Ocena kompetencji laboratoriow urzedowych w zakresie
identyfikacji gatunkowej DNA zwierzecego w paszach

Martyna Skowronek, Monika Mazur-Frejowska, Anna Weiner, Krzysztof Kwiatek

z Zaktadu Higieny Pasz Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Painstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

Evaluation of the competence of official control laboratories for animal
species DNA identification in feed

Skowronek M,. Mazur-Frejowska M., Weiner A., Kwiatek K., Department of
Hygiene of Animal Feedingstuffs, National Veterinary Research Institute in
Pulawy

The purpose of the study was to present principles of organization and
evaluation of research results proficiency in detecting and identifying ruminant,
pork and poultry DNA by using real-time PCR in feeds, organized by the
National Reference Laboratory (NRL) in 2022. All laboratories participating in
the proficiency tests obtained very good results (tested characteristics were
achieved at the level of 100%), in detecting and identifying ruminant DNA,
pork DNA and poultry DNA in feeds. This indicates a high level of competence
of laboratories in this area and proves a very high level of skills of the staff
performing laboratory tests.

Keywords: proficiency testing, real-time PCR, feed, animal species DNA.

196

I stnieje wiele dowod6éw naukowych wskazujgcych na
powiazanie gabczastej encefalopatii bydta (BSE) ze
stosowaniem maczek miesno-kostnych (MBM) w zy-
wieniu przezuwaczy. Z tego wzgledu wprowadzono
szereg zakaz6w dotyczacych stosowania biatek zwie-
rzecych w zywieniu zwierzat gospodarskich (1, 2, 3).
W wyniku tych ograniczen prawnych przez wiele lat
maczka rybna byta gtdwnym Zrédtem przetworzonego
biatka zwierzecego w Zywieniu zwierzat gospodarskich.

W 2013 r. zapoczatkowano stopniowe znoszenie
zakazu paszowego w ramach, ktérego do zywienia
zwierzat akwakultury dopuszczone zostato przetwo-
rzone biatko pochodzenia wieprzowego i drobiowego
(4). Ponadto, w 2017 r., umozliwiono wykorzystanie
PAP owadziego w Zywieniu trzody chlewnej oraz dro-
biu (5). Nastepnie w 2021 r., zgodnie z Rozporzadze-
niem Komisji (UE) 2021/1372 z dnia 17 sierpnia 2021r.
zmieniajacym zatacznik IV do rozporzadzenia Par-
lamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, do-
konano dalszego uchylenia zakazu paszowego, co
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w praktyce oznaczato mozliwos$¢ krzyzowego stoso-
wania PAP oraz kolagenu i zelatyny w zywieniu zwie-
rzat gospodarskich z wykluczeniem przezuwaczy (6).

W tej nowej sytuacji prawnej niezbednym stato sie
opracowanie i wdrozenie odpowiednich metod ana-
litycznych umozliwiajacych wtasciwg kontrole prze-
strzegania zasad uchylonego zakazu paszowego na
podstawie Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001 r. usta-
nawiajacego zasady dotyczace zapobiegania, kontro-
liizwalczania niektérych przeno$nych gabczastych
encefalopatii (7, 8). Zgodnie z obowigzujacym stanem
prawnym metoda mikroskopowa powinna by¢ stoso-
wana do wykrywania obecno$ci PAP, natomiast me-
toda real-time PCR do identyfikacji gatunkowej (9).

W celu potwierdzenia kompetencji i zapewnienia
wtasciwej jako$ci pracy laboratoria urzedowe zobo-
wigzane sg do uczestniczenia w badaniach biegtosci
(PT) organizowanych przez laboratoria referencyj-
ne w danym obszarze, zgodnie z Rozporzadzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia
15 marca 2017 r., co obejmuje takze w wykrywanie
iidentyfikacje gatunkowa PAP w paszach (10).

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej pracy
jest przedstawienie zasad organizacji i oceny wy-
nikow badan biegtos$ci w zakresie identyfikacji DNA
przezuwaczy, wieprzowego oraz drobiowego metoda
real-time PCR w paszach organizowanych w 2022 r.
przez Krajowe Laboratorium Referencyjne.

Organizator badan

Zaktad Higieny Pasz Panstwowego Instytutu Wete-
rynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Putawach (ZHS PIWet-PIB) petni role Krajowego La-
boratorium Referencyjnego (KLR) w zakresie wykry-
waniaiidentyfikacji przetworzonego biatka zwierze-
cego w paszach. Jednym z zadan ZHS jest organizacja
badan biegtos$ci dla laboratoriéw regionalnych (11).
Obowiazek uczestnictwa w badaniach biegtosci prze-
prowadzanych przez krajowe laboratorium referen-
cyjne, okresla Ustawa z dnia 29 stycznia 2004 r. o In-
spekcji Weterynaryjnej (Dz.U. z 2004 r. nr 33 poz. 287
z pdzn. zm.; 12). 0d 2016 r. organizowane sg badania
biegtosci w zakresie identyfikacji DNA biatka prze-
zuwaczy w paszach. Natomiast w okresie od 31 marca
2022 do 20 kwietnia 2022 r. po raz pierwszy przepro-
wadzono badania biegtosci obejmujace identyfikacje
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DNA przezuwaczy, wieprzowego i drobiowego w pa-
szach dla czterech Pracowni Zaktadéw Higieny We-
terynaryjnej (ZHW).

Warto dodad, ze organizator PT — Zaktad Higie-
ny Pasz PIWet-PIB corocznie potwierdza swoje kom-
petencje w przedmiotowym zakresie poprzez udziat
wanalogicznych badaniach przeprowadzonych przez
Wspolnotowe Laboratorium Referencyjne ds. biatka
zwierzecego (EURL-AP, Gembloux, Belgia).

Materiat i metody

W pierwszym etapie w KLR przygotowano i poddano
analizie materiaty paszowe wybrane do badan bie-
glosci z zastosowaniem metody mikroskopowej oraz
real-time PCR w kierunku identyfikacji DNA biatka
przezuwaczy, wieprzowego i drobiowego. Przygoto-
wany materiat do badan stanowity: maczka rybna,
biszkopt mielony BABBEN, plazma wieprzowa, he-
moglobina wieprzowa, plazma drobiowa, przetwo-
rzone biatko drobiowe (PAP) oraz mleko w proszku.

W kolejnym etapie po pozytywnej weryfikacji
(tab. 1) przedmiotowe materiaty paszowe zostaty do-
ktadnie wymieszane, a nastepnie podzielono je na
odpowiednie porcje i przeprowadzono fortyfikacje
probek nr 1-6 w nastepujacy sposob:

1. 20,00 g maczki rybnej — prébka kontrolna, forty-
fikacja 0%;

2. 20,00 g maczki rybnej — probka 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 biatka 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 biatka drobiowego + 0,02 g hemoglo-
biny wieprzowej, fortyfikacja 0,2%.

Nastepnie przygotowano pojedyncze zestawy ana-
lityczne sktadajgce sie z sze$ciu probek w szczelnie
zamknietych butelkach plastikowych o tej samej
20-gramowej masie i poziomie fortyfikacji.

Do badan biegtosci w zakresie identyfikacji DNA
przezuwaczy, wieprzowego i drobiowego w paszach
metoda real-time PCR zostaly wyselekcjonowa-
ne cztery laboratoria ZHW, ktére otrzymaty odpo-
wiednie zestawy przygotowanych uprzednio prébek.

Tabela 1. Wyniki badania probek materiatow paszowych wykorzystanych do badan biegtosci z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Wyniki badania metoda real-time PCR

DNA biatka
drobiowego

Rodzaj materiatu Wyniki badania metoda mikroskopowa DNA biatka DNA biatka
przezuwaczy wieprzowego
Maczka rybna stwierdzono obecnos¢ fragmentdw osci, tusek, skrzeli ujemny ujemny
Biszkopt mielony BABBEN brak fragmentéw pochodzenia zwierzecego dodatni ujemny
Plazma wieprzowa stwierdzono obecnos$¢ elementéw plazmy ujemny dodatni
Hemoglobina wieprzowa stwierdzono obecno$¢ elementéw plazmy ujemny dodatni
Plazma drobiowa stwierdzono obecnos$¢ plazmy ujemny ujemny
Przetworzone biatko drobiowe stwierdzono obecnos¢ fragmentdéw kosci zwierzat ladowych ujemny ujemny
Mleko w proszku stwierdzono obecnos¢ elementéw mleka dodatni ujemny
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specyficznosé:

czulo$é:

doktadno$é:

Analizy w zakresie wykrywania PAP i identyfikacji
gatunkowej laboratoria prowadzity zgodnie z proce-
dura badawczg opracowang na podstawie Rozporza-
dzenia Komisji (UE) nr 51/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r.
zmieniajagcym rozporzadzenie (WE) nr 152/2009 w od-
niesieniu do metod analitycznych oznaczania sktad-
nikow pochodzenia zwierzecego do celow urzedowej
kontroli pasz, wytycznych EURL-AP zawartych w pro-
cedurach badan umieszczonych na stronie interneto-
wej, a takze z uwzglednieniem zalecen KLR przekaza-
nych podczas spotkania organizacyjnego (13, 14, 15).

Jednym z etap6w badania byto wykonanie kalibracji
ioznaczenie wartosci cut-off. Kalibracje zostaty prze-
prowadzone przy uzyciu trzech rodzajéw kalibrantow
zawierajacych DNA plazmidowe przezuwaczy, wieprzo-
we i drobiowe na trzech poziomach (640, 160, 40 kopii).
Kazdy poziom byt sprawdzany jednorazowo w 12 po-
wtdrzeniach. Taka analiza byta przeprowadzana cztero-
krotnie dla kazdego z gatunkéw. W nastepnej kolejnosci
otrzymane wartosci ct dla kazdego kalibranta wprowa-
dzono do odpowiedniego arkusza kalkulacyjnego i obli-
czono warto$¢ cut-off oraz liczbe kopii dla danej warto-
Sci cut-off. Warto$¢ cut-off stanowita limit graniczny,
ktory r6znicuje wyniki na dodatnie i ujemne. Konieczne
byto uzyskanie przynajmniej dziewieciu kopii dla war-
tosci cut-off w przypadku identyfikacji DNA przezuwa-
czy i drobiowego, co najmniej pieciu kopii dla wartosci
cut-off w przypadku identyfikacji DNA wieprzowego.

Badanie homogenicznosci

Jednorodno$c¢ zostata okreslona w wyniku badania
dwoch losowo wybranych zestawow probek anali-
zowanych z wykorzystaniem metody mikroskopo-
wej w kierunku obecno$ci PAP oraz metody real-time
PCR w kierunku identyfikacji DNA przetworzone-
go biatka przezuwaczy, wieprzowego i drobiowego.

Analiza statystyczna wynikow badan

Stosowane metody wykrywania i identyfikacji DNA

przezuwaczy, wieprzowego oraz drobiowego maja

z zasady charakter jako$ciowy, w ktérych kontrolo-

wane byty nastepujace parametry:

- specyficznos$¢ — zdolnos¢ metody do niewykry-
wania analitu, gdy nie ma go w probce;

- czuto$¢ — zdolno$¢ metody do wykrycia czynnika
wtedy, kiedy znajduje sie w badanej probce;

- doktadno$¢ — stopien zgodnos$ci miedzy wyni-
kiem badania, a przyjeta wartosScig odniesienia.

SP = NAX 100%
=5 b

PA
SE = N X 100%

PA+ NA
o )

0,
N X 100%

1-—
przedziaty ufnosci: Cl=pt2 uzn =N,N,,N_
A n
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odpowiednio dla p (w%) = AC, SE, SP

gdzie:

— PA - liczba prébek pozytywnych ocenionych w ba-
daniu jako pozytywne

— ND - liczba prébek pozytywnych ocenionych w ba-
daniu jako negatywne

- NA - liczba prébek negatywnych ocenionych w ba-
daniu jako negatywne

- PD - liczba prébek negatywnych ocenionych w ba-
daniu jako pozytywne

- N - ogodlnaliczba préobek (suma NA +PA + PD + ND)

- N- - ogdlna liczba ujemnych wynikow uzyska-
nych metoda odniesienia (suma NA + PD)

- N+ — ogdlna liczba dodatnich wynikow uzyska-
nych metoda odniesienia (suma PA + ND)

Wyniki wpisywano w formularzu przedstawionym

ponizej.

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

Kryteria programu

Na podstawie otrzymanych wynikéw okreslano war-
to$ci parametréw metody real-time PCR, a mianowi-
cie: specyficzno$¢, czutoéé i doktadnosé, ktdre od-
niosty sie do identyfikacji DNA biatka przezuwaczy,
wieprzowego i drobiowego. Jako granice kontrolng
ostrzegawcza przyjeto wartos¢ = 90%, a jako grani-
ce kontrolng akceptacji wynikow < 60%.

Wyniki i omowienie

Udziat wbadaniach biegto$ci umozliwia niezalezna ze-
wnetrzng ocene wiarygodno$ci uzyskiwanych wynikéw
oraz stanowi bardzo wazny element potwierdzajacy
kompetencje laboratorium. Stanowi to formalny wy-
mog Polskiego Centrum Akredytacji (PCA) w procesie
uzyskiwania i poszerzania zakresu akredytacji wod-
niesieniu do urzedowych laboratoriéw uczestnicza-
cych wkontroli pasz. Dzieki uczestnictwie wbadaniach
PT zapewniona jest réwniez wspoétpraca pomiedzy
Krajowym Laboratorium Referencyjnym a urzedo-
wymi laboratoriami ZHW. W efekcie tego rodzaju
postepowania uzyskuje sie wysoki poziom prowadzo-
nych badan urzedowych i ich nalezyta wiarygodnos¢.

Wszystkie laboratoria uczestniczace wbadaniach
biegtosci przekazaty wyniki wwyznaczonym terminie.

W przeprowadzonych badaniach PT wykazano, ze
wszystkie cztery laboratoria uczestniczace w progra-
mie wykazaty si¢ odpowiednim opanowaniem i wdro-
zeniem weryfikowanych metod w trakcie prowadzo-
nych analiz dostarczonych probek.

Z danych przedstawionych w tab. 1 wynika, Ze ma-
teriaty wybrane do badan PT posiadaty odpowied-
ni sktad zgodnie z przyjetymi zatozeniami. Ponadto
przeprowadzone badania homogeniczno$ci dwdch ze-
stawow probek potwierdzity wtasciwy sktad analitéw
(tab. 2). Otrzymane wyniki wskazaty wiec, Ze probki
zostaly przygotowane prawidtowo i mozna bylo sie
nimi postuzy¢ przy wykonywaniu badan biegtosci.
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Tabela 2. Wyniki badania homogenicznosci prébek z zastosowaniem metody mikroskopowej i real-time PCR

Wyniki badania metoda real-time PCR

Kod prgl;ki Skiad probki Wyniki badania metoda mikroskopowa DNA biatka | DNA biatka | DNA biatka
przezuwaczy wieprzowego drobiowego
23  maczkarybna stwierdzono obecnos¢ fragmentow osci, tusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny
33 maczkarybna stwierdzono obecno$¢ fragmentéw osci, tusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny
44  biszkopt mielony BABBEN + plazmy wieprzowa  stwierdzono obecno$¢ elementéw plazmy i mleka dodatni dodatni ujemny
5 18 plazr_na wieprzowa + przetworzone biatko stwierdzono obecno$¢ f’ragmentéw kosci zwierzat ujemny dodatni dodatni
drobiowe ladowych oraz elementéw plazmy
14 glfé?:Ndrobiowa *+ biszkopt mielony stwierdzono obecno$¢ elementéw plazmy i mleka dodatni ujemny dodatni
B3 O O o ot ot ot
7  maczkarybna stwierdzono obecnos$¢ fragmentdw osci, tusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny
59 | maczka rybna stwierdzono obecno$¢ fragmentéw osci, tusek, skrzeli ujemny ujemny ujemny
41  biszkopt mielony BABBEN + plazmy wieprzowa  stwierdzono obecno$¢ elementéw plazmy i mleka dodatni dodatni ujemny
6 21 plazr_na wieprzowa + przetworzone biatko stwierdzono obecnos$¢ f’ragmentéw kosci zwierzat ujemny dodatni dodatni
drobiowe ladowych oraz elementéw plazmy
12  plazma drobiowa + biszkopt mielony BABBEN | stwierdzono obecnos¢ elementow plazmy i mleka dodatni ujemny dodatni
4 biszkopt mielony BABBEN + przetworzone | stwierdzono obecno$¢ fragmentow kosci zwierzat dodatni dodatni dodatni

biatko drobiowe + hemoglobina wieprzowa

Na podstawie wynikéw nadestanych przez uczest-
nikéw badan biegto$ci okreSlono wartos$ci parame-
tréw dotyczacych specyficznosci, czutosci i doktad-
nosci, ktére zawarto w tab. 3. Na podstawie analizy
otrzymanych wynikow badan z czterech laboratoriow
ZHW stwierdzono, ze uzyskane wartosci byty prawi-
dlowe, a oznaczane cechy zostaty okreslone na po-
ziomie: doktadno$¢ — 100%, czuto$¢ — 100% i specy-
ficzno$¢ — 100% zgodnie z danymi zawartymi w tab. 3.

Ponadto nalezy podkresli¢, Ze wszyscy uczestni-
cy osiaggneli wymagane min. dziewie¢ kopii (warto-
Sciwahaty sie w zakresie od 10,09 do 11,28) w odnie-
sieniu dla warto$ci cut-off w przypadku identyfikacji
DNA przezuwaczy. W przypadku kalibracji dla DNA
biatka wieprzowego uczestnicy nie spetnili wyma-
ganego kryterium przynajmniej pie¢ kopii. War-
tosci te zawieraly sie bowiem w przedziale od 3,15
do 3,85. Natomiast w przypadku kalibracji dla DNA
biatka drobiowego w dwdch laboratoriach (oznaczo-
ne kodami 2 i 4) nie przeprowadzono reakcji z po-
wodu opdzZnienia realizacji zamoéwienia. Pozostate
dwalaboratoria (kod 11 3) osiaggnety wartosci kryte-
rium powyzej dziewieciu kopii, otrzymane warto-
Sci miescity sie w przedziale od 10,49 do 11,03. Nalezy
podkresli¢, ze pomimo tego uczestnicy nie uzyskali

ladowych oraz elementéw plazmy, hemoglobiny

wynikéw fatszywie ujemnych w badaniach prébek
podstawionych. Liczbe kopii i wartosci cut-off, kt6-
re uzyskano przez uczestnikéw podczas kalibracji
przedstawiono w tab. 4.

Podsumowujac, biorac pod uwage przedstawione
rezultaty i komentarze mozna stwierdzi¢, ze wszyst-
kie cztery laboratoria (100%) uczestniczace w bada-
niach biegtosci uzyskaty wyniki bardzo dobre (ba-
dane cechy osiggnieto na poziomie 100%) w zakresie
wykrywania i identyfikacji DNA przezuwaczy, DNA
wieprzowego i DNA drobiowego w paszach. Wska-
zuje to na wysoki poziom kompetencji laborato-
riéw w tym zakresie oraz Swiadczy o bardzo wyso-
kim poziomie umiejetno$ci personelu wykonujgcego
badania laboratoryjne, a w konsekwencji wskazujg

Tabela 3. Parametry metody jakosciowej, okreslone na podstawie otrzymanych wynikéw

od uczestnikow badan biegtosci oznaczonych kodami od 1 do 4

Tabela 4. Liczba kopii oraz wartosci cut-off otrzymane przez uczestnikéw badania

Liczba kopii dla cut-off

Kod DNA biatka DNA biatka DNA biatka
przezuwaczy wieprzowego drobiowego
1 10,09 3,28 11,03
2 11,07 3,85 -
3 11,28 3,55 10,49
4 10,53 3,15 -
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KOD Specyficznosé Czutos¢
1 100% 100%
2 100% 100%
3 100% 100%
4 100% 100%
Cut-off
DNA biatka DNA biatka DNA biatka
przezuwaczy wieprzowego drobiowego
36,74 38,45 35,92
35,55 39,65 -
35,85 41,18 39,94
34,67 42,57 -

Doktadnosé

100%
100%
100%
100%

Wyniki falszywe

nie stwierdzono

nie stwierdzono

nie stwierdzono

nie stwierdzono

199



HISTORIA WETERYNARII

na wiarygodno$¢ wynikéw wykonywanych labora-
toryjnych badan urzedowych w zakresie wykrywania
iidentyfikacji gatunkowej PAP w paszach.
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. Decyzja Komisji 2001/9 oraz Decyzja Komisji 2001/165 w sprawie

skazen krzyzowych pasz dla bydta.

. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr

1069/2009 z 21 pazdziernika 2009 r. okreslajace przepisy sanitar-
ne dotyczace produktéw ubocznych pochodzenia zwierzecego, nie-
przeznaczonych do spozycia przezludzi, i uchylajace rozporzadze-
nie (WE) nr 1774/2002 (rozporzadzenie o produktach ubocznych
pochodzenia zwierzecego; Dz.U.L 300/1, 14.11.2009).

. Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 142/2011z 25 lutego 2011 r. w spra-

wie wykonania rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) nr 1069/2009 okreslajacego przepisy sanitarne dotyczace
produktéw ubocznych pochodzenia zwierzecego, nieprzeznaczo-
nych do spozycia przez ludzi, oraz w sprawie wykonania dyrekty-
wy Rady 97/78/WE w odniesieniu do niektérych probek i przedmio-
tow zwolnionych z kontroli weterynaryjnych na granicach w mys1
tej dyrektywy (Dz.U.L 54/1, 26.02.2011 z p6Zn. zm.).

. Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 56/2013 z 16 stycznia 2013 r. zmie-

niajace zataczniki I IV do rozporzadzenia Parlamentu Europej-
skiego i Rady (WE) nr 999/2001 ustanawiajacego zasady dotyczace
zapobiegania, kontroli i zwalczania niektérych przenosnych gab-
czastych encefalopatii (L 21/3, 24.01.2013).

. Rozporzadzenie Komisji (UE) 2017/893 z dnia 24 maja 2017 r. zmienia-

jace zalacznikiIiIVdorozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
iRady (WE) nr 999/2001 oraz zataczniki X, XIViXV do rozporzadze-
nia Komisji (UE) nr 142/2011 w odniesieniu do przepiséw dotycza-
cych przetworzonego biatka zwierzecego (Dz.U.L 138/92, 25.05.2017).

. Rozporzadzenie Komisji (UE) 2021/1372 z dn. 17 sierpnia 2021 r. zmie-

niajace zatgcznik IV do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
iRady (WE) nr 999/2001 w odniesieniu do zakazu karmienia zwierzat
gospodarskich innych niz przezuwacze, innych niz zwierzeta futer-
kowe, biatkiem pochodzacym od zwierzat (Dz.U.L 295/1, 18.08.2021).
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001
z dnia 22 maja 2001 r. ustanawiajace przepisy w zakresie zapobie-
gania, zwalczania oraz likwidacji pewnych zakaznych encefalo-
patii gabczastych (Dz.U.L 147, 31.05.2001 z p6zn. zm.).
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8. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1234/2003 z 10 lipca 2003 r., zmie-
niajace zatacznikiI, IViXIdo rozporzadzenia (WE) nr 999/2001 Par-
lamentu Europejskiego i Rady oraz rozporzadzenie (WE) nr 1326/2001
w odniesieniu do pasazowalnych encefalopatii ggbczastych oraz
zywienia zwierzat (Dz.U.L 173, 11.07.2003).

. Weiner A., Kwiatek K., Paprocka L.: Przewodnik wykrywania w pa-
szach sktadnikéw przetworzonego biatka zwierzecego i owadziego me-
todq mikroskopowq, Putawy 2021.

el

10. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)

2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. w sprawie kontroli urzedowych
i innych czynno$ci urzedowych przeprowadzanych w celu za-
pewnienia stosowania prawa zywnos$ciowego i paszowego oraz
zasad dotyczacych zdrowia i dobrostanu zwierzat, zdrowia ro-
$lini$rodkéw ochrony ro$lin, zmieniajace rozporzadzenia Parla-
mentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, (WE) nr 396/2005,
(WE) nr 1069/2009, (WE) nr 1107/2009, (UE) nr 1151/2012, (UE)
nr 652/2014, (UE) 2016/429 i (UE) 2016/2031, rozporzadzenia Rady
(WE) nr1/2005 i (WE) nr 1099/2009 oraz dyrektywy Rady 98/58/WE,
1999/74/WE, 2007/43/WE, 2008/119/WE i 2008/120/WE, oraz uchy-
lajace rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 854/2004 i (WE) nr 882/2004, dyrektywy Rady 89/608/EWG,
89/662/EWG, 90/425/EWG, 91/496/EWG, 96/23/WE, 96/93/WE
197/78/WE oraz decyzje Rady 92/438/EWG (Dz.U.L 95/1, 07.04.2017).
Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 18 kwietnia
2012 r. w sprawie krajowych laboratoriéw referencyjnych (Dz.U.
poz. 480 z p6zn. zm.).

=

12. Ustawa o Inspekcji Weterynaryjnej z 29 stycznia 2004 r. (Dz.U.

22004 r.nr 33 poz. 287 z p6zn. zm.).

13. EURL-AP Standard Operating Procedure Detection of ruminant

DNA in feed using real-time PCR (http://eurl.craw.eu/img/page/
sops/EURL-AP%20SOP%20Ruminant%20PCR%20V1.1.pdf).

14. EURL-AP Standard Operating Procedure Detection of pig DNA in

feed using real-time PCR (https://www.eurl.craw.eu/wp-content/
uploads/2021/09/EURL-AP-SOP-Poultry-PCR-V1.0.pdf).

15. EURL-AP Standard Operating Procedure Detection of poultry (chic-

ken and turkey) DNA in feed using real-time PCR (https://www.
eurl.craw.eu/wp-content/uploads/2021/09/EURL-AP-SOP-Poul-
try-PCR-V1.0.pdf).

Mgr Martyna Skowronek,
e-mail: Martyna.Skowronek-Syroka@piwet.pulawy.pl
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