdzono

4 10,53 3,15 – 34,67 42,57 – nie stwierdzono

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

Kod Nr 
próbki Skład próbki Wyniki badania metodą mikroskopową

Wyniki badania metodą real-time PCR

DNA białka 
przeżuwaczy

DNA białka 
wieprzowego

DNA białka 
drobiowego

5

23 mączka rybna stwierdzono obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny

33 mączka rybna stwierdzono obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny

44 biszkopt mielony BABBEN + plazmy wieprzowa stwierdzono obecność elementów plazmy i mleka dodatni dodatni ujemny

18 plazma wieprzowa + przetworzone białko 
drobiowe

stwierdzono obecność fragmentów kości zwierząt 
lądowych oraz elementów plazmy ujemny dodatni dodatni

14 plazma drobiowa + biszkopt mielony 
BABBEN stwierdzono obecność elementów plazmy i mleka dodatni ujemny dodatni

53 biszkopt mielony BABBEN + przetworzone 
białko drobiowe + hemoglobina wieprzowa 

stwierdzono obecność fragmentów kości zwierząt 
lądowych oraz elementów plazmy, hemoglobiny i mleka dodatni dodatni dodatni

6

7 mączka rybna stwierdzono obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny

59 mączka rybna stwierdzono obecność fragmentów ości, łusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny

41 biszkopt mielony BABBEN + plazmy wieprzowa stwierdzono obecność elementów plazmy i mleka dodatni dodatni ujemny

21 plazma wieprzowa + przetworzone białko 
drobiowe

stwierdzono obecność fragmentów kości zwierząt 
lądowych oraz elementów plazmy ujemny dodatni dodatni

12 plazma drobiowa + biszkopt mielony BABBEN stwierdzono obecność elementów plazmy i mleka dodatni ujemny dodatni

4 biszkopt mielony BABBEN + przetworzone 
białko drobiowe + hemoglobina wieprzowa

stwierdzono obecność fragmentów kości zwierząt 
lądowych oraz elementów plazmy, hemoglobiny dodatni dodatni dodatni
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Starożytność należy do tych okresów historii Eu-
ropy, dla których mamy stosunkowo skąpą doku-

mentację. Mimo znacznej liczby zachowanych papiru-
sów i pergaminów, to jak na 1000 lat historii rzymskiej 
jest ich niewiele. Zwoje papirusowe były stosunkowo 
nietrwałe i kruche, a ich żywot w warunkach euro-
pejskich oblicza się na 200 lat. Tylko w zupełnie wy-
jątkowych warunkach, przede wszystkim egipskich 
piasków i suchego klimatu, mogły przetrwać nawet 
do naszych czasów. Pewną liczbę papirusów odkryto 
w ostatnich dziesięcioleciach w Palestynie, w grobach 
nekropolii starożytnych miast greckich czy w zwę-
glonych zwojach znalezionych w Herkulanum, z któ-
rych jedynie część udało się rozwinąć i odczytać (6). 
Były trzy gatunki papirusu, najlepszy nazywano au-
gustowskim, drugi otrzymał nazwę od imienia żony 
cesarza, Liwii – papirus liwiański, trzeci, najgorszy, 
to tzw. papirus hieratyczny. Ponieważ cienkość papi-
rusu augustowskiego sprawiała, że litery przebijały 

na drugą stronę, zaczęto zlepiać dwa pierwsze gatun-
ki papirusu i nazwano go klaudyjskim. Zwoje papi-
rusowe (volumen) były masowo przepisywane przez 
liczne zakłady wydawnicze, które zatrudniały całe 
rzesze kopistów – przepisywaczy. Otrzymywali oni 
wynagrodzenie na zasadach stychometrii – obliczenia 
według liczby wierszy, wprowadzonej w czasach Ne-
rona. Mocą dekretu Dioklecjana z 301 r. podstawą ob-
liczeń stanowiło 100 wierszy. Zwoje, zależnie od tek-
stu, były dłuższe lub krótsze i dochodziły do 8–10 m, 
o szerokości 20–44 cm (bywały jeszcze węższe). Zwi-
jane były na drążku z zagiętymi końcami zwanym 
umbilicus. Przechowywane były w odpowiednich fu-
terałach lub skrzynkach, na zewnątrz wisiała kart-
ka z wypisanym tytułem – index. Z czasem zaczęto 
używać pergaminu (odpowiednio wyprawiona skóra 
cielęca), który wynaleziono w III wieku p.n.e. w mie-
ście Pergamonie w Azji Mniejszej (stąd jego nazwa). 
Początkowo bardzo kosztowny, używany podobnie 

na wiarygodność wyników wykonywanych labora-
toryjnych badań urzędowych w zakresie wykrywania 
i identyfikacji gatunkowej PAP w paszach.
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