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1. WSTEP

Celem organizowanego badania biegtosci PT/ILC byla ocena kompetencji Zakladow Higieny Weterynaryjnej
w zakresie oznaczania hormonéw anabolicznych z grupy stilbendéw: dietylostilbestrolu (DES), dienestrolu (DIE)
i heksestrolu (HEX) oraz z grupy laktonéw kwasu rezorcylowego: zeranolu (ZER), taleranolu (TAL), zearalenonu
(ZON), a-zearalenolu (a-ZOL) i B-zearalenolu (8-ZOL) w moczu zwierzat rzeznych. Zgodnie z obowiazujaca
klasyfikacjg zwigzkow zamieszczong w Zataczniku I do rozporzadzenia delegowanego Komisji (UE) 2022/1644,
hormony nalezg do zwiazkéw wykazujacych dziatanie anaboliczne, tym samym ich stosowanie w hodowli zwierzat
przeznaczonych na ubdj jest zabronione. Z tego wzgledu wymagana jest systematyczna kontrola tych zwigzkéw
w prébkach biologicznych i w zywno$ci pochodzenia zwierzecego. Ponizej przedstawiono informacje dotyczace

zwigzkéw stanowiacych przedmiot badan bieglosci.

Wzér strukturalny Nazwa zwigzku Wzor Masa CAS
sumaryczny czasteczkowa

Dietylostilbestrol Ci3H2002 268,40 56-53-1

Dienestrol CisH30, 266,33 84-17-3

Heksestrol CigH220, 270,37 84-16-2
Zeranol CisH260s 322,40 26538-44-3
Taleranol C13H2605 322,4 42422-68-4
Zearalenon Ci1sH220s5 318,36 17924-92-4
o-zearalenol Ci1sH240s5 320,38 36455-72-8
-zearalenol CisH2405 320,38 71030-11-0

2. ORGANIZACJA BADAN

Zaktad Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach petniacy funkcje Krajowego Laboratorium Referencyjnego dla pozostatosci chemicznych
w zywnosci i paszach zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 20 sierpnia 2024
(Dz. U. z dnia 22 sierpnia 2024 r, poz. 1274) w sprawie krajowych laboratoriow referencyjnych, zobowiazany jest do
organizacji badan poréwnawczych pomigdzy krajowymi laboratoriami urzgdowymi oraz do zapewnienia
odpowiedniego pdzniejszego zastosowania takich badan poréwnawczych (Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego

i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. oraz Ustawa o Inspekcji Weterynaryjnej z dnia 29 stycznia 2004 r.).
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Zaklad Farmakologii i Toksykologii, jako nieakredytowany organizator PT/ILC deklaruje, ze spelnia ogélne
wymagania dotyczace PT/ILC zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17043:2011 [1] i posiada dowody potwierdzajgce
jego kompetencje w zakresie personelu, projektowania i realizacji programéw PT/ILC w tym planowania,
przygotowywania obiektow PT/ILC, jednorodnosci i stabilnosci, modelu statystycznego, warto$ci przypisanej oraz
w zakresie analizy danych i oceny wynikéw programéw PT/ILC oraz sprawozdania. Metoda badan uzyta w trakcie
przygotowania materiatu jest objeta systemem zarzadzania zgodnie z norma PN-EN ISO/IEC 17025 [2] i posiada
certyfikat Polskiego Centrum Akredytacji nr AB 485. Zaklad farmakologii i Toksykologii posiada akredytacj¢
(réwniez elastyczng) w zakresie badania pozostatosci hormonéw i tyreostatykéw w probkach biologicznych
pochodzenia zwierzgcego.

Badanie biegtosci pt. ,,Oznaczanie pozostalo$ci hormonéw: laktonéw kwasu rezorcylowego 1 stilbenéw w moczu
zwierzat rzeznych” runda PIWet-PT2024/ZFT/3 zostalo przeprowadzone zgodnie z programem badan biegtosci

Krajowego Laboratorium Referencyjnego w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB na rok 2024.

Dzialania podzlecone przez organizatora badan
Organizator badan nie podzleca zadnych dziatan. Wszystkie dziatania zwigzane z organizacja badan wykonywane

s3 wylacznie przez organizatora i w jego stalej siedzibie.

Os$wiadczenie o poufnosci

Koordynator badan bieglosci PT/ILC gwarantuje uczestnikom poufnos¢ wszelkich informacji zwigzanych
z uczestnictwem w programie. Nazwy uczestnikow sa zakodowane. Kazdy uczestnik zna tylko swéj kod, ktéry
umozliwia identyfikacje tylko swoich wynikéw. Wyniki uzyskane przez laboratoria urzedowe w rozumieniu Art. 25

Ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej przekazywane sa do Gléwnego Lekarza Weterynarii.

3. OBIEKT PT/ILC

3.1. Przygotowanie

Obiekt badan przygotowat organizator. Obiektem badan byt mocz mieszany (bydto, $winia) uprzednio przebadany
i wolny od pozostatosci hormonéw anabolicznych. Mocz zostal wzbogacony roztworami wzorcowymi hormonéw na
odpowiednich poziomach stezen: dietylostilbestrol (DES) - 1 ng/l, dienestrol (DIE) - 2 ug/l, heksestrol (HEX) - 2 pg/l,
zeranol (ZER) - 1 pg/l, taleranol (TAL) - 2 pg/l, zearalenon (ZON) - 2 pg/l, a-zearalenol (a-ZOL) - 5 pug/l i B-zearalenol
(B-ZOL) - 5 pg/l. Przygotowany obiekt do badan zostal ujednorodniony i podzielony na porcje; kazdy pojemnik zostat
doktadnie opisany etykieta zawierajaca kod identyfikacyjny rundy badania biegtosci. Kazdy uczestnik badan otrzymat
probke obiektu o objetosci 50 ml.

3.2. Jednorodnos$¢

Do badan jednorodnosci przygotowanego obiektu pobrano losowo 10 prébek. Kazda probke zbadano dwukrotnie
w  kierunku pozostatosci hormonéw  anabolicznych — wedlug akredytowanej procedury badawczej:
ZFT/PB/10-24 (Wyd. 6, ob. od dnia 2020.02.24) z zastosowaniem chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometria mas. Badanie jednorodnosci oraz oceng uzyskanych wynikéw przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie ISO 13528:2015 [3].

Do oceny jednorodnosci zastosowano kryterium:
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55<0,3 0pt
gdzie:
ss — odchylenie standardowe miedzy prébkami,
op — odchylenie standardowe do oceny biegtosci (pkt 5.2.).
W wyniku przeprowadzonej oceny stwierdzono, ze obiekt badan byt jednorodny dla wszystkich analizowanych

zwigzkéw. Wyniki badan jednorodnosci przedstawiono w Zataczniku Nr 1.

3.3. Stabilnos¢

Do oceny stabilnosci obiektu badan zgodnie z ISO 13528:2015 [3] zastosowano kryteria:
|y1—}'2| <0,3 op (1

gdzie:

y1 — $rednia z wynikéw otrzymanych przed rozpoczgciem rundy,

y2 — $rednia z wynikdw otrzymanych po zakonczeniu rundy,

o, — odchylenie standardowe do oceny biegtosci (pkt 5.2.).

oraz

[yi-y2| 03 0p+2/u200) + w2 () @)
gdzie:
y1 — $rednia z wynikéw otrzymanych przed rozpoczgciem rundy,
y2 — $rednia z wynikdw otrzymanych po zakonczeniu rundy,
u*(y1) — niepewnos$¢ standardowa $redniej ogdlnej z wynikow otrzymanych przed rozpoczgciem rundy,
u*(y2) — niepewnos¢ standardowa $redniej ogdlnej z wynikow otrzymanych po zakonczeniu rundy,

o, — odchylenie standardowe do oceny biegtosci (pkt 5.2.).

W wyniku przeprowadzonej oceny stwierdzono, ze obiekt badan by} wystarczajaco stabilny do czasu zakonczenia
rundy badan bieglosci dla wszystkich analizowanych zwiazkéw. Dla taleranolu, zearalenonu, a-zearalenolu,
B-zearalenolu, dietylostilbestrolu, dienestrolu i heksestrolu obiekt spetniat kryterium wystarczajacej stabilnosci (1),

natomiast dla zeranolu kryterium ztagodzone (2). Wyniki badania stabilno$ci przedstawiono w Zataczniku Nr 1.

3.4. Dystrybucja

Obiekt badan przestano uczestnikom pocztg kurierska w dniu 16.07.2024 r. wraz z pismem przewodnim zawierajagcym
informacje o liczbie i rodzaju probek, kierunkach badan, zalecanym postgpowaniu, formie przekazania wynikow
badan (formularz elektroniczny na platformie e-klient) oraz terminie zaraportowania wynikow.

Uczestnicy otrzymali probke moczu w ilosci 50 ml. Uczestnicy potwierdzili otrzymanie obiektu PT/ILC oraz

akceptacje stanu obiektu przed przystapieniem do badan.

4. METODY BADAN

Uczestnicy zastosowali w badaniach metody oparte na technikach chromatografii gazowej oraz chromatografii

cieczowej ze spektrometrig mas. Parametry walidacyjne zastosowanych metod przedstawiono w Zatgczniku Nr 2.

6/15
., Oznaczanie pozostatosci hormondw: laktonéw kwasu rezorcylowego i stilbenow w moczu zwierzqt rzeznych”
Runda nr PIWet-PT2024/ZFT/3



PANSTWOWY INSTYTUT WETERYNARYJNY — PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
Zaklad Farmakologii i Toksykologii - Krajowe Laboratorium Referencyjne

5. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

5.1. Warto$¢ przypisana
Za warto$¢ przypisang x,, przyjeto Srednia arytmetyczng wyznaczong z wynikow nadestanych przez uczestnikow.
Dla identyfikacji wartosci odstajacych zastosowano test Grubbsa (a = 0,01). Niepewnos¢ warto$ci przypisanej u(xp,)

obliczono ze wzoru:
u(xp) = s/\/p

s — odchylenie standardowe,

p — liczba wynikéw po odrzuceniu wartosci odstajacych.

5.2. Odchylenie standardowe do oceny bieglosci
W oparciu o norme ISO 13528:2015 [3] wartos¢ odchylenia standardowego (o) do oceny bieglo$ci wyznaczono
metoda niezalezna od wynikéw rundy na podstawie modelu ogélnego odtwarzalnosci metody pomiarowej Horwitz'a

~dla stezenia analitu ¢ < 120 pg/kg ze wzoru:
on=10,22 ¢

gdzie:
¢ — warto$é érednia stezenia analitu z badania jednorodnosci obiektu PT/ILC (pg/l).

5.3. Kryterium oceny
Do oceny wynikéw badan uzyskanych przez uczestnikéw poréwnania zastosowano wskaznik z.

Wartosci z obliczono indywidualnie dla kazdego laboratorium zgodnie ze wzorem:

z=(Xi—Xpr) / Opt

gdzie:
X; — wynik uzyskany przez uczestnika,
Xp — warto$§¢ przypisana (pkt. 5.1.),
0, — odchylenie standardowe do oceny biegtosci (pkt. 5.2.).

Interpretacja warto$ci wskaznika z:

o | z| <2 wynik zadowalajacy

o 2< |z| <3 wynik watpliwy

. | z| >3 wynik niezadowalajacy
6. WYNIKI BADAN

W poréwnaniach migdzylaboratoryjnych uczestniczylo szes¢ laboratoriow. Wszystkie laboratoria nadestaty
wyniki w wyznaczonym terminie. Laboratoria stosowaly w badaniach metody badawcze wymienione w p. 4 oraz
w Zataczniku Nr 2 do sprawozdania. Jedno laboratorium zastosowato w badaniach obiektu PT/ILC dwie techniki
badawcze, rowniez jedno laboratorium zastosowato w badaniach obiektu PT/ILC dwie metody badawcze. Tylko dwa
laboratoria zaraportowaty wyniki dla o-zearalenolu i B-zearalenolu, jednak wyniki te nie zostaly ocenione
wskaznikiem z. W badaniach nie odnotowano wynikéw fatszywie ujemnych i falszywie dodatnich. W ocenionym
statystycznie zakresie wszystkie laboratoria uzyskaty wyniki zadowalajace ( I z | <2).

Oceng kompetencji laboratoriéw uczestniczacych w badaniach przedstawiono w Zataczniku Nr 5.
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7. WNIOSKI I ZALECENIA

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badafi bieglo$ci nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie laboratoria
uczestniczace w PT/ILC potwierdzity kompetencje do oznaczania hormonéw anabolicznych z grupy laktonéw kwasu

rezorcylowego i stilbendw w moczu zwierzat rzeznych.

Laboratoria o kodach: 3, 8, 11, 384, 504, 513 w rundzie nr PIWet-PT2024/ZFT/3 uzyskaly pozytywny wynik

badan porownawczych, tzn. zadowalajacy wynik badania bieglosci (PT).

8. LITERATURA

1. PN-EN ISO/IEC 17043: 2011 Ocena zgodnosci — Ogdlne wymagania dotyczace badania bieglosci (ISO/IEC
17043:2010).

2. PN-EN ISO/IEC 17025: 2018-02 ,,Ogdélne wymagania dotyczace kompetencji laboratoriéw badawczych
i wzorcujacych”.

3. Norma ISO 13528:2015(E) ,,Statistical methods for use in proficiency testing by interlaboratory comparisons”.
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9. ZALACZNIKI

Zalacznik Nr 1
Wyniki badan jednorodnosci i stabilnosci

Tabela 1. Wyniki badan jednorodno$ci probki moczu zwierzat rzeznych wzbogaconej hormonami

Test wystarczajacej
Analit Srednia (kg/l) horzfieg,ig Zar,lféd Wynik
n=20
Ss 0,3 o,
ZER 1,44 0,00 0,10 obiekt jednorodny
TAL 2,14 0,07 0,14 obiekt jednorodny
ZON 2,06 0,09 0,14 obiekt jednorodny
a-ZOL 5,14 0,25 0,34 obiekt jednorodny
B-ZOL 4,93 0,25 0,33 obiekt jednorodny
DES 0,85 0,05 0,06 obiekt jednorodny
DIE 2,01 0,09 0,13 obiekt jednorodny
HEX 1,98 0,13 0,13 obiekt jednorodny

Tabela 2. Wyniki badan stabilnoci hormonéw we wzbogaconej prébce moczu zwierzat rzeznych

- 0,3 0p/ .

i (uygl/l) (uygz/l) | y(lug/il)2 | (0,3 op + 2y/u? (;1’) + u?(2)* b

ZER* 1,49 1,39 0,10 0,19 obiekt stabilny
TAL 2,16 2,17 0,01 0,14 obiekt stabilny
ZON 2,09 2,09 0,00 0,14 obiekt stabilny
a-ZOL 5,23 5,13 0,11 0,34 obiekt stabilny
B-ZOL 5,09 5,02 0,07 0,33 obiekt stabilny
DES 0,77 0,76 0,02 0,06 obiekt stabilny
DIE 1,97 1,88 0,09 0,13 obiekt stabilny
HEX 1,87 1,96 0,09 0,13 obiekt stabilny
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Zalacznik Nr 2
Wykaz metod stosowanych w badaniach bieglo$ci

Tabela 3. Parametry walidacyjne metod stosowanych przez uczestnikow w badaniach biegtosci

Kod Laboratorium Technika Analit CCB (ng/1) CCa (pg/l)
3 GC-MS/MS ZER
TAL -g
ZON *é e
«-ZOL ‘; a )
B-ZOL 8%
DES g >
DIE g
HEX
8 LC-MS/MS ZER 0,7
TAL 0,7
ZON 0:7
a-ZOL -
B-ZOL - .
DES 0,7
DIE 0,7
HEX 0,7
11 LC-MS/MS ZER 0,50
TAL 0,50
ZON 1,00
o-ZOL -
B-ZOL - -
DES 0,25
DIE 0,50
HEX 0,50
384 (1) LC-MS/MS ZER 0,07 0,04
TAL 0,16 0,10
ZON 0,31 0,18
a-ZOL 0,19 0,11
B-ZOL 0,22 0,13
DES 0,12 0,07
DIE 0,12 0,07
HEX 0,11 0,07
384 (2) LC-MS/MS ZER 0,62 0,31
TAL 0,88 0,44
DES 0,50 0,26
DIE 0,45 0,23
HEX 0,51 0,25
504 (1) GC-MS ZER 0,723
TAL 0,631
ZON -
o-ZOL =
B-ZOL . -
DES 0,713
DIE 0,740
HEX 0,607
504 (2) GC-MS/MS ZER 0,400
TAL 0,400
ZON 0,400
o-ZOL -
B-ZOL . .
DES -
DIE -
HEX -
513 LC-MS/MS ZER 0,50
TAL 0,50
ZON 0,50
a-ZOL -
B-ZOL " .
DES 0,50
DIE 0,50
HEX 0,50
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Zalacznik Nr 3
Wyniki badan. Ocena statystyczna i prezentacja graficzna.

Tabela 4. Wyniki oznaczen zeranolu i taleranolu w prébce moczu zwierzat rzeznych

Cad ZER TAL
Laboratorium Wynik (ng/l) Wskaznik z Wynik (ug/1) Wskaznik z
3 1,13 0,22 1,81 -0,05
8 1,14 0,25 1,77 -0,13
11 1,00 -0,19 1,78 -0,11
384 (1) 1,08 0,06 2,08 0,53
384 (2) 0,95 -0,34 2,05 0,47
504 (1) 1,1 0,13 1,7 -0,28
504 (2) 1,0 -0,19 1,6 -0,49
513 1,08 0,06 1,86 0,06
Warto$¢ $rednia (pg/l) 1,06 1,83
Odchylenie standardowe (pg/1) 0,07 0,16
Warto$¢ przypisana Xpt (1g/1) 1,06 1,83
Niepewnos$¢ wartosci przypisanej (ug/1) 0,02 0,06
QOdchylenie standardowe do oceny biegtosci (ng/1) 0,32 0,47
Zeranol Taleranol
3,00 3,00
2,00 2,00
g 1,00 g 1,00
g 000 pgg - = — W= »é 000 pu wm — — — m H
£ 10 g L0
-2,00 -2,00
3,00 3,00
384(2) 11 504(2) 38(1) 513 504(1) 3 8 504(2) 504(1) 8 11 3 513 384 (2) 384(1)
Kod uczestnika Kod uczestnika

Rycina 1. Wartosci wskaznika z uzyskane przez poszczegélnych uczestnikéw badan bieglosci
dla zeranolu i taleranolu
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Tabela 5. Wyniki oznaczen zearalenonu i dietylostilbestrolu w prébce moczu zwierzat rzeznych

Kod ZON DES
Laboratorium Wynik (ug/l) Wskaznik z Wynik (ng/l) Wskaznik z
3 2,05 0,02 0,5 -1,05
8 1,98 -0,14 0,77 0,37
11 1,99 -0,11 0,66 -0,21
384 (1) 1,99 -0,11 0,75 0,27
384 (2) 2,19 0,33 0,74 0,21
504 (1) - - 0,713 0,07
504 (2) 2,0 -0,09 0,612 -0,46
513 2,09 0,11 0,85 0,79
Warto$¢ srednia (ug/1) 2,04 0,70
Odchylenie standardowe (pg/1) 0,08 0,11
Wartos¢ przypisana xpt (ug/1) 2,04 0,70
Niepewnosé wartosci przypisanej (ug/l) 0,03 0,04
Odchylenie standardowe do oceny bieglosci (pg/1) 0,45 0,19
Zearalenon Dietylostilbestrol
3,00 3,00
2,00 2,00
v 100 v 100
e E B
.E 0,00 pa— — —— — e L .E 0,00 B — e e WE |
> 2 k
; -1,00 ; -1,00
-2,00 -2,00
-3,00 -3,00
8 11 38(1) 504Q) 3 513 384(2) 3 504(2) 11 504(1) 384(2) 38(1) 8 513
Kod uczestnika Kod uczestnika

Rycina 2. Wartosci wskaznika z uzyskane przez poszczegélnych uczestnikow badan biegtosci
dla zearalenonu i dietylostilbestrolu
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Tabela 6. Wyniki oznaczen dienestrolu i heksestrolu w prébce moczu zwierzat rzeznych

Kod DIE HEX
Laboratorium Wynik (ng/1) Wskaznik z Wynik (ng/1) Wskaznik z
3 1,32 -0,01 1,71 0,59
8 1,25 -0,17 1,37 -0,18
11 1,34 0,03 1,40 -0,12
384 (1) 1,60 0,63 1,39 -0,14
384 (2) 1,79 1,06 1,46 0,02
504 (1) 1,0 -0,74 1,3 -0,34
504 (2) 1,1 -0,51 1.5 0,11
513 1,20 -0,28 1,48 0,07
Wartos¢ srednia (pg/1) 1,33 1,45
Odchylenie standardowe (ug/l) 0,26 0,12
Warto$¢ przypisana Xpt (1g/1) 1,33 1,45
Niepewno$¢ wartosci przypisanej (ug/l) 0,09 0,04
Odchylenie standardowe do oceny biegtosci (ng/l) 0,44 0,44
Dienestrol Heksestrol
3,00 3,00
2,00 2,00
v 1,00 %100
= =
& o000 — - . l H 000 gy oww == — - — N
g = >
Z 10 Z 100
-2,00 -2,00
-3,00 -3,00
504(1) 504(2) 513 8 3 11 384(1) 384(2) so4(1) 8 384(1) 11 384(2) 513 504(2) 3
Kod uczestnika Kod uczestnika
Rycina 3. Wartosci wskaznika z uzyskane przez poszczeg6lnych uczestnikow badan biegtosci
dla dienestrolu i heksestrolu
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Zalgcznik Nr 4
Wykaz uczestnikow

Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Biatymstoku
Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Gdansku
Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Katowicach
Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu
Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Warszawie

Zaktad Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB w Pulawach
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Zalacznik Nr S

Ocena kompetencji uczestniczacych laboratoriow

Tabela 7. Ocena kompetencji laboratoriéw uczestniczacych w badaniach bieglosci w zakresie oznaczania

pozostato$ci hormonéw w moczu zwierzat rzeznych

Liczba Liczba Liczba
Kod wynikow wynikow wynikow Uwasi
Laboratorium zadowalajacych watpliwych niezadowalajgcych wagl
|z] <2 2<|z| <3 |z] >3
3 6 0 0 -
8 6 0 0 -
11 6 0 0 -
Laboratorium zastosowato
384 12 0 0 dwie metody badan
Laboratorium zastosowato
504 11 0 dwie techniki badan
513 6 0
KONIEC RAPORTU
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