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Povecano $tevilo somatskih celic (SSC) je primarni kazalnik vnetja mlecne
zleze, zato sluzi kot kazalnik zdravstvenega stanja mlecnih Zlez molznic.
SSC v mleku se najpogosteje dolota s fluoro-opto-elektronskimi
inStrumenti oz. Stevci. Ti inStrumenti morajo biti umerjeni glede na uradno
referencno metodo, to je mikroskopsko Stetje. Obicajno laboratoriji izvajajo
umerjanje inStrumentov z lokalnimi referencnimi materiali, ki jih
okarakterizira eden ali pa omejeno Stevilo lokalnih laboratorijev. Preizkusili
smo pet sistemov (A, Az, B, C in D) umerjanja inStrumentov, ki se
razlikujejo glede na nacin dolocanja referen¢nih vrednosti oz. nacin
izraCuna umeritvene enacbe, in jih primerjali s trenutnim stanjem (sistem
T). V primerjavo sistemov umerjanja je bilo vklju€enih 6 laboratorijev in je
temeljila na primerjavi koeficientov variacije (KV%). Izracuni koeficientov
variacije so pokazali le majhne razlike med sistemi A;, A,, B in C, ki so
odstopali od sistema T in sistema D, pri katerem so bile pri umeritvenih
enacbah vrednosti odseka na ordinati 0. Kot najboljsi se je pokazal sistem
T, z najmanjSo vrednostjo za KV% pri 15 od 23 vzorcev in najslabsi sistem
D z najmanjSo vrednostjo za KV% pri 3 od 23 vzorcev. Pri primerjavi
sistemov umerjanja brez upostevanja sistema T pa se je kot najboljsi izkazal
sistem A, (najmanjSa vrednost za KV% pri 19 od 23 vzorcev), pri katerem
so referen¢ne vrednosti za umerjanje inStrumentov predstavljala povprecja
sodelujoc¢ih laboratorijev v medlaboratorijski primerjavi z upoStevanjem
utezi za referencno metodo (k) 0,5.
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An increased somatic cell count (SCC) is the primary indicator of the
mammary gland inflammation and serves as an indicator of the mammary
gland health status. SCC in milk is widely determined by fluoro-opto-
electronic instruments/counters which must be calibrated according to the
official reference method i.e. the direct microscopic somatic cell counting.
Typically, the calibration of the instruments is performed with local
reference materials which are characterised by one or by a limited number
of local laboratories. We tested five calibration systems (Aj, A,, B, C and
D), varying in the method of determining the reference values or calculating
the calibration equations and compared them with the current situation
(system T). The comparison included six laboratories and it based on
comparison of coefficients of variation (CV%). The calculations of the
CV% showed only small differences between the systems A;, Ay, B and C.
The CV% of the systems T and D (in calibration equations the intercept was
0) deviated from other systems. The system T showed the smallest variation
between laboratories (minimum CV% value) in 15 out of 23 samples. The
system D showed the smallest variation between laboratories only in 3 out
of 23 samples. The comparison of the systems excluding the system T
proved that the system A, showed the smallest variation between
laboratories (in 19 out of 23 samples). The system A, reference values were
averages of the laboratories participating in the interlaboratory comparison
taking into account the weight of the reference method (k) 0.5.
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1UVOD

Stevilo somatskih celic (SSC) v mleku sluZi kot kazalnik zdravstvenega stanja mle¢nih
zlez molznic. Somatske celice v mleku vkljucujejo razli¢ne tipe belih krvnih celic in
nekaj epitelnih celic. Poveano SSC je primarni kazalnik vnetja mle¢ne Zleze, vrstna
sestava teh celic in njihova koncentracija (Stevilo) pa se med vnetjem mocno
spreminjata (Orlandini in van den Bijgaart, 2011; Bulletin IDF 448, 2011).

Ugotavljanje SSC je pomembno tudi z vidika higiene (Regulation (EC) No 853/2004) in
pladevanja mleka, saj je podatek o SSC eden izmed parametrov kakovosti mleka. Poleg
tega imajo podatki o SSC v mleku posameznih Zivali pomembno vlogo pri vodenju in
poslovanju farm ter v vzrejnih programih. Rezultati raziskave, ki so jo izvedli Green in
sodelavci (2004) nakazujejo, da merjenje sprememb v SSC in maksimalnega SSC ter
primerjava z geometri¢nim povpredjem SSC, povedajo to¢nost napovedi klini¢nega
mastitisa. S tem SSC lahko sluZi tudi kot orodje v vzrejnih programih pri selekciji na
vecjo odpornost proti klinicnemu mastitisu.

Stevilo somatskih celic v mleku se najpogosteje doloéa s fluoro-opto-elektronskimi
inStrumenti oz. Stevci, metodo na tem principu pa opisuje standard ISO 13366-2/IDF
148-2. Ti inStrumenti morajo biti to¢no nastavljeni oz. umerjeni glede na uradno
referencno metodo (Commission Regulation (EC) No 1664/2006), to je mikroskopsko
Stetje, ki je opisano v standardu ISO 13366-1/IDF 148-1. Ker certificiranega
referenénega materiala (CRM), ki bi ga lahko uporabili kot »zlati standard« (angl.
»golden standard«) za umerjanje ni (Baumgartner, 2008), si laboratoriji za umerjanje
sami i8¢ejo reSitve, kako priti do referencnega materiala in referencnih vrednosti.
Umerjanje inStrumentov izvajajo laboratoriji z lokalnimi referenénimi materiali, ki jih
okarakterizira eden ali pa omejeno Stevilo lokalnih laboratorijev. Dodatno tezavo
predstavlja tudi ustrezna izvedba referen¢ne metode, saj je odvisna od natan¢nega dela
0z. ocene posameznega analitika (tveganje subjektivne napake), je izredno zamudna in
zahteva dobro usposobljene ljudi. Nastete pomanjkljivosti referenc¢ne metode se kazejo
predvsem v slabi primerljivosti rezultatov v medlaboratorijskih primerjavah in slabi
ponovljivosti rezultatov v posameznem laboratoriju oz. pri posameznem analitiku.
Poleg tega se referencni materiali razlikujejo po tipu celic in matriksu. Omenjene
pomanjkljivosti klicejo po razvoju boljSega sistema za umerjanje inStrumentov za Stetje
somatskih celic v mleku.

Kljub temu, da je v svetovnem prostoru na lokalnih, regijskih oz. drzavnih ravneh Ze
vzpostavljenih nekaj sistemov umerjanja inStrumentov, so v okviru organizacij IDF
(International Dairy Federation) in ICAR (International Committee for Animal
Recording) oblikovali projektno skupino za vzpostavitev novega sistema na globalni
ravni, ki naj bi izboljsal delo in u¢inkovitost laboratorijev. Izbrali so primer somatskih
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celic, ker se po ocenah izvede na svetovni ravni letno ve¢ kot 500 milijonov testov
(Orlandini in van den Bijgaart, 2011).

1.1 NAMEN

V Sloveniji trenutno deluje osem laboratorijev za doloCanje Stevila somatskih celic v
mleku. Sedem jih SSC dolo¢a z rutinskimi (in§trumentalnimi) metodami, en laboratorij,
pa izvaja referen¢no metodo, nimamo pa vpeljanega sistema umerjanja in§trumentov.
Zato smo se odlocili, da prou¢imo nacine, ki bi bili primerni za drzave z relativno
majhnim Stevilom laboratorijev in vzorcev, kot je nasa. Ker je projektna skupina, ki sta
jo imenovali IDF in ICAR Ze podala osnovne zahteve in postopke, kako naj bi sistem
deloval (Bulletin IDF 469, 2013), je namen tega dela, da na osnovi novih priporocil in
smernic oblikujemo mozne modele sistema umerjanja in jih preizkusimo na primeru
uvedbe takega sistema v na$ prostor.

Preizkusili smo pet sistemov (oznacili smo jih z A;, A, B, C in D) umerjanja
inStrumentov, ki se razlikujejo glede na nacin dolocanja referen¢nih vrednosti oziroma v
nacinu izraCuna umeritvene enacbe, in jih primerjali s trenutnim stanjem (sistem T).
Nacini umerjanja inStrumentov A;, A, in B so se razlikovali med seboj po postopku
izracuna referencnih vrednosti iz rezultatov medlaboratorijske primerjave. Pri nac¢inu C
smo kot referenéne vrednosti oz. vrednosti za umerjanje uporabili rezultate meritev z
izbranim inStrumentom (t.i. »Master instrument«), vklju¢enim v mednarodno kontrolo.
Pri na¢inu umerjanja D so bile referencne vrednosti iste kot pri A;, vendar smo kasneje
za izraCun umeritvene enacbe predpostavili, da je vrednost za odsek na ordinati enaka
ni¢ (a = 0). Trenutno stanje (T) je vkljucevalo sprotne (mesecne) nastavitve (umerjanja)
inStrumentov posameznih laboratorijev ali pa tovarniSke nastavitve pri tistih
laboratorijih, ki lastnih nastavitev in§trumentov niso izvajali.

1.2 HIPOTEZE
Na osnovi zbranih literaturnih podatkov smo postavili naslednji hipotezi:

Hipoteza 1: Sistemi umerjanja A;, A, B, C in D bodo dali natan¢nejSe rezultate od
trenutnega stanja T.

Hipoteza 2: Sistem umerjanja C bo dal natancnejSe rezultate od sistemov Aj, Ay, B in
D.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MASTITIS IN SOMATSKE CELICE
2.1.1 Mastitis

V zivinoreji bi tezko nasSli bolezen, ki so jo v zadnjih desetletjih intenzivneje raziskovali
in vlozili ve¢ truda in sredstev za njeno zdravljenje in preprecevanje, kot za mastitis pri
kravah molznicah. Navkljub vsem naporom pa opazamo tako v Sloveniji kot tudi v
drugih drzavah kjer se ukvarjajo z intenzivno proizvodnjo mleka, da je pogostost okuzb
vimen Se vedno velika in da povzro¢a mastitis velike izgube rejcem in mlekarski
industriji. TeZave, povezane z mastitisom, pa nikakor niso samo finan¢ne narave, saj je
mastitis kuzna bolezen, ki se v ¢redi prenasa z zivali na zival, najpogostejsi povzrocitelji
vimenskih vnetij pa so patogene bakterije, nevarne tudi zdravju ljudi (Pengov, 2001).

Neposredni vzrok za nastanek mastitisa je okuzba vimena s povzrocitelji, ki sprozijo
vnetni proces. Mikrobni povzroditelji (najpogosteje stafilokoki, streptokoki in E. coli,
redkeje pa tudi kvasovke, plesni in mikoplazme) vdrejo v mlecno Zlezo praviloma skozi
ustje seskovega kanala (Pengov, 2001; Le Maréchal in sod., 2011). Mikrobi nato prek
mlecne cisterne in mle¢nih kanalov prodrejo globoko v Zlezno tkivo vimena, kjer se
namnozijo in povzrocijo vnetje mle¢ne zleze. Manj pogoste so okuzbe skozi poskodbe
na vimenu in po krvi. Pri okuzbah po krvi (hematogena okuzba) prispejo mikrobni
povzrocitelji v vime iz kakSnega drugega vnetnega zaris¢a v telesu. V tem primeru so
pogosto prizadete vse Stiri vimenske cetrti (Pengov, 2001).

Ob vdoru patogenih bakterij v notranjost mle¢ne zleze se sproZi vnetni proces —
mastitis, ki praviloma povzroc¢i tudi dvig Stevila somatskih celic v mleku, predvsem
polimorfonuklearnih (PMN) levkocitov. Vnetni proces je v bistvu obrambni odgovor na
Skodljive vplive, ki jim je telo izpostavljeno. Ti vplivi so lahko posledica delovanja
bakterij in/ali njihovih toksinov, mehanskih u¢inkov (udarci, pritiski), lahko pa je vnetje
tudi posledica Gezmerne vrodine, mraza ipd. Ceprav bolezenske spremembe, ki se
pojavijo ob vnetju, zacasno pomenijo dodatno breme za obolelo Zival, pa je celoten
potek naravnan tako, da se odstranijo povzrocitelji in da se ob koncu vnetnega procesa
vzpostavi normalno delovanje prizadetega podrocja (Pengov, 2005).

IDF (Bulletin IDF 448, 2011) je podal naslednjo definicijo mastitisa: mastitis je vnetje
ene ali ve¢ Cetrti mlecne Zleze, ki je skoraj vedno povzro¢eno z okuzbo s strani
mikroorganizmov.



Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

Preglednica 1: Osnovni parametri za napoved mastitisa (povzeto po Pengov, 2001: 11).
Table 1: Basic parameters for predicting mastitis (according to Pengov, 2001: 11).

Bakterioloska analiza na

. . e Stevilo somatskih celic/ml
Diagnoza prisotnost povzroditeljev

mastirisa micka
Zdrava vimenska Cetrt negativna <500.000
Motnje v sekreciji negativna >500.000
Latentna (prikrita) okuzba pozitivna <500.000
Mastitis pozitivna >500.000

Mastitis je dandanes najdrazja bolezen na farmah Zzivali za proizvodnjo mleka (Ferrero
in sod., 2014) in predstavlja najvec¢je ekonomske izgube (Sharma in sod., 2011).

Klini¢ni mastitis poveca stroske predvsem na racun zavrnitve mleka, povecanih
stroskov zdravstvene oskrbe in nizje kakovosti mleka. Prizadeto zdravstveno stanje
zivali, uporaba antibiotikov za zdravljenje zivali ter moznost razvoja bakterij odpornih
proti antibiotikom pa so dejavniki, ki vodijo v zaskrbljenost in negativen odnos
potrosnikov do mleka (de Haas in sod., 2005).

Mastitis povzroci tudi spremembe sestave in kakovosti mleka za predelavo, saj se zaradi
prizadete mlecne Zleze povecata koli¢ina in aktivnost nativnih encimov in encimov
mikrobnega izvora. Posledice spremenjene sestave mleka so manjsi izkoristek pri
izdelavi sirov in masla, neustrezen potek fermentacij pri fermentiranih izdelkih in
Stevilne napake v okusu in teksturi vseh mle¢nih izdelkov, narejenih iz takSnega mleka.
Mnoge mlekarne zato z vi§jimi odkupnimi cenami nagrajujejo proizvajalce za mleko
zdravih zivali in po nizjih cenah odkupujejo mleko slabse kakovosti (Ferrero in sod.,
2014).

PravoCasno odkrivanje mastitisa je kljunega pomena, zato potrebujemo dovolj
zanesljive, predvsem pa hitre metode, saj se lahko subklini¢ni mastitis, ¢e ga ne
opazimo dovolj hitro, razvije v klinicno obolenje. Med tak$ne spadajo metode, ki
temeljijo na dolo¢anju Stevila somatskih celic (Sandgren in sod., 2008).

2.1.2 Somatske celice
Pri presoji prisotnosti in oblike mastitisa je pomemben podatek Stevilo somatskih celic

(SSC) v mleku. Stetje somatskih celic (SC) v mleku je namre¢ preprosta in relativno
zanesljiva metoda za ugotavljanje zdravsvenega stanja mlecne Zleze, saj je povecano
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Stevilo somatskih celic primarni kazalnik vnetja mle¢ne Zleze (Smith, 1999; Pengov,
2005; Baumgartner, 2008; Muir, 2011; Bulletin IDF 448, 2011).

Somatske celice v mleku predstavljajo v 75 % levkociti (nevtrofilci, makrofagi,
limfociti), ostalih 25 % somatskih celic pa so epitelne celice (Bulletin IDF 448, 2011;
Sharma in sod., 2011).

Velikost somatskih celic se giblje od 5 um do 30 pm, saj so makrofagi veliki od 8§ pm
do 30 um, polimorfonuklearni levkociti od 10 um do 14 pm, limfociti od 5 pm do 10
um in epitelne celice od 10 um do 14 pm (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008).

Sestava in Stevilo somatskih celic se med vnetjem spreminjata (Orlandini in van den
Bijgaart, 2011; Bulletin IDF 448, 2011). Pri zdravi, neprizadeti zivali, so v mleku
prisotni predvsem makrofagi (Pelvan in Unluturk, 2015), najvedji porast SSC pa
povzroci porast Stevila nevtrofilcev, ki med vnetjem prehajajo v mleko (Sharma in sod.,
2011; Pelvan in Unluturk, 2015).

2.1.2.1 Pomen dolo¢anja SSC v mleku

Stevilo somatskih celic (SSC) je definirano kot koncentracija somatskih celic v mleku,
dolocena skladno z metodama ISO 13366/IDF 148 del 1 in 2, ter se podaja v enotah
»celic/ml« (Bulletin IDF 448, 2011).

Somatske celice so kazalnik odpornosti oz. obcutljivosti krav za mastitis, zato lahko
njihovo Stevilo uporabimo za spremljanje stanja oz. pojave subklini¢nega mastitisa v
¢redi ali pri posamezni Zivali. SSC je torej uporaben kazalnik okuzb v mle¢ni Zlezi,
poleg tega pa tudi pomemben parameter higienske kakovosti mleka in kontrole mastitisa
(Sharma in sod., 2011; Le Maréchal in sod., 2011).

SSC lahko dolo¢amo v mleku posameznih &etrti mledne Zleze, vendar tovrstne analize
opravljajo predvsem v raziskovalne namene. V kontroli zdravstvenega stanja zivali in
higienske kakovosti mleka pa najpogosteje dolo¢ajo SSC v mleku posamezne Zivali ali
pa vzorcu skupnega mleka ¢rede (bazensko mleko). Interpretacija vrednosti za SSC je
tako odvisna ali je to vrednost za posamezno Cetrt, kravo ali pa bazenski vzorec. Prav
tako je interpretacija odvisna od tega ali je namenjena ugotavljanju ustreznosti
higienske kakovosti mleka, torej izpolnjevanju zakonsko predpisanih vrednosti, ali pa
ugotavljanju stanja okuzbe in izvajanju nadaljnjih ukrepov, vkljucno z zdravljenjem.

SSC kot merilo za higiensko ustreznost mleka (Regulation (EC) No 853/2004)
posledi¢no narekuje tudi trgovanje z mlekom in placevanje mleka, kjer sluzi kot eden
izmed parametrov kakovosti mleka. V okviru shem kontrole kakovosti mleka pa SSC
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omogoca izlocitev ali ugotovitev okuZenosti vimen pri posameznih Zivalih. Vse to pa
nesporno prispeva k boljSemu vodenju in nadzoru poslovanja proizvajalcev mleka v
vzrejnih programih (meritve SSC pri posameznih Zivalih).

Dolo¢anje SSC v mleku posameznih krav je zelo razsirjena metoda za ugotavljanje
subklini¢nih oblik mastitisa. Povecano Stevilo v mleku je najveckrat dejansko povezano
z vnetnim procesom Vv vimenu, ki pa ga lahko povzro¢i vrsta razlicnih
mikroorganizmov. Metoda dologanja SSC je kljuéna za spremljenje pojava okuzb oz.
vnetnih sprememb, ni pa mo¢ s to metodo dolociti tudi povzrocitelja okuzbe, kar pa je
za nadaljnje zdravljenje velikega pomena (Pengov, 2001).

Po ocenah opravijo na svetovni ravni v laboratorijih letno ve¢ kot 500 milijonov testov
SSC (Orlandini in van den Bijgaart, 2011).

2.1.2.2 SSC v mleku kot merilo vnetja mle¢ne Zleze

Glede na evropsko zakonodajo (Regulation (EC) No 853/2004) morajo nosilci Zivilske
dejavnosti zagotoviti, da surovo kravje mleko izpolnjuje naslednji dve higienski merili:
e Stevilo kolonijskih enot (KE)/ml pri 30 °C mora biti < 100.000 (geometrijsko
povprecje v obdobju dveh mesecev, z vsaj dvema vzorcema mesecno) in
e Stevilo somatskih celic/ml < 400.000 (geometrijsko povprecje v obdobju treh
mesecev, z vsaj enim vzorcem mesecno, razen v primeru velikih razlik v
proizvodnji mleka glede na sezono).

Podobno kot v Evropi so tudi drugod po svetu predpisane meje za SSC v mleku in sucer
na Novi Zelandiji in Avstraliji kot mejo predpisujejo 400.000 celic/ml za surovo kravje
mleko, v ZDA je ta meja 750.000 celic/ml, v Kanadi pa 500.000 celic/ml (Sharma in
sod., 2011).

Kravje mleko, pridobljeno iz neokuzene mlecne zleze, praviloma vsebuje manj kot
100.000 SC/ml (Sharma in sod., 2011; Leitner in sod., 2012), predvsem epitelne celice
in levkocite (Leitner in sod., 2012). Enako velja na ravni &etrti, kadar je SSC nizje od
100.000 celic/ml (Brolund, 1985; Whist in Osteras, 2006), je malo verjetno, da okuzba
obstaja.

Ko okuzbo v telesu Zivali zazna imunski sistem, hiter dotok levkocitov poveéa SSC
visoko nad osnovno raven (Sharma in sod., 2011). Koncentracija celic (predvsem
levkocitov) lahko v primeru okuzb ze v kratkem cCasu, v€asih ze v nekaj urah, z
vrednosti pod 50.000 celic/ml mleka naraste preko milijona celic/ml mleka (Sharma in
sod., 2011), ali pa celo na nekaj milijonov (Persson in Sandgren, 1992). Odvisno od
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vzroka povedanja SSC pa lahko SSC v 24 urah pade na normalno raven ali pa ostane
visoko dalj ¢asa in Zleza postane kroni¢no vneta (Bulletin IDF 466, 2013).

Ze dolgo poskusajo raziskovalci ugotoviti povezavo med vnetjem mle¢ne zleze in SSC
v mleku ter podati Stevilo, ki bi pokazalo mejo med zdravo in okuzeno mle¢no Zlezo.
Zaradi §tevilnih dejavnikov, ki poleg okuzbe vplivajo na SSC, na osnovi rezultatov ni
mogoce govoriti o zanesljivi meji, saj se rezultati pogosto razlikujejo. Tako je na primer
Reneau (1986) Ze leta 1986 predlagal, da bi bilo Stevilo 283.000 SC/ml primerna meja
za namen kontrole mastitisa, Smith in sodelavci (2001) navajajo, da je, skladno s
priporocili IDF iz leta 1987 (Bulletin IDF 211, 1987), 250.000 SC/ml tisto Stevilo, ki
lo¢uje normalno mleko od mleka obolele zleze. Kasneje se je ta vrednost nekoliko
znizala, saj so mejo za mleko ene krave (vse Cetrti skupaj), ki naj bi zagotavljala
minimalno napako pri razlikovanju med okuzenimi in zdravimi mle¢nimi zlezami,
spustili na 200.000 SC/ml mleka (Smith in sod., 2001; Bulletin IDF 466, 2013). Za
kravje mleko torej okvirno velja, da ve¢ kot 200.000 SC/ml mleka ze namiguje na
mastitis (IDF Bulletin 321, 1997), medtem ko so vrednosti nad 300.000 SC/ml mleka
vecinoma ze pokazatelj prisotnosti vnetja (Smith, 1996).

Hamann (2005) zato meni, da bi bilo v sisteme pladevanja mleka potrebno postopno
vkljuditi nizje meje SSC od dosedanje zakonsko predpisane meje 400.000 SC/ml
(Regulation (EC) No 853/2004), saj bi s tem prispevali k dvigu sploSnega zdravstvenega
stanja vimen krav molznic. S tak§nim pristopom bi bilo boljSe zdravstveno stanje vimen
v ¢éredi krav molznic nagrajeno s $e vigjo ceno mleka. Se veé, od taksnega pristopa bi
imeli koristi tako proizvajalci kot predelovalci mleka, saj samo kakovostno mleko
zdravih zivali, z nizkim Stevilom SC, omogoca izdelavo dobrih in stabilnih mle¢nih
izdelkov, z ohranjenimi naravnimi lastnostmi, po katerih najraje posegajo sodobni, vse
bolj osvesceni potrosniki.

2.1.2.3 Dejavniki, ki vplivajo na dvig Stevila somatskih celic v mleku

Pove¢ano SSC v mleku se pojavi samo v pogojih, kadar so tesni stiki med epitelnimi
(sekretornimi) celicami alveole prekinjeni. Najveckrat se to zgodi (Muir, 2011):
e v zelo zgodnji laktaciji — vecja prepustnost omogoci prehod imunoglobulinov in
drugih celic imunskega sistema s krave na dojecega telicka,
e ob okuzbah, ki povzrocijo vnetje mlecne zleze in
e v pozni laktaciji, ko se koli¢ina mleka zmanjSuje pred presusitvijo med dvema
laktacijama, mle¢na Zleza pa je utrujena.

Glavni vzrok porasta SSC v mleku je najveckrat mastitis (Reneau, 1986; Pengov 2001,
2005; Smith, 1999; Bulletin 448, 2011; Bulletin 466, 2013), poleg tega pa kot vzrok
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poveéanega SSC literatura navaja $e vrsto drugih dejavnikov, kot so (Pengov, 2001;
Sharma in sod., 2011; Bulletin IDF 466, 2013):

e vrsta zivali,

e obdobje laktacije,

e starost zivali,

e prehrana,

e stres in travma,

e pasma zivali,

e rodnost (Stevilo telitev),

e sezona,

e variacije med dnevi,

e nacin in rutina molze,

e genetske variacije,

e organiziranost reje (hlevi, stelja, sistemi molze, ravnanje z gnojem).

Povecano Stevilo somatskih celic v bazenskih vzorcih mleka pa lahko kaze tudi na
neustrezno vodenje oz. nadzor celotne ¢rede na farmah (Ninane in sod., 2010a).

Poleg nastetih dejavnikov pa vplivajo na rezultat SSC tudi postopki vzoréenja in
shranjevanja vzorcev, ki morajo biti standardizirani (ISO 707:2008/IDF 50, 2008).

2.1.2.4 SSC kot kazalnik kakovosti mleka za predelavo

Mleko s pove¢anim SSC uvrséamo v kategorijo mleka slab$e kakovosti. Vnetje mle¢ne
Zleze povzro¢i poskodbe tkiva, vkljucno s celicami, v katerih poteka sinteza mleka.
Vecja prepustnost celic za sestavine krvi in zmanjSana zmoznost sinteze mleka vplivata
tako na sestavo kot koli¢ino mleka. Posledice spremenjene in neustrezne sestave mleka
so poleg slabse kakovosti mleka za predelavo tudi slabsa obstojnost in Stevilne napake
senzori¢nih lastnosti izdelkov, narejenih iz takega mleka (Leitner in sod., 2011, Le
Maréchal in sod., 2011; Barbano in sod., 2011).

Zaradi obolelega vimena in s tem poskodb epitelnih celic za sintezo mleka sta sinteza in
zmoznost izlo¢anja mleka manj$i (Auldist in Hubble, 1998; Le Maréchal in sod., 2011).
Mnogo raziskovalcev je prislo do zakljucka, da je med logaritmom SSC in zmanj$ano
koli¢ino mleka linearna povezava (Sharma in sod., 2011).

Vnetje mlecne Zleze pa ne povzro¢i samo manjSe sinteze mleka, temve¢ vpliva tudi na
sestavo in kakovost sestavin mleka. Poskodba epitelnih celic ima za posledico povecan
prehod krvnih sestavin, zato se poveca vsebnost serumskih proteinov. Zaradi manjse
zmoznosti sinteze v epitelnih celicah pade vsebnost kazeinov, ki so zaradi povecCanega
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delovanja encimov tudi delno razgrajeni (Auldist in Hubble, 1998; Sharma in sod.,
2011; Le Maréchal in sod., 2011; Bulletin IDF 466, 2013). Proteolizo kazeina
povzro¢ijo povecane koncentracije in aktivnost plazmina ter proteaze levkocitov.
ZmanjSa se vsebnost B- in a-kazeina, vsebnost y-kazeinov, razgradnih produktov [3-
kazeina, pa se poveca. Ker je plazmin toplotno stabilen, ga s postopki toplotne obdelave
ne uni¢imo, njegovo delovanje pa tako zmanjSuje obstojnost mle¢nih izdelkov. V
doloceni meri pa se poveca tudi vsebnost encimov iz poskodovanih epitelnih celic (Le
Maréchal in sod., 2011).

V mastitiénem mleku je manjsa tudi vsebnost mascobe, ki je logi¢na z vidika zmanjSane
sinteze in zmoznosti izlo¢anja mleka zaradi poskodba tkiva. Vsebnost prostih
mascobnih kislin se poveca, kar lahko pojasnimo z delovanjem lipaz levkocitov in vecjo
aktivnostjo lipoproteinlipaze, ki razgrajuje lipoproteine membrane mas¢obnih kroglic in
povzro€i lipolizo mlecne mascobe (Auldist in Hubble, 1998; Le Maréchal in sod.,
2011). Stevilo levkocitov je sicer povezano s povelano lipolizo, vendar mehanizem
delovanja Se ni pojasnjen (Le Maréchal in sod., 2011).

Najbolj o¢itna posledica mastitisa je padec vsebnosti laktoze na ra¢un manjse sinteze in
izgube laktoze iz poskodovanih celic v kri, kar avtorji povezujejo tudi z zmanjSano
zmoznostjo sinteze in izloCanja mleka iz sekretornih celic. Spremeni se tudi mineralna
sestava. Podatki za kalcij so razlicni, vsebnost kalija se zmanjSa, zvecCata pa se
koncentraciji natrija in klora (Auldist in Hubble, 1998; Le Maréchal in sod., 2011).

Povetano SSC (mastitis) se pri predelavi mleka odraza predvsem v nastanku
nezazelenih (pri)okusov, manjSega izkoristka in krajSih rokov uporabnosti izdelkov
(Auldist in Hubble, 1998; Le Maréchal in sod., 2011; Barbano in sod., 2011; Bulletin
IDF 466, 2013).

Pasterizirano mleko in UHT mleko, izdelano iz mastiticnega mleka, ki praviloma
vsebuje veC proteaz in lipaz, je bolj podvrzeno nastanku nezelenih (pri)okusov kot
pasterizirano oz. UHT mleko izdelano iz normalnega mleka. Pride do hidrolize kazeina,
pri ¢emer nastanejo majhni hidrofobni peptidi, ki dajejo trpek, grenak okus. Povecanje
vsebnosti prostih mas¢obnih kislin zaradi lipolize pa daje okus po zarkem (Le Maréchal
in sod., 2011).

Ceprav se podatki pogosto razlikujejo in so odvisni od vrste sira, lahko pri izdelavi sirov
iz mleka z vegjim SSC pride do §tevilnih tehnologkih teZzav in organolepti¢nih napak
izdelkov. Mastiticno mleko ima slabse zmoznosti koagulacije, poveca se vsebnost vliage
v sirih, med zorenjem sirov pa nastanejo razli¢ni nezeleni (pri)okusi. V vecini Studij
navajajo, da se Cas sirjenja podaljSa, zmanjSa se Cvrstost koaguluma in upocCasni se
nastanek koaguluma. V zagetnih fazah sirjenja mleka z vi§jim SSC prihaja do proteolize
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kazeinov, predvsem B-kazeina in og;-kazeina. Posledica tega je izguba kazeinov v
sirotko, kar vodi k slabemu izkoristku in slabi kakovosti sira (Auldist in Hubble, 1998;
Le Maréchal in sod., 2011; Barbano in sod., 2011; Bulletin IDF 466, 2013).

Do sprememb v koli¢ini in sestavi mastiticnega mleka pa prihaja tudi zaradi delovanja
encimov, ki jih spro¢ajo patogeni mikroorganizmi kot povzro¢itelji mastitisa. Se veg,
te spremembe se razlikujejo tudi glede na vrsto mikroorganizma (Auldist in Hubble,
1998; Le Maréchal in sod., 2011).

Mileko s pove¢anim SSC lahko, zaradi poteka zdravljenja Zivali, vsebuje tudi ostanke
zdravil (antibiotikov), ki lahko povzro¢ajo dodatne tezave pri predelavi mleka (Ruegg in
Tabone, 2000).

2.2 METODE DOLOCANJA STEVILA SOMATSKIH CELIC V MLEKU

Metode za doloCanje Stevila somatskih celic v mleku lahko razvrstimo v naslednje
skupine (Bulletin IDF 466, 2013):

e referencna metoda: neposredno Stetje somatskih celic pod mikroskopom (angl.
»Direct Microscopic Somatic Cell Counting, DMSCC«),

e rutinske metode: »Coulter Milk Counter« (prvi avtomatizirani inStrument, ki so
ga uporabili v praksi), fluoro-opto-elektronski instrumenti, »Charge coupled
device (CCD)« kamera,

e metode namenjene predvsem raziskovalnemu delu: poleg prejsnjih dveh Se Stetje
razli¢nih vrst somatskih celic pri vnetju (angl. »Differential inflammatory cell
counting«), neposredna epifluorescencna tehnika z uporabo filtra (angl. » Direct
epifluorescence filter technique (DEFT)«),

e hitre posredne metode za odkrivanje mastitisa s pomocjo reagentov: »California
Mastitis Test (CMT)« in »Wisconsin Mastitis Test (WMT)«,

e posredne metode, ki temeljijo na dolo¢anju kemijskih sprememb mleka ali
merjenju elektri¢ne prevodnosti.

Stevilo somatskih celic v mleku se najpogosteje dolo¢a z robustnimi fluoro-opto-
elektronskimi inStrumenti, princip metode pa opisuje standard ISO 13366-2/IDF 148-2.
Ti inStrumenti morajo biti to€no nastavljeni oz. umerjeni glede na uradno (Commission
Regulation (EC) No 1664/2006) referen¢no metodo, to je mikroskopsko Stetje, ki je
opisana v standardu ISO 13366-1/IDF 148-1.

10
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2.2.1 Referen¢na metoda za dolo¢anje SSC v mleku

Orlandini in van den Bijgaart (2011) navajata, da sta osnovno metodo, ki temelji na
neposrednem mikroskopiranju (DMSCC) opisala Prescott in Breed ze leta 1910, kasneje
pa so jo modificirali Newman in Lampret ter Levowitz in Weber (Levowitz in Weber,
1956; IDF 148A, 1995). Metoda temelji na Stetju celi¢nih jeder s pomoc¢jo mikroskopa
oz. fluorescentnega mikroskopa na razmazu vzorca mleka po obarvanju z barvilom.
Stevilo celic na mililiter mleka dobimo s $tetjem celic na to¢no dolo¢enem obmodgju, ob
upostevanju koli¢ine mleka (faktorja), ki jo odvzamemo za pripravo razmaza za Stetje
somatskih celic. Ta metoda je Se vedno predpisana referencna metoda za umerjanje in
kontrolo (Commission Regulation (EC) No 1664/2006; Orlandini in van den Bijgaart,
2011). Metoda je standardizirana in natancno opisana ter dolocena s standardom ISO
13366-1/IDF 148-1 (2008).

Kot barvilo se lahko uporabljajo (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008):
e raztopina barvila modificirana po Newman in Lampert ter Levowitz in Weber
(etanol, tetra-kloro-etan, metilensko modrilo, ocetna kislina),
e raztopina etidijevega bromida v vodi,
e za kozje mleko pa Carnoy fiksator (kloroform, brezvodna ocetna kislina, etilni
alkohol) ali raztopina barvila »pyronin Y-methyl green«.

Kljub temu, da je metoda sprejeta kot referen¢na metoda, prvotni standard IDF 148A
(1995) oz. ISO 13366-1 (1997) ne podajata vrednosti za natancnost (ponovljivost in
obnovljivost).

Mozne napake pri izvedbi metode so lahko posledica neenakomerne porazdelitve celic
pri pripravi razmaza, subjektivne napake pri Stetju ali nepravilne identifikacije
obarvanih struktur (Bulletin IDF 466, 2013).

Pomanjkljivosti referencne metode (DMSCC) so privedle k ustanovitvi projektne
skupine »IDF/ISO Joint Action Team on Automated Methods«, ki naj bi ponovno
pregledala in ocenila referenéno metodo (Orlandini in sod., 2008). Na osnovi rezultatov
dela projektne skupine so februarja leta 2008 izdali nov zdruZen standard ISO 13366-
1/IDF 148-1 (2008). Standard podaja podrobnejSe opise za postopek Stetja, v pomo¢ pa
vsebuje tudi slike celic, ki jih je potrebno Steti (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010).

Ugotovili so, da je poleg postopka barvanja in tehnike Stetja, odlocCitev kaj Steti kot
celico, dodatna pomanjkljivost te metode v praksi. Poudarili pa so tudi, da glavnega vira
razlik med Stetjem (variabilnosti), to je ¢loveSke subjektivnosti, ni mogoce izkljuciti
(Baumgartner, 2008).

11
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Orlandini in sodelavci (2008) so v medlaboratorijski primerjavi, ki so jo izvedli oktobra
2005 in v kateri je bilo v kon¢ne izraCune vkljucenih 12 od 18 sodelujocih laboratorijev,
primerjali rezultate referencne metode. Primerjava je sluzila za izraCun parametrov
natanc¢nosti; ponovljivosti in obnovljivosti, in $e to samo za kravje mleko. Primerjavo so
izvedli na 16 vzorcih mleka s SSC od 200.000 do 800.000 celic/ml. Na osnovi
primerjave rezultatov so podali omejitve referencne metode. Ugotovili so, da imata na
toCnost rezultata najve¢ji vpliv analitik in laboratorij, kljub temu, da so analize
opravljali usposobljeni in izkuSeni analitiki, ki so imeli na voljo natancen opis in slike
»kaj Steti in kaj ne«. Dokazali so, da je razlika, ki nastane kot posledica nacina priprave
vzorca oz. razmazov na ploS¢ah, zanemarljiva v primerjavi z razlikami, ki so posledica
Stetja in interpretacije rezultatov. Vrednosti za ponovljivost (angl. »repeatability«) so
bile najveCkrat enake vrednostim za obnovljivost (angl. »reproducibility«). To
dokazuje, da je glavni vzrok razlike v rezultatih SSC ponovljivost §tetja posameznega
analitika. Zakljucili so, da ima subjektivna ocena analitika odlocilen vpliv na oceno
toCnosti te metode. Kot glavne pomanjkljivosti oz. kriticne tocke referencne metode
(DMSCC) za konec navajajo:

e izbira obmocij, na katerih se Stejejo celice,

¢ razlikovanje med somatskimi celicami in drugimi trdnimi delci ali tujki,

e subjektivna ocena in odlocitev analitika.

Neposredno Stetje somatskih celic pod mikroskopom, ki je predpisana referencna
metoda v EU, je Se posebno subjektivno v naslednjih primerih (Ninane, 2014):

e kadar se moramo odlociti, ali moramo majhno celico, ki jo vidimo, Steti ali ne -
minimalna velikost je sicer predpisana s standardom, vendar kljub namestitvi
najbolj primerne mrezice, v€asih ni mogoce oceniti velikosti celice, ki jo
opazujemo;

e kadar moramo dolociti Stevilo celic v gruci celic, ki jih opazujemo - tudi, ko
pravilno nastavimo osvetlitev, v€asih ni mogoc¢e dobro videti, ali sta dve jedri
povezani ali vsako zase;

e kadar se moramo odlociti, ali celico, ki je na meji obmocja Stetja, Stejemo ali ne.

Tudi Orlandini in van den Bijgaart (2011) poudarjata, da sta izurjenost in strokovnost
laboranta glavna kritiéna dejavnika, ki vplivata na pravilno izvedbo in s tem na
kakovost in natan¢nost referencne metode. Zato priporocCata, da referencno metodo
izvede ve¢ analitikov, po moznosti v ve¢ laboratorijih, kar naj bi zagotovilo doseganje
optimalne to¢nosti (angl. »accuracy«) koncnih referennih vrednosti. Pogosta izvedba
referenéne metode in udelezba v medlaboratorijskih primerjavah sta nujni za
zagotavljanje primerljivih rezultatov.

Baumgartner (2008) poudarja, da lahko k wvecji natanc¢nosti prispeva uporaba
sekundarnih referen¢nih materialov (SRM) za notranjo kontrolo v referen¢nih
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laboratorijih in ponavljanje analiz v ve¢ kot enem referencnem laboratoriju na istih
vzorcih ter kontinuirano izobrazevanje in s tem »umerjanje« analitikov. Ninane (2014)
navaja, da si analitik z izku$njami lahko ustvari lastna merila za presojo, kar mu
omogoca, da dosega relativno dobro ponovljivost Stetja. Dodaja pa, da ni nujno, da so ta
merila enaka merilom drugega analitika.

Orlandini in van den Bijgaart (2011) sta povzela glavne pozitivne in negativne
znacilnosti referen¢ne metode, ki so prikazane v Preglednici 2.

Preglednica 2. Pozitivne (+) in negativne (-) znailnosti referenéne metode za dolo¢anje SSC v mleku
(Orlandini in van den Bijgaart, 2011: 416).

Table 2: Positive (+) and negative (-) characteristics of the reference method for enumeration of somatic
cells in milk (Orlandini and van den Bijgaart, 2011: 416).

Referen¢na metoda

Standardizirana (ISO 13366-1/IDF 148-1) )
Stara/zastarela )
Razli¢ne vizualne oblike merjenca )
Cloveska subjektivnost )
Zahteva veliko Casa )
Obsirna analiza )
Nezadovoljiva natanénost )

Gonzalo in sodelavci (2004) navajajo, da je pomanjkljivost referencne metode pri
dolo¢anju SSC v ové&jem mleku, ki temelji na barvanju razmaza mleka z metilenskim
modrilom, tezko razlikovanje med celicami in citoplazemskimi delci (angl. »particles«),
ki so, sicer v manj$em Stevilu, prisotni v ov¢éjem mleku (Schalm in sod., 1971; Gonzalo
in sod., 2003). Uporaba za DNK-specificnih barvil (npr. pyronin Y-methyl green)
izboljsa izvedbo DMSCC metode (Gonzalo in sod., 2004; Zeng in sod., 1999). Podobno
velja za kozje mleko (Zeng, 1996). Uporaba tega barvila omogoca lo¢evanje med
levkociti in citoplazemskimi delci in s tem natan¢nejSe Stetje somatskih celic (Dulin in
sod., 1982; Packard in sod., 1992).

Kljub pomanjkljivostim referencne metode pa Zeng in sodelavci (1999) navajajo, da
statisticno znacilnih razlik (p > 0,05) med dvema laboratorijema, ki sta izvajala
mikroskopsko metodo, ni bilo. Podobno ugotavlja Deperrois (2014), ki povzema
rezultate dveh medlaboratorijskih primerjav Nacionalnih referen¢nih laboratorijev
(NRL), ki so sodelovali z referencno metodo ISO 13366-1/IDF148-1. Primerjavi so
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izvajali v letih 2008 in 2010, na sedmih vzorcih (&tiri ravni SSC), z razponom SSC od 0
do 1.000.000 celic/ml. Vsi laboratoriji so dosegli dobre rezultate tako glede parametra
standardni odklon ponovljivosti (s,: 6-13 % v 2008 in 4-8 % v 2010) kot glede
parametra standardni odklon obnovljivosti (sz: 18-21 % v 2008 in 15 % v 2010). Oba
parametra sta se v kasnejsi primerjavi tudi izbolj$ala, kar pomeni, da so bile dosezene
manjSe vrednosti s, in sg. Prav tako pa je vecina udeleZencev (79 % v 2008 in 85 % v
2010) v drugi primerjavi opravila analize natancnejSe (angl. »precision«) in bolj
pravilno (angl. »trueness«).

Po navedbah standarda ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008) je referen¢na metoda primerna
za pripravo standardnih testnih vzorcev in doloCanje referencnih vrednosti, ki so
potrebne za umerjanje mehanskih in avtomatiziranih metod Stetja somatskih celic,
medtem ko je v biltenu mednarodnega mlekarskega zdruzenja IDF §e vedno zapisano,
da metoda zahteva veliko Casa in ne daje dovolj natan¢nih rezultatov, zato ni primerna
za redna umerjanja in kontrolo kakovosti analiz (Bulletin IDF 469, 2013).

2.2.2 Fluoro-opto-elektronska (F-O-E) metoda za dolo¢anje SSC v mleku

V zadnjih desetletjih so se zelo razSirili avtomatizirani inStrumenti, ki omogocajo
analiziranje vecjega Stevila vzorcev mleka z zelo nizkimi stroSki (Orlandini in sod.,
2008). InStrumenti proizvajalcev FOSS (Danska) in Bentley (ZDA) omogocajo analizo
do 600 vzorcev na uro (FOSS, 2013; Bentley Instruments, 2015).

Fluoro-opto-elektronsko (F-O-E) metodo za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku
opisuje standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006), ki podaja navodila za delovne pogoje
ter postopek dolodanja SSC v surovem in surovem konzerviranem mleku. Metoda
predvideva uporabo tako principa pretocne citometrije (angl. »flow cytometry«) kot
Stetja na disku (»disc cytometry«). Metoda je primerna tudi za mleko drugih vrst Zivali
(koze, ovce, bivolice), ¢e so dosezeni predpisani pogoji. Je edina standardizirana
avtomatizirana metoda za Stetje somatskih celic v mleku in jo v praksi uporabljajo
najpogosteje, saj ocenjujejo, da s to metodo analizirajo kar 85 % vzorcev mleka
(Bulletin IDF 466, 2013).

Delovanje fluoro-opto-elektronskih  inStrumentov temelji na istem principu,
standardizacija in avtomatizacija Stetja pa sta pripomogli k bolj prijaznemu, a
»robustnemu« postopku Stetja (Orlandini in van den Bijgaart, 2011). Pri avtomatiziranih
inStrumentih se to¢no doloc¢ena koli¢ina vzorca zmeSa s pufrom in raztopino barvila,
mesanica pa se nato nanese na ravno povrsino rotirajocega diska (citometrija na disku —
angl. »disc cytometry«) ali pa te¢e v kapilarnem toku skozi posebno celico (pretoc¢na
citometrija — angl. »flow cytometry«). Vsak obarvan delec (somatska celica), ki ga zazna
vgrajeni fluorescentni mikroskop, sprozi elektri¢ni signal, ki gre preko posebnega filtra,
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se pomnoZi in zabeleZi. ViSina signala se elektronsko obdela; izracuna se razlika med
Sumom signala in impulzi, ki pripadajo obarvanim somatskim celicam (Orlandini in van
den Bijgaart, 2011). Princip delovanja temelji torej na barvanju jeder somatskih celic z
barvilom. Barvilo etidijev bromid (angl. »ethidium bromide«) prehaja v celico in tvori
fluorescentni kompleks z jedrno DNK. Vzorec je nato izpostavljen modri svetlobi, ki
vzbudi obarvane celice, da emitirajo rdeCo svetlobo (Gonzalo in sod., 2004). Raven
razlike med Sumom signala in impulzi je lahko fiksna ali dinami¢na. Pri nekaterih
inStrumentih se lahko samodejno nastavi trajanje Stetja glede na koncentracijo celic; npr.
daljSe Stetje pri nizjem Stevilu somatskih celic. To je koristno pri to¢nosti metode v
spodnjem obmocju Stetja (Orlandini in van den Bijgaart, 2011).

Hidrodinami¢no
fokusiranje

; Oddana
b‘ energija / signal

Fluorescenca

L™\

Slika 1: Princip delovanja fluoro-opto-elektronskih initrumentov za doloéanje SSC na principu preto¢ne

citometrije (angl. »flow cytometry«); oblika pretocne celice zagotavlja, da se zazna le po ena celica
naenkrat (Bentley Instruments, 2015).

Figure 1: The principle of the fluoro-opto-electronic instruments for the enumeration of somatic cells in
milk based on the flow cytometry. The shape of the flow cell allows to pass a single cell at a time
(Bentley Instruments, 2015).

Modelov oz. proizvajalcev initrumentov za ugotavljanje SSC je kar nekaj, ne delujejo
pa vsi po opisanem principu. Na principu citometrije delujejo Somascope™ (Delta
Instruments B.V., Nizozemska), Somacount™ (Bentley Instruments Inc., ZDA) in
Fossomatic™ (FOSS, Danska), medtem ko Nucleocounter™ (ChemoMetec A/S,
Danska) in DDC Counter™ (DeLaval International AB, Svedska) delujeta na principu
zajemanja slike obarvanih somatskih celic.

DDC Counter™ uporablja kot barvilo propidijev jodid (angl. »propidium iodide«), ki se
nahaja v kaseti za zajem vzorca mleka (Gonzalo in sod., 2006). Bat potiska vzorec proti
okencu za Stetje, kjer je nato izpostavljen LED svetlobi. Celi¢na jedra oddajo
fluorescentno svetlobo, ki se zabelezi kot slika in se nato s pomocjo racunalniskega
programa preraéuna v SSC v mleku (Bulletin IDF 466, 2013). Rezultat dobimo v manj
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kot minuti (priblizno 40 s/vzorec). Aparat uporabljajo za dolo¢anje SSC v surovem
kravjem mleku (DeLaval, 2003).

Prednosti F-O-E metode sta visoka zmogljivost (analiziranje vecjega $tevila vzorcev) in
vecja natancnost rezultatov. Vsekakor pa se metoda lahko Se izboljSa z razvojem in
uporabo standardiziranih referen¢nih materialov (Bulletin IDF 469, 2013).

Metode in instrumenti za dolo¢anje SSC morajo biti umerjeni in preverjeni, da dajejo
tocne, natancne (ponovljivost in obnovljivost) in primerljive rezultate (Bulletin IDF
466, 2013). Prav tako standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) navaja, da morajo biti
elektronski Stevci umerjeni, in sicer glede na vrednosti, dobljene z referencno metodo
0z. s kombinacijo vrednosti, dobljenih z referen¢no metodo in in§trumentalno F-O-E
metodo/Steveem.

Razlike med rezultati, dobljenimi s F-O-E metodo, so v glavnem posledica nastavitve
inStrumentov na »lokalne« referencne vrednosti (Baumgartner, 2008).

Orlandini in van den Bijgaart (2011) opisujeta pozitivne in kritiéne negativne
znacilnosti rutinskih F-O-E metod, ki so prikazane v Preglednici 3.

Preglednica 3: Pozitivne (+) in negativne (-) zna&ilnosti fluoro-opto-elektronske metode za dolo¢anje SSC
v mleku (Orlandini in van den Bijgaart, 2011: 416).

Table 3: Positive (+) and negative (-) characteristics of the fluoro-opto-electronic method for enumeration
of somatic cells in milk (Orlandini and van den Bijgaart, 2011: 416).

Fluoro-opto-elektronska metoda

Standardizirana (ISO 13366-2/IDF 148-2) +)
Visoka zmogljivost G2
Hitrost (do 500 vzorcev/uro) G)
Uporabniku prijazna &)
Nizki stroski pri vecjem Stevilu vzorcev )
Dobra natanc¢nost )
Ni razpolozljivih certificiranih referen¢nih materialov -)
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2.2.3 Primerjava referen¢ne in F-O-E metode za dolo¢anje SSC v mleku

Read in sodelavci so Ze leta 1967 objavili primerjavo med referen¢no mikroskopsko
metodo za dolo¢anje SSC in Stetjem z elektronskim $tevcem. Navajajo, da so bile
razlike v SSC, dologenih z referenéno in F-O-E metodo, pri vzorcih mleka s SSC
300.000 celic/ml in vec, statisticno neznacilne (pri o = 0,05). Korelacijski koeficient je
bil 0,997. Ko pa so vzorci vsebovali manj kot 300.000 celic/ml, pa je elektronska
metoda dala statisti¢no znacilno visje rezultate kot mikroskopska metoda.

Orlandini in sodelavci (2008) poudarjajo, da je instrumentalno dolocanje SSC
natancnejSe kot direktno Stetje pod mikroskopom (referencna metoda). Ker sta obe
metodi standardizirani (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006),
so v standardih predpisane tocno dolocene mejne vrednosti za natan¢nost (ponovljivost
in obnovljivost) posamezne metode.

Ponovljivost oznacujemo z »r« (angl. »repeatability«) in pomeni natanénost pri
ponovljivih pogojih. Ponovljivi pogoji so pogoji, kjer so neodvisni rezultati dobljeni z
isto metodo, na identi¢nih testnih materialih, v istem laboratoriju, s strani istega
analitika, z uporabo iste opreme, v kratkem ¢asovnem obdobju (ISO 3534-1, 1993). Pri
standardiziranih metodah, kjer so vrednosti za ponovljivost, ki jih moramo dose¢i, tudi
predpisane, je dikcija malo drugacna: absolutna razlika med dvema neodvisnima,
enkratnima meritvama, dobljenima z isto metodo, na identiénem testnem materialu, v
istem laboratoriju, s strani iste osebe, z uporabo iste opreme, v kratkem casovnem
obdobju ne sme biti v ve€ kot 5 % primerov vecja od predpisane/ih vrednosti. Vrednosti
so navedene v takem stavku ali pa so, kot je to v primeru SSC, podane v preglednici
(ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006).

Obnovljivost oznacujemo z »R« (angl. »reproducibility«) in pomeni natancnost pri
obnovljivih pogojih. Obnovljivi pogoji so pogoji, kjer so rezultati dobljeni z isto
metodo, na identi¢nih testnih materialih, v razli¢nih laboratorijih, s strani razli¢nih
analitikov, z uporabo razlicne opreme (ISO 3534-1, 1993). Pri standardiziranih
metodah, kjer so vrednosti za obnovljivost, ki jih moramo doseci tudi predpisane, je
dikcija malo drugacna: absolutna razlika med dvema neodvisnima, enkratnima
meritvama, dobljenima z isto metodo, na identicnem testnem materialu, v razlicnih
laboratorijih, v kratkem ¢asovnem obdobju ne sme biti v ve¢ kot 5 % primerov vecja od
predpisane/ih vrednosti. Vrednosti so navedene v takem stavku ali pa so, kot je to v
primeru SSC, podane v preglednici (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008; ISO 13366-2/IDF
148-2, 2006).

V Preglednicah 4 in 5 so podane vrednosti za oceno natan¢nosti (ponovljivost in
obnovljivost) referencne in F-O-E metode (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008; ISO 13366-
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2/IDF 148-2, 2006). Te vrednosti so dobljene iz medlaboratorijskih primerjav za kravje
mleko.

Preglednica 4: Vrednosti za ponovljivost in obnovljivost za referen¢no metodo (ISO 13366-1/IDF 148-1,
2008: 12).

Table 4: Repeatability and reproducibility values of the reference method (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008:
12).

Raven SSC (1000/ml)
245 455 679 791
Ponovljivost (7)
y 107 121 192 308
SSC (1000/ml)
Obnovljivost (R)
5 114 174 218 308
SSC (1000/ml)

r - natan¢nost pri ponovljivih pogojih
R - natan¢nost pri obnovljivih pogojih

Preglednica 5: Vrednosti za ponovljivost in obnovljivost za F-O-E metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2,
2006: 11, 12).

Table 5: Repeatability and reproducibility values of the fluoro-opto-electronic method (ISO 13366-2/IDF
148-2, 2006: 11, 12).

Raven SSC (1000/ml)
150 300 450 750 1.500
Ponovljivost (7)
. 25 42 50 63 126
SSC (1000/ml)
Obnovljivost (R)
38 67 88 126 252

SSC (1000/ml)

r - natan¢nost pri ponovljivih pogojih
R - natan¢nost pri obnovljivih pogojih

Orlandini in van den Bijgaart (2011) navajata podatke (Preglednica 6) z interpoliranimi
vrednostmi za ponovljivost in obnovljivost glede na podatke iz standardov ISO 13366-
1/IDF 148-1 (2008) in ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006).
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Preglednica 6: Podatki za natanénost referenéne metode in F-O-E metode za SSC v mleku, interpolirani iz
podatkov v standardih ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008) in ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) (Orlandini in
van den Bijgaart, 2011: 417).

Table 6: Precision data on the reference method and fluoro-opto-electronic (F-O-E) method for somatic
cell count in milk as interpolated from standards ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008) and ISO 13366-2/IDF
148-2 (2006) (Orlandini and van den Bijgaart, 2011: 417).

Raven r R

SSC (1000/ml)  SSC (1000/ml)  SSC (1000/ml)

245 107 114
Referenéna metoda
679 192 218
245 36 57
F-O-E metoda
679 55 112

r - natan¢nost pri ponovljivih pogojih
R - natan¢nost pri obnovljivih pogojih

Za lazjo predstavo so vrednosti iz Preglednice 6 prikazane $e na Sliki 2. Tu se dobro
vidi, da je za referen¢no metodo pri nizkem SSC (245.000 celic/ml) meja za merilo
ponovljivosti (r) skoraj enaka meji za merilo obnovljivosti (R).

250 -
A
200 + *
E
S 150
o *r REF
8]
o ‘ @ By FOE
= 100 ~ ARREF
= ORFOE
50 4 0] |
=
0 !
0 100 200 300 400 500 600 700 200
§SC (1000/ml)

Legenda: » REF — ponovljivost za referenéno metodo, » FOE — ponovljivost za F-
O-E metodo, R REF — obnovljivost za referen¢no metodo, R FOE — obnovljivost za
F-O-E metodo.

Slika 2: Podatki za natan¢nost referenéne metode in F-O-E metode za SSC v mleku, interpolirani iz
podatkov v standardih ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008) in ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) (povzeto po
Orlandini in van den Bijgaart, 2011).

Figure 2: Precision data on the reference method and fluoro-opto-electronic (F-O-E) method for somatic
cell count in milk as interpolated from standards ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008) and ISO 13366-2/IDF
148-2 (2006) (according to Orlandini and van den Bijgaart, 2011).
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Primerjava po standardu dovoljenih odstopanj kaZze na to, da je inStrumentalna F-O-E
metoda natancnej$a - ponovljiva () in obnovljiva (R), razlike med ponovljivostjo in
obnovljivostjo pa so tudi vec¢je kot pri referencni metodi.

Rezultati raziskave, ki so jo izvedli Silveira in sodelavci (2005) so pokazali, da razlike
med rezultati, dobljenimi z referencno metodo (povprecje 382.000 celic/ml) in z
elektronskim Stevcem (povprecje 329.000 celic/ml), pri bazenskih vzorcih mleka niso
bile statisti¢no znacilno razlicne (p > 0,05). Orlandini in van den Bijgaart (2011) pa
celo trdita, da so sodobne F-O-E rutinske metode natan¢nejSe kot referen¢na metoda, ki
temelji na mikroskopiji.

Se vedje tezave predstavlja dolo¢anje SSC v mleku drugih vrst Zivali in v humanem
mleku, saj je na voljo precej manj podatkov, aparati pa so najveckrat umerjeni s kravjim
mlekom. Hanu$ in sodelavci (2011) so primerjali F-O-E metodo (Fossomatic 90) in
referen¢éno metodo za dolodanje SSC v kravjem, kozjem, ov&jem in humanem mleku.
InStrument je bil predhodno umerjen s kravjim mlekom. Povpre¢ne razlike med
metodama so bile majhne pri kravjem mleku, ve¢je pri ovéjem in humanem mleku,
najvecje pa pri kozjem mleku.

Vse naStete pomanjkljivosti, tako referencne kot F-O-E metode, se odraZzajo in pogosto
stopnjujejo v rutinskih laboratorijih, kar se kaze v slabem ujemanju rezultatov v
medlaboratorijskih primerjavah. Omenjene pomanjkljivosti kli¢ejo po razvoju boljsega
sistema za umerjanje inStrumentov za doloCanje somatskih celic v mleku, poudarja
Baumgartner (2008).

2.3 REFERENCNI SISTEM ZA DOLOCANJE STEVILA SOMATSKIH CELIC V
MLEKU

2.3.1 Namen referenénega sistema za dolo¢anje SSC

Pravi¢no trgovanje z mlekom zahteva, da so rezultati analiz med laboratoriji, med
drzavami in med razli¢nimi uporabljenimi metodami primerljivi v daljSem casovnem
obdobju (Orlandini, 2012; Baumgartner, 2008). Primerljivost analitskih rezultatov v
svetovnem merilu pa ne more biti zagotovljena le s standardiziranimi analiznimi
metodami (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010). Za nekatere parametre primanjkuje
standardiziranih referen¢nih materialov, poleg tega pa imajo referencne metode
dolocene omejitve v izvedbi. Zato Ninane in sodelavci (2010a) poudarjajo, da dolo¢anje
SSC v mleku, prav zaradi doseganja boljse primerljivosti rezultatov med laboratoriji v
svetovnem merilu, zahteva mednarodni referen¢ni sistem.
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Referencni sistem je sistematicno razvit »zasidran« sistem (angl. »anchoring system«),
ki vzpostavljeno mreZo laboratorijev neprekinjeno informira in oskrbuje z (Baumgartner
in van den Bijgaart, 2010; Orlandini in van den Bijgaart, 2011):

e referen¢nimi materiali,

e rezultati referencnih metod,

e rezultati rutinskih metod,

e rezultati iz medlaboratorijskih primerjav.

Za uspesno delovanje takSnega sistema pa je potrebno, da ga priznajo tako organi
zakonodajne in izvrSilne oblasti kot vsi ostali udelezenci (Baumgartner in van den
Bijgaart, 2010).

2.3.2 Tradicionalne sheme umerjanja inStrumentov

Tradicionalne sheme umerjanja inStrumentov, ki jih lahko opiSemo kot enosmerne,
obi¢ajno z enostransko dolocenimi referencnimi vrednostmi za dolocen material za
umerjanje rutinskih metod, imajo razne omejitve. To lahko vodi k slabi natan¢nosti in
veliki variabilnosti sistema, kar pa je pogosto nesprejemljivo za uporabnike. Omejitve
so lahko povezane z referen¢nimi metodami in laboratoriji, ki te metode izvajajo, z
referenénimi materiali, ki so bili analizirani in nenazadnje tudi s sposobnostjo rutinskih
laboratorijev, da vpeljejo metodo. Da bi premagali omenjene omejitve, so strokovnjaki
zacrtali nove pristope. Kot enega moznih nac¢inov predlagajo, da bi referen¢ne metode
kot zasidrane metode (angl. »anchor methods«), ponovno ovrednotili in jih modificirali
glede na potrebe in sposobnosti metode. Take modificirane referen¢ne metode bi nato
lahko postale del referen¢nega sistema. Na ta nafin bi dodatno vpeljali dolocene
elemente oz. postopke, ki bi zmanjali izvore razlik. Pri dolodanju SSC bi lahko na
primer prispeval k izboljSanju izvedbe referencne metode in s tem k njeni natanc¢nosti
sistem samodejnega zajemanja slike (angl. »automated imaging systems«)
(Baumgartner, 2008).

Tradicionalne sheme umerjanja in§trumentov za dolo¢anje SSC so e posebno
problemati¢ne (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010). Za doseganje dovolj natan¢nih
in to¢nih referencnih vrednosti je referencno metodo treba veckrat ponoviti v vec
laboratorijih, poleg tega je metoda dolgotrajna, okorna, zahteva izkuSnje in pogoste
izvedbe, da lahko zanesljivo zagotovimo primernost in pristojnost analitika ter pravilne
rezultate Stetja. Taréni merjenec, ki se presteje pri izvedbi referencne metode pa pri
izvedbi rutinskih F-O-E metod ni splosno sprejet kot »referenCna osnova« oz.
»referencna vrednost«. Tako pravzaprav manjka ze prava skupna osnova za umerjanje
rutinskih inStrumentov. Posledi¢no se dogaja, da nekaj rutinskih laboratorijev tako
ustanavlja svoje referencne sisteme, da bi zasidrali ravni Stetja. Zaradi vseh teh razlogov
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dolo¢anje SSC dobro ilustrira tipi¢no tezavo in je »pravi kandidat« za izvedbo svetovno
sprejetega pristopa k referenénemu sistemu (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010).
Baumgartner (2008) takole povzema omejitve tradicionalne sheme umerjanja
instrumentov za dolo¢anje SSC:

e pomanjkljiva definicija merjenega parametra SSC, predvsem z vidika kaj je
referen¢na ciljna populacija oz. kaj Steti, poleg tega pa kaj Steti Ze vnapre]
dolo¢imo z metodo, ki jo bomo uporabili,

e negotovost (angl. »uncertainty«) referenéne metode je prevelika za uporabo v
linearni shemi umerjanja,

e ni certificiranih referencnih materialov (CRM), ki bi jih lahko uporabili kot
»zlati standard«,

e sekundarni referencni materiali (SRM) niso preverjeni ali certificirani, da
ohranjajo vrednosti (rok uporabe, homogenost znotraj serije),

e opis SRM je pomanjkljiv, zato ne zagotavlja doseganja sprejemljive natan¢nosti
za rutinsko merjenje,

e v praksi skoraj ne najdemo povezav med posameznimi sistemi umerjan;.

2.3.3 Naloge in vpeljava referencnega sistema

Vecjo natan¢nost v tradicionalnih linearnih modelih umerjanja lahko dosezemo samo z
izboljSavo v smislu preciS€enjema in sistematicno uporabo vseh informacij, dobljenih iz
vseh virov analitske verige. Tak pristop lahko ozna¢imo z izrazom »referen¢ni sistem«
(angl. »reference system«) in pomeni globalni analitski sistem, ki uporablja vse tipe
dostopnih informacij za kontrolo vseh izvorov variabilnosti v celotnem analitskem
procesu. V principu mora referen¢ni sistem izpolniti dve glavni nalogi (Baumgartner,
2008):

e zagotoviti primerljive rezultate meritev v svetovnem merilu in

e zagotoviti »prave« rezultate glede na referencno metodo.

Izraz »referencno« vkljuéuje dva vidika. Eden se nanasa na priznavanje (angl.
wtestimonial«), odobritev oz. potrditev (angl. »endorsement«) ali certificiranje (angl.
weertification«), drugi pa na poizvedovanje oz. poznavanje (angl. »information«),
oCitnost oz. razvidnost (angl. »evidence«) ali izvor oz. poreklo (angl. »source«). Ti
pojmi dobro opisujejo namen referencnih sistemov, ki naj bi dopolnili in izboljsali
tradicionalne naine umerjanj rutinskih metod. Tradicionalno se uporabljajo linearni
umeritveni modeli, ki rutinsko metodo povezujejo preko uporabe umeritvenih vzorcev z
referencno metodo, ki pa jo izvaja referencni laboratorij. Taka tradicionalna shema pa
ima lahko za posamezne parametre razline omejitve: nezadostno definiran merjenec,
slaba natan¢nost referencnih metod glede na rutinske metode, velika variabilnost med
referencnimi laboratoriji, ki izvajajo referenéne metode, nezadostna stabilnost in
homogenost umeritvenih materialov (Baumgartner, 2008).
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Za vzpostavitev referennega sistema mora biti vzpostavljeno centralizirano zbiranje
podatkov rutinskih inStrumentov. Vsekakor je za uspeh takega sistema porocanje
rutinskih laboratorijev enako odlo¢ilno kot porocanje in sodelovanje referencnih
laboratorijev. Ce so vkljudeni parametri, ki so zakonsko predpisani, in SSC je tak
parameter, morajo sodelovati v referencnem sistemu tudi kompetentne uradne sluzbe in
uradni referen¢ni laboratoriji, da se zagotovi mednarodno sprejet referencni nivo oz.
referencna vrednost za doloCen parameter, ki je lahko posamezna komponenta oz. analit
(Baumgartner, 2008).

V zadnjih letih strokovnjaki veliko pozornosti posvecajo optimizaciji analitskih
sistemov, ki bi zagotavljali ¢im vec¢jo natancnost. Sistemi obic¢ajno vkljucujejo
(Baumgartner, 2008):
e referencno metodo izvedeno v referenénem laboratoriju,
e SRM, okarakterizirane za dolocen parameter z referencno metodo v referenénem
laboratoriju,
e umerjanje rutinske metode oz. inStrumenta v rutinskem laboratoriju s temi SRM,
e porocilo in oceno postopka z vsemi potrebnimi dejstvi za naro¢nika in primerno
interpretacijo dobljenih rezultatov.

Z referencnimi sistemi lahko premostimo vrzel med referen¢nimi metodami na eni
strani, ki jih moramo jemati kot zasidrane metode, ¢eprav so pomanjkljive in drage za
rutinsko delo, in rutinskimi metodami na drugi strani, ki so hitrejSe, »natancnejSe« in
imajo ugodnejSe razmerje med izvedbo in ceno analize (Baumgartner, 2008).

Referencne sisteme je treba nacrtovati in vzpostaviti sistemati¢no in skrbno. Gledati jih
moramo kot vecdimenzionalna sidris¢a, ki s povratnimi informacijami in obiljem
elementov vzpostavijo popoln sistem interakcij med referenénimi in rutinskimi
metodami, kot tudi povezave med uporabljenimi referen¢nimi in umeritvenimi materiali
z njihovo vzporedno in zaporedno uporabo v enem in/ali v razlicnih laboratorijih
(Baumgartner, 2008).

Referencni sistemi so tesno povezani s sistemi medlaboratorijskih primerjav (MP) in s
tem z zahtevami akreditacijskih organov. MP so orodja dokazovanja usposobljenosti
laboratorija, da dosega verodostojne in zaupanja vredne rezultate. Referen¢ni
laboratoriji, ki so dokazano zmozni, da lahko ovrednotijo referencne vrednosti za
dolo¢en parameter, morajo biti del mreze referencnih laboratorijev v referenénem
sistemu, kar zagotavlja kakovost rezultatov. Poleg tega pa skoraj ni MP, ki bi preiskala
ucinke oz. posledice neustreznih rezultatov oz. izracunov referencnih vrednosti za
umerjanje inStrumentov (Baumgartner, 2008).
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Ker CRM, ki bi sluzil kot »zlati standard« (angl. »golden standard«) za umerjanje, ni,
so laboratoriji prepusceni lastni iznajdljivosti kako priti do referen¢nega materiala in s
tem seveda referencnih vrednosti. Umerjanje inStrumentov se najpogosteje izvaja z
lokalnimi referencnimi materiali, ki so analizirani s strani enega ali pa omejenega
Stevila lokalnih laboratorijev. Tako vecina regijskih rutinskih laboratorijev deluje kot
izoliran laboratorij za analitiko v okviru vzrejnih programov (angl. »Dairy Herd
Improvement, DHI«) oz. politiki platevanja mleka (Baumgartner, 2008).

Ceprav je v svetovnem merilu tako na lokalnih kot podroénih oz. drzavnih ravneh ze
vzpostavljenih nekaj sistemov umerjanja, je bila v okviru organizacij IDF in ICAR
oblikovana projektna skupina za vzpostavitev novega sistema na globalni ravni, ki naj
bi izboljSal delo in ucinkovitost laboratorijev. Prav zaradi globalne pomembnosti
tematike, ki klice po odpravi pomanjkljivosti in vzpostavitvi referen¢nega sistema,
kakor tudi obseznosti, saj se po ocenah na letni ravni na svetu opravi ve¢ kot 500
milijonov analiz, je bil kot Studijski model izbran primer SC (Baumgartner in van den
Bijgaart, 2010; Orlandini in van den Bijgaart, 2011). Projektno skupino IDF/ICAR, ki
deluje od leta 2008, sestavlja 28 ¢lanov iz 19 drZav s 4 kontinentov (Orlandini, 2012).
Skupina je Ze sprejela zasnovo postopnega pristopa »od spodaj navzgor« (angl.
»bottom-up«) skozi povezavo ze obstojecCih sistemov (Orlandini in van den Bijgaart,
2011). Uradni naziv projekta je »IDF/ICAR Project on Reference System for Somatic
Cell Counting (RSSCC) in Milk«. V letu 2009 so predstavili ¢asovni nacrt postopkov in
del za vzpostavitev referencnega sistema za Stetje somatskih celic v mleku, ki je
prikazan na Sliki 3 (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010). Ta mednarodna skupina
obvesca o vseh novostih na tem podro¢ju preko spletne strani IDF (Ninane in sod.,
2010a).
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Slika 3: Casovni naért dela projektne skupine IDF/ICAR za vzpostavitev referenénega sistema za
doloc¢anje Stevila somatskih celic v mleku (povzeto po Baumgartner in van den Bijgaart, 2010: 274).
Figure 3: Time plan of the IDF/ICAR project group on Reference system for somatic cell counting in
milk (according to Baumgartner and van den Bijgaart, 2010: 274).

Kaj je referen¢ni sistem in zakaj ga potrebujemo, pojasnjuje tudi van den Bijgaart
(2014b). Sledljivost (angl. »traceability«) je klju¢na za veljavnost rezultata analize. To
lahko zagotovimo na ve¢ nacinov (van den Bijgaart, 2014b):
e 7z uporabo dolocene metode (angl. »defining method«); to je, da je merjenec
dolocen z natan¢no metodo, za katero je postopek izvedbe podrobno opisan;
e zuporabo (certificiranih) referen¢nih materialov za umerjanje;
e 7z uporabo referenéne metode za umerjanje rutinske metode oz. inStrumenta; pri
tem je lahko referen¢na metoda dolocena metoda (angl. »defining method«) ali
pa druga standardizirana metoda, ki je zasnovana kot referen¢na.

Ovrednotenje enega ali veC referenénih materialov naj bi temeljilo na zbiranju
rezultatov referen¢nih in rutinskih laboratorijev, obdelavi podatkov in nato dolocitvi
»prave« vrednosti SSC vsakega materiala. Dobro zasnovan in zasidran sistem pomeni,
da se izognemo negotovostim med razli¢nimi serijami referencnih materialov in kasneje
neustreznim umerjanjem inStrumentov (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010).

Za zagotovitev kakovostnih rezultatov referen¢nih in rutinskih analiz, s katerimi
laboratoriji ovrednotijo referen¢ne materiale, moramo neprekinjeno spremljati uspesnost
laboratorijev, ki sodelujejo v medlaboratorijskih primerjavah. Raven kakovosti
rezultatov oz. sposobnosti vkljucenih laboratorijev moramo upoStevati pri izraCunih
referen¢nih vrednosti. Zato je projektna skupina IDF/ICAR zalela razvijati tudi model
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za analizo podatkov, ki bi omogocil ocenjevanje primernosti sodelujocih laboratorijev.
Naslednji korak pa je preizkus take zasnove v pilotni Studiji, za oceno robustnosti in
delovanja celotnega sistema (Ninane in sod., 2010a).

Zgradba predlaganega referencnega sistema je predstavljena na Sliki 4, njegovi klju¢ni
vidiki pa so (Orlandini in van den Bijgaart, 2011):

primeren material za izdelavo CRM

Tip in lastnosti referen¢nega materiala morajo biti optimizirani, po moznosti na
osnovi informacij obstojecih ponudnikov in izkusnjah pri uporabi teh materialov
v smislu reprezentativnosti, stabilnosti in roka uporabe.

standardizirane metode

To je ze dosezeno s standardizacijo referencne in rutinske metode s standardom
ISO 13366/IDF 148 del 1 in 2.

postopek za zbiranje rezultatov analiz referencnega materiala, dobljenih z
referen¢no in rutinsko metodo

Omejeno natan¢nost referencne metode lahko ublazimo z upoStevanjem
rezultatov pravilno umerjenih in dobro kontroliranih avtomatiziranih
inStrumentov. Mehanizem povratnih informacij bo pomagal ublaziti razlike pri
naslednjih serijah referen¢nih materialov, ki bi se lahko pojavile zaradi omejene
natancnosti referen¢ne metode.

sistem tockovanja usposobljenosti laboratorijev

Potrebna je objektivna ocena ali to€kovanje usposobljenosti laboratorijev, ki z
referencno ali rutinsko metodo sodelujejo pri dolocanju referencnih vrednosti.
Ta ocena lahko temelji na rezultatih doti¢nih laboratorijev v medlaboratorijskih
primerjavah.

sistem tockovanja kakovosti MP

Vse MP niso enake in se lahko razlikujejo v Stevilu vzorcev, v obsegu vrednosti
SSC, v matriksu, v uporabljenih metodah in 3tevilu sodelujo¢ih laboratorijev.
Vsi ti vidiki morajo biti prevedeni v objektivno oceno ali tocke.

model obdelave rezultatov za izracun in doloditev referenénih vrednosti

referencnega materiala

Ta model bo temeljil na verjetnosti (angl. »probabilistic approach«). Pristop bo
omogocal tockovanje razlicnih MP in kakovost dela sodelujocih laboratorijev.
Tako bodo pri dolocitvi referen¢nih vrednosti referenénega materiala upostevane
tudi doloCene relativne teze rezultatov sodelujocih laboratorijev.

sekundarni referen¢ni materiali (neobvezno/dodatno)
Kadar je koli¢ina zgoraj omenjenega CRM omejena, je potreben SRM, ki ga
laboratoriji, vklju¢eni v MP, posredujejo lokalnim rutinskim laboratorijem

(prenos mednarodnega »nivoja enakovrednosti«; angl. »level of equivalence«).
Tudi za pripravo SRM in dolocitev referencnih vrednosti bi morali vpeljati
standardizirani postopek na mednarodni ravni.
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e koordinator
Koordinator je kljutnega pomena za delovanje referenCnega sistema za
dolo¢anje SSC. Bistvo je, da deluje kot neodvisen nadzornik in podpira
primerno uporabo principov in postopkov.

Kriteriji za oceno Kriteriji za oceno

usposobljenosti sodelujoéih KOORDINATOR usposobljenosti sodelujoéih
laboratorijev laboratorijev

Obdelava podatkov

Pripisana vrednost

NACIONALNI LAB XX NACIONALNI LAB YY NACIONALNI LAB KK NACIONALNI LAB HH

PRENOS UMERJANJA s SRM-ji PRENOS UMERJANJA s SRM-ji PRENOS UMERJANJA s SRM-ji PRENOS UMERJANJA s SRM-ji

Lokalni laboratoriji Lokalni laboratoriji Lokalni laboratoriji Lokalni laboratoriji

Rutinski LABXX 1, LABXX2, ... Rutinski LABYY 1, LABYY 2, ... Rutinski LABKK 1, LABKK 2, ... Rutinski LABHH 1, LABHH 2, ...

Slika 4: Shema predlaganega referencnega sistema za doloCanje Stevila somatskih celic v mleku
(prirejeno po Baumgartner in van den Bijgaart, 2010: 273).

Figure 4: Scheme of Reference system for somatic cell counting in milk (according to Baumgartner and
van den Bijgaart, 2010: 273).

Predlagana zgradba referencnega sistema je seveda koncni cilj, pristop »od spodaj
navzgor« pa naj bi bil najbolj prakticna pot za dosego tega cilja (Orlandini in van den
Bijgaart, 2011). To pomeni zbiranje in uporaba podatkov in informacij s katerimi
razpolagajo Ze obstojeci sistemi (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010) in njihovo
povezovanje (Slika 5). V prvi fazi se povezave med obstoje¢imi sistemi lahko ustvarijo
z analiziranjem istega materiala v razli¢nih ¢asovnih obdobjih in doseganjem sledljivih
izravnav v manjSem merilu (manjSe Stevilo udelezencev). Povezave med obstojecimi
sistemi lahko torej sluzijo za izvedbo pilotne Studije, v kateri lahko delovanje sistema
toCkovanja in modele obdelave podatkov preizkusimo in prikazemo, preden se nato
predlagani referencni sistem dejansko uporabi (Orlandini in van den Bijgaart, 2011).
Cilj projektne skupine IDF/ICAR je prav uskladitev razli¢nih sistemov (Orlandini,
2012).
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Povratni mehanizmi lahko omogocijo optimizacijo in zmanjSanje razlik v izvedbi
referen¢nih metod, kot tudi dokaZejo veljavnost uporabljenih sekundarnih referencnih
materialov (SRM). Z upostevanjem velikega Stevila podatkov o umerjanjih rutinskih
inStrumentov, lahko pridobimo veliko ve¢ informacij o kakovosti uporabljenih SRM-jev
in njihovih vrednostih, pridobimo pa tudi informacije o uspesnosti izvedenih umerjanj
(Baumgartner, 2008).

F SistemA F Sistem B , \ f \
\ / \ ’ Sistem A Sistem B

Sistem C

Sistem C -
N S

Slika 5: Uporaba pristopa »bottom-up« s povezovanjem obstojeCih »zasidranih« sistemov (Orlandini in
van den Bijgaart, 2011: 418).

Figure 5: Applying a bottom-up approach through interlinkage of existing anchoring systems (Orlandini
and van den Bijgaart, 2011: 418).

Projektna skupina je ze identificirala klju¢ne naloge za vzpostavitev sistema in izdeluje
pilotni sistem, ki naj bi ga preizkusili v praksi (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010).
Med drugim so najbolj kriti¢ni dejavniki:
e ustrezen referencni material, ki mora biti reprezentativen in stabilen,
e zbirnik podatkov laboratorijev s sistemom tockovanja ustreznosti oz.
usposobljenosti laboratorijev,
e racunski model za dolo¢anje optimalnih pripisanih (angl. »assigned«) vrednosti.

Tako naj bi idealen referencni sistem za umerjanje inStrumentov, ki zagotavlja natancne,
»prave« in zanesljive vrednosti SSC, vklju¢eval (Baumgartner, 2008):

e jasno definicijo referencne ciljne populacije celic, ki opredeli kaj vkljucuje
»Stevilo somatskih celic« oz. katera populacija celic ali »mikroskopskih delcev«
naj se Steje,

e natanen, z visoko ponovljivostjo in obnovljivostjo merjenja, standard ali
referenéno metodo, ki temelji na jasnih in natan¢nih podatkih, pridobljenih iz
vrednotenja metode in njene uporabe v praksi,

e dobro opisan CRM in nekaj SRM z razli¢nimi tipi celi¢nih populacij iz mleka z
dolgim rokom uporabe,

e mrezo laboratorijev, ki bi izvajali referencno metodo, da bi tocno dolocili
mednarodno sprejemljivo raven SSC,

e sistem za porocanje o rezultatih umerjanj za vse rutinske inStrumente,
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e sistem za zbiranje podatkov in zagotavljanje povratnih informacij za rutinske in
referencne laboratorije,

e mrezo »varoval«, ki bi zagotovila vnos vseh potrebnih informacij vseh
udelezencev v sistemu (kompetentne vladne organizacije, referencni laboratoriji,
rutinski laboratoriji, znanstveni sodelavci in proizvajalci ter predelovalci mleka)
in razvoj sistema do njegovega optimalnega delovanja.

Da bi se zagotovila ustrezna kakovost rezultatov SSC, dobljenih z referenénimi
metodami (t.i. »referencna stran« sistema), bi morali vpeljati in vzdrzevati sheme MP,
ki bi vkljucevale vse laboratorije, ki proizvajajo SRM ali pa ovrednotijo umeritvene
materiale za rutinske laboratorije. Take sheme MP morajo vkljucevati jasna merila za
laboratorije, ki ne dosegajo predpisanih vrednosti za natan¢nost referencne metode.
Izbor laboratorijev, ki bi predstavljali skupino »ekspertnih« laboratorijev, bi moral
temeljiti na rezultatih shem MP. Taka skupina ekspertnih laboratorijev mora zajemati
tako zakonsko kot analitsko kompetentne laboratorije (Baumgartner, 2008).

Z vidika »rutinske strani« sistema pa bi moral sistem vkljuCevati nacin porocanja o
umerjanjih in informacije o natancnosti rutinskih laboratorijev pri vsakdanjem
delovanju. Za pridobitev povratnih informacij o kakovosti SRM ter o kakovosti in
uspesnosti umerjanj v praksi, pa je nujno zbiranje podatkov o analizi SRM in drugih
umeritvenih materialov. Povzetki teh rezultatov bi dali uporabne informacije o
dejanskem stanju pri dolo¢anju SSC in zmoznosti referenénega sistema (Baumgartner,
2008).

Poleg tega je treba razviti postopke za povezovanje vseh elementov v referencnem
sistemu, ugotoviti, kako posamezni elementi vplivajo drug na drugega, kako bi
kontinuirano izboljSevali sistem in seveda kdo naj bi ga izboljSeval. Za zaupanje v
referencni sistem v svetovnem merilu je treba vkljuciti mrezo varoval drzavne izvrsilne
oblasti in njihove nacionalne referenc¢ne laboratorije, ekspertne laboratorije, rutinske
laboratorije, znanstvenike in seveda kon¢ne uporabnike meritev kot so vzrejne sluzbe,
proizvajalci ter predelovalci mleka (Baumgartner, 2008).

Referencni sistem za SSC bi pomenil opustitev tradicionalnega enosmernega pristopa k
umerjanju inStrumentov, s tem pa bi povecal obseg dela na novih umeritvenih shemabh.
Uporabljali bi ve¢ informacij za doseganje natancnejSih vrednosti SRM vzorcev, poleg
tega pa bi spremljali uspesnost referenc¢nih laboratorijev pri izvedbi referencne metode.
Da pa se vzpostavi referen¢ni sistem, ki bi zagotovil enotne in primerljive rezultate
analiz, kar je pomembno v mednarodni trgovini in seveda za$¢iti potroSnika, pa je stvar
mednarodnih sporazumov in politi¢ne volje (Baumgartner, 2008).
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2.3.4 Trenutno stanje na podrodju sistemov umerjanja, ponudnikov in
uporabnikov referen¢nih materialov

Informacije o dostopnosti referenénih materialov s strani ponudnikov v nekaterih
drzavah in kako se ti materiali v ve¢ kot 15-ih drzavah uporabljajo, so strokovnjaki
projektne skupine pridobili z dvema anketama (Orlandini, 2012):

e prva anketa je bila naslovljena na ponudnike referen¢nih materialov,

e druga anketa pa rutinskim laboratorijem.

Pridobljene informacije so strokovnjakom omogocile vpogled v povezave razli¢nih, ze
obstojecih lokalnih analitskih sistemov, uporabili pa so jih tudi pri oblikovanju osnutka
navodil za pripravo referencnih materialov. Skupina strokovnjakov za statistiko pa
razvija prve racunske modele za oceno shem MP in dela laboratorijev, vkljuenih v
dolocanje referencnih vrednosti (Baumgartner in van den Bijgaart, 2010).

Na podlagi izsledkov te ankete naj bi projektna skupina nato predlagala shemo
mednarodne analitike, z usklajeno povezavo med vsemi udelezenci. Sistem bi tako
zagotavljal sledljivost meritev in bolj enakovredne analitske rezultate po celem svetu
(Orlandini, 2012).

Vsak laboratorij je del neke skupine laboratorijev, ki uporablja enaka orodja za
zagotavljanje kakovosti; to je uporabo istih SRM ali sodelovanje v istth MP ali pa
sledijo istim vodilom (Orlandini, 2012).

Prva anketa, opravljena z 21 ponudniki referenénih materialov za SSC (14 iz Evrope, 4
iz ZDA, 1 iz Juzne Afrike in 2 iz Azije), je dala podatke o karakteristikah referencnih
materialov (Preglednica 7). Rezultati ankete so pokazali, da so referen¢ni materiali
pripravljeni iz surovega ali toplotno obdelanega mleka, z naravno prisotnimi
somatskimi celicami, v nekaterih primerih pa so dodane $e celice iz drugih virov. Tudi
obmodja, v katerih se giblije SSC za kravje mleko, so razli¢na. Prav tako se RM
razlikujejo v Stevilu vzorcev v posameznem kompletu vzorcev in v deklariranem cCasu
uporabe, ki pa je odvisen od toplotne obdelave in/ali uporabe sredstva za konzerviranje
oz. postopka konzerviranja. Opis postopka priprave teh referencnih materialov ni
poenoten. Pripisana vrednost je lahko doloena z referencno metodo, z rutinskimi
analizami s fluoro-opto-elektronskimi Stevci ali pa s kombinacijo obeh metod, pa tudi
na osnovi rezultatov medlaboratorijskih primerjav (Orlandini in van den Bijgaart, 2011,
Orlandini, 2012).
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Preglednica 7: Karakteristike referen¢nih materialov za dolo¢anje SSC v mleku razli¢nih ponudnikov
(Orlandini, 2012: 29).
Table 7: Characteristics of reference materials for somatic cell counting in milk from different suppliers
(Orlandini, 2012: 29).

surovo mleko, UHT mleko
Lastnosti naravno prisotne celice

dodane celice $e iz drugih matriksov

80.000 — 1.000.000 celic/ml
Obseg SSC 200.000 — 500.000 celic/ml
150.000 — 1.300.000 celic/ml

Stevilo vzorcev v kompletu z razli¢nim Ssc 2,4,5,10

medlaboratorijska primerjava z referencno in
rutinsko metodo

Nacin dolocanja referen¢nih vrednosti y
referen¢na metoda

referen¢na metoda in rutinska metoda

Rok uporabnosti RM 5—180 dni

Barbano in sodelavci (2011) navajajo, da za umerjanje laboratorij obicajno zbere mleko
z razliénih farm, izmeri SSC vsakega vzorca z referen¢no metodo (DMSCC) in nato
uporabi te vzorce kot referen¢no izhodisCe za nastavitev naklona (angl. »slope«)
elektronskih §tevcev oz. inStrumentov. Obicajno tak komplet vzorcev ne obsega dovolj
velikega razpona SSC in tudi ne zagotavlja enakomerne porazdelitve SSC v tem
razponu. Velikokrat so v takem kompletu le Stirje vzorci, kar poveca negotovost (angl.
»uncertainty«) nastavitve oz. umeritve elektronskih stevcev oz. inStrumentov.

Zanimivo je, da nekateri ponudniki RM med seboj primerjajo razli¢ne tipe RM, prav
tako pa sodelujejo v razlicnih medlaboratorijskih primerjavah. Tako se Ze ustvarjajo
povezave med razlicnimi ponudniki (Orlandini, 2012).

V drugi anketi je sodelovalo 210 rutinskih laboratorijev (skupaj uporabljajo 225
inStrumentov) iz 36 drzav s celega sveta (26 iz Evrope, 5 severne in juzne Amerike, 2 iz
Azije, 2 iz Afrike in 1 iz Oceanije). Vecina (90 %) inStrumentov deluje na principu
preto€ne citometrije, 7 % jih deluje na principu Stetja na disku, 3 % pa uporablja drug
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princip (»Charge coupled device; CCD«). Zasnova umerjanja in nastavitev inStrumenta
nista popolnoma jasna vsem vpraSanim. 90 % jih uporablja RM za umerjanje, to
pomeni, da primerjajo referen¢ne vrednosti z meritvami inStrumenta, vendar jih od teh
le nekaj dejansko umeri inStrumente, tako da spremeni vrednosti za naklon in odsek na
ordinati. 7 % laboratorijev ne uporablja nikakrSnih RM, vendar preverjajo svojo
usposobljenost v nacionalnih in mednarodnih MP (Orlandini, 2012).

Orlandini (2012) ugotavlja, da laboratoriji v vecini uporabljajo tri razlicne tipe RM:
surovo mleko (64,25 %), toplotno obdelano mleko (21,72 %) in posneto/polposneto
mleko (3,16 %), po en laboratorij pa uporablja liofilizirano mleko oz. zamrznjeno
mleko. Zanimiv podatek je tudi, da 9 % laboratorijev uporablja oba tipa RM, tako RM z
naravnimi celicami kot RM z dodatkom sintetiénih delcev. 12 % laboratorijev je
odgovorilo, da uporablja RM razli¢nih ponudnikov.

Nadalje se je izkazalo, da uporablja 78 % laboratorijev RM, ki ga pripravljajo zunanji
proizvajalci, 3 % laboratorijev ne uporablja RM, 10 % pa uporablja ve¢ kot samo en
RM. Nekateri laboratoriji, ki ne uporabljajo RM, preverjajo inStrumente mesecno z
referenéno metodo z enim vzorcem s priblizno 400.000 celic/ml. Prav tako 73 %
laboratorijev inStrumente umerja mesecno, kot je to navedeno v standardu ISO 13366-
2/IDF 148-2 (2006), 20 % laboratorijev pa inStrumente preverja vsakih 3 oz. 12
mesecev (Orlandini, 2012).

Orlandini (2012) zakljucuje, da 44 % laboratorijev uporablja RM z razponom SSC med
100.000 do 1.000.000 celic/ml, 44 % pa med 100.000 in 1.600.000 celic/ml. Nekaj
laboratorijev kljub temu, da uporablja RM s Sirokim razponom, optimizira to¢nost v
obmocju okrog 400.000 celic/ml. Le 64 od skupaj 210 laboratorijev je v anketi
odgovorilo na vprasanje glede toleranc o morebitnih prilagoditvah oz. nastavitvah
inStrumentov. Od teh 64 laboratorijev jih 86 % umeri inStrument, ¢e ne dosezejo
vrednosti za naklon med 0,95 in 1,05. Na vprasanje glede povprecnega odstopanja od
referencnih vrednosti (angl. »bias«) je odgovorilo le 27 % vpraSanih, od tega jih
polovico navaja, da uporabljajo za dovoljeno odstopanje vrednost 5 %.

IDF/ICAR projektna skupina je, v sodelovanju z ANSES (»Agence nationale de
securité sanitaire de [’alimentation, de |’environnement et du travail«), v aprilu 2013
izvedla podobno anketo (ANSES, 2013). Prejeli so 141 odgovorov (122 iz Evrope, 13 iz
Amerike, 1 iz Azije, 3 iz Afrike in 2 iz Oceanije) in sicer prav tako iz 36 drzav.
Pokazalo se je, da je bilo s projektom RSSCC seznanjeno 69 % vprasanih. V anketi se
je opredelilo 69 % vprasanih kot rutinski laboratorij, 12 % je bilo ponudnikov
referen¢nih materialov, 18 % jih izvaja referen¢no metodo, dva pa sta bila proizvajalca
inStrumentov. Velika vecina (86 %) bi referencne materiale neposredno uporabila za
umerjanje rutinskih inStrumentov, medtem ko jih je kar 89 % zmerno ali pa mocno
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zainteresiranih za koriScenje le teh. Za 141 uporabnikov bi tako morali pripraviti 1500
kompletov vzorcev na letni ravni. 86 % vpraSanih bi na letni ravni za to namenilo od
500 € do 2000 €. Vsi vprasani pa se zavedajo, da bi uporaba primarnih referen¢nih
materialov izboljsala primerljivost med laboratoriji na globalni ravni in zagotovila
sledljivost z lokalnega na globalni nivo (ANSES, 2013).

V praksi se veliko rutinskih laboratorijev zanasa na referencne materiale in njihove
pripisane vrednosti. Drugi umerjajo inStrumente na osnovi sodelovanja oz. uspesnosti v
MP, tretji pa se zanaSajo na osnovne nastavitve proizvajalcev inStrumentov (Orlandini
in van den Bijgaart, 2011).

Glede na to, da nekateri laboratoriji sodelujejo v ve¢ shemah MP razlicnih
organizatorjev oz. ponudnikov, lahko prihaja do razli¢nih odstopanj glede na pripisane
referencne vrednosti (Orlandini, 2012). Vcasih ni lahko pojasniti in razumeti vzroke
odstopanj, nekaj pa jih vseeno navaja Orlandini (2012):

e razlicne skupine laboratorijev uporabljajo razlicne RM za umerjanje
inStrumentov, zato so inStrumenti lahko razli¢no to¢ni v posameznem obmocju;
npr. pri 400.000 celic/ml so zelo to¢ni, pri 1.000.000 celic/ml pa niso ve¢ dovolj
tocni;

e obseg in Stevilo vzorcev ponudnikov oz. organizatorjev MP je razli¢no, prav
tako se razlikuje delo laboratorijev, statisti¢ni izracuni in zakljucki;

e zaradi razli¢nih matriksov (surovo mleko, UHT mleko,...) in celic v vzorcih
(naravno prisotne celice, dodane celice) se lahko meritve inStrumentov
razlikujejo.

V Koreji so, za zagotavljanje primerljivosti med laboratoriji, ze od leta 1999
komercialno dostopni materiali, ki jith mesecno uporabljajo za umerjanje priblizno 95
inStrumentov razli¢nih proizvajalcev. Z umerjanji in§trumentov je tak program izboljsal
tocnost in ponovljivost rezultatov dobljenih z elektronskimi Stevci/in§trumenti (Moon in
sod., 2012).

V okviru IDF/ICAR projektne skupine, v sodelovanju z Evropskim referen¢nim
laboratorijem za mleko in mle¢ne izdelke (WEU Reference Laboratory for Milk and Milk
Products«) ter Evropskim inStitutom za referencne materiale in merjenja (»EU
JRC/Institute for Reference Materials and Measurements«), se pripravlja pilotna serija
primarnega referenénega materiala za SSC v mleku. Naslednji izziv pa je statisti¢ni
model za dolocitev referencnih vrednosti (van den Bijgaart, 2014a).

Berger (2014) je tako predstavil in preizkusa (opomba: v teku od leta 2014) statisti¢ni

pristop za preoblikovanje podatkov iz MP, ki lahko zelo variirajo, v primerljivo
vrednost oz. indeks. Uporablja »verjetnost laboratorija«, da doseze pripisano vrednost v
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doloceni MP, skupaj z verjetnostjo za doseganje parametrov natan¢nosti, navedenih v
vodilih ISO oz. IDF (angl. »ISO/IDF guidance«), za izracun indeksa kakovosti (angl.
»wquality index«) za vsak laboratorij in MP. Rezultati pa bodo pokazali zmoZnost
laboratorijev in uporabnost shem MP (Berger, 2014).

Ponudniki RM, SRM oz. umeritvenih vzorcev tako ponujajo vzorce, ki se razlikujejo v
matriksu, pripravi, razponu SSC, §tevilu vzorcev v kompletu, uporabljenem
konzervansu, roku uporabe vzorcev in nacinu dolo€itve referen¢nih vrednosti. V nasem
prostoru so najvecji ponudniki A.ILA. (Associazione Italiana Allevatori, Laboratorio
Standard Latte) iz Italije, MIH Hiifner (Milchwirtschaftliche Institut Dr. Hiifner) iz
Nemcije in Actalia Cecalait iz Francije.

Karakteristike vzorcev ponudnika A.I.A., Italija (A.LLA., 2013, 2014a, 2014b):
e matriks: kravje mleko; toplotno obdelano ali zamrznjeno
e priprava: ni podatka
e razpon: 80.000 — 1.000.000 celic/ml
e Stevilo vzorcev v kompletu: 5
e konzervans: bronopol v koncentraciji 0,03 %
e rok uporabe: 4 meseci za toplotno obdelano mleko, 6 mesecev za zamrznjeno
mleko
e referen¢na vrednost: ni podatka

Karakteristike vzorcev ponudnika MIH Hiifner, Nemcija (MIH, 2011):

e matriks: surovo kravje in kozje mleko

e priprava: ni podatka

e razpon: 100.000 — 650.000 celic/ml (krave), 1.000.000 — 2.000.000 celic/ml
(koze)

e Stevilo vzorcev v kompletu: 3 kravje mleko, 3 kozje mleko

e konzervans: bronopol, koncentracija ni podana

e rok uporabe: pri 4 °C rok uporabe 4 tedne; zamrznjeni (-15°C do -35 °C)
uporabni do 9 mesecev

e referencna vrednost: izraCunana iz rezultatov F-O-E inStrumentov iz MP.

Karakteristike vzorcev ponudnika Actalia Cecalait, Francija (Actalia Cecalait, 2015a):
e matriks: kravje, kozje mleko
e priprava: meSanje bazenskih vzorcev mleka z visokim, nizkim Stevilom in mleka
brez somatskih celic
e razpon: 0 — 1.600.000 (krave) oz. 1.800.000 (koze) celic/ml
e Stevilo vzorcev v kompletu: 5 — 10
e konzervans: bronopol v koncentraciji 0,1 %
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rok uporabe: 2 — 5 tednov (sploSen podatek za vse Actalia Cecalait SRM vzorce)
referencna vrednost: dolo¢ena z referenéno metodo (ISO 13366-1/IDF 148-1) in
potrjena s skupino ekspertnih laboratorijev z uporabo avtomatizirane metode
(ISO 13366-2/IDF 148-2).

Actalia Cecalait (2015b) tudi navaja, da referencne vrednosti za SRM vzorce dolocijo z
analizami v izbranih laboratorijih, ki jih doloc¢ijo na podlagi njihove uspesnosti v MP.

V nadaljevanju so opisane karakteristike nekaterih drugih, v naSem prostoru manj
zastopanih ponudnikov referen¢nih materialov.

Karakteristike vzorcev ponudnika QSE, Nemcija (QSE, 2014) - vzorce za ponudnika
pripravlja drug ponudnik (Berger in sod., 2011):

matriks: ni podatka

priprava: ni podatka

razpon: 150.000 —450.000 celic/ml

Stevilo vzorcev v kompletu: 5

konzervans: ni podatka

rok uporabe: 6 mesecev

referenc¢na vrednost: kombinacija referenéne (DMSCC) in rutinske metode

Karakteristike vzorcev ponudnika Dairy Quality Control Institute, ZDA (DQCI, 2015):

matriks: surovo kravje mleko

priprava: ni podatka

razpon: <200.000 — 1.200.000 celic/ml

Stevilo vzorcev v kompletu: 4

konzervans: bronopol

rok uporabe: 2 tedna

referencna vrednost: referencna (DMSCC) metoda

Karakteristike vzorcev ponudnika ELSLAB, ZDA (ELSLAB, 2015):

matriks: ni podatka

priprava: ni podatka

razpon: 120.000 — 1.200.000 celic/ml

Stevilo vzorcev v kompletu: 4

konzervans: ni podatka

rok uporabe: cca 7 dni

referencna vrednost: referenéna (DMSCC) metoda
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Nekateri najvidnejs$i ponudniki RM, kot so A.I.A. (Italija), MIH Hiifner (Nemc¢ija) in
Actalia Cecalait (Francija), so istoCasno tudi organizatorji MP (A.L.A., 2015a, 2015b,
2015¢; MIH, 2014, 2015; Actalia Cecalait, 2015¢). Lastnosti takih vzorcev se od prej
omenjenih RM ne razlikujejo veliko, predvsem gre pri MP za vecje Stevilo vzorcev v
kompletu (do 10 vzorcev). Prav tako se nekoliko razlikuje izracun referen¢nih vrednosti
(aritmeti¢na sredina - A.I.A.; razli¢ni nacini pri Actalia Cecalait). Referencne vrednosti
iz MP lahko laboratoriji uporabijo za umerjanje inStrumentov.

Organizator MP Actalia Cecalait (Francija) podaja v svojih porocilih MP tudi
predlagane umeritvene enacbe za sodelujoce laboratorije na podlagi referencnih
vrednosti, dobljenih v posamezni MP. Isti organizator izvaja MP tudi za ICAR
laboratorije. Nacin dolocanja referencnih vrednosti pa se nekoliko spreminja (ICAR,
2012, 2013, 2014a, 2014b; Actalia Cecalait, 2013, 2014, 2015d):

e MP Actalia Cecalait september 2013: referencne vrednosti so povprecne
vrednosti za posamezen vzorec, izracunane iz rezultatov izbranih laboratorijev
od 62 sodelujocih.

e MP ICAR september 2013: referencne vrednosti so povpre¢ne vrednosti za
posamezen vzorec, izratunane iz rezultatov 15-ih od skupno 18-ih laboratorijev,
po izlocitvi osamelcev z metodo po Grubbs-u pri stopnji znacilnosti a = 0,05.

e MP ICAR marec 2014: referencne vrednosti so povpre€ne vrednosti za
posamezen vzorec, izracunane iz rezultatov vseh 16 laboratorijev, po izlocitvi
osamelcev z metodo po Grubbs-u pri stopnji znacilnosti o = 0,05.

e MP Actalia Cecalait september 2014 in april 2015: referen¢ne vrednosti so
robustna povprecja za posamezen vzorec, izracunana po standardu ISO 13528.
Referencna skupina laboratorijev za izracun referencnih vrednosti je bila izbrana
na podlagi rezultatov meritve kontrolnega vzorca. Uporabili so rezultate
laboratorijev, ki so odstopali manj kot 5 % v obe smeri od referen¢ne vrednosti
kontrolnega vzorca, ki je bila doloc¢ena z referen¢no metodo (ISO 13366-1/IDF
148-1), po izlocitvi osamelcev z metodo po Grubbs-u pri stopnji znacilnosti
a=0,05.

e MP ICAR september 2014: referencne vrednosti so robustna povprecja za
posamezen vzorec, izracunana po standardu ISO 13528, iz rezultatov vseh 13
udelezenih laboratorijev, po izloCitvi osamelcev z metodo po Grubbs-u pri
stopnji znacilnosti a = 0,05.
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2.3.5 Zahteve za referencne materiale za umerjanje inStrumentov za dolocanje
SSC v mleku

Referenéni materiali so nujno potrebno orodje za umerjanje avtomatskih Stevcev
somatskih celic, ne glede na to, ali opravljajo laboratoriji samo rutinske analize, ali pa s
pripravo sekundarnih referen¢nih materialov oskrbujejo z referen¢nimi vrednostmi
druge laboratorije. Referencni materiali predstavljajo temelj referencnega sistema, saj
usklajujejo umerjanja v mednarodnem smislu (Bulletin IDF 469, 2013).

ISO priznava dva razreda referencnih materialov, in sicer »certificirane referencne
materiale« (CRM) in »referenéne materiale« (RM). Slovenska akreditacija podaja
sledece definicije (Slovenska Akreditacija, 2005):

o certificiran referencni material je referencni material s prilozenim certifikatom,
katerega ena ali ve¢ vrednosti dolocene lastnosti je certificiranih s postopkom, ki
vzpostavlja sledljivost do to¢ne realizacije enote, v kateri so vrednosti te
lastnosti izrazene, in pri kateri vsako certificirano vrednost spremlja negotovost
z navedeno stopnjo zaupanja;

e referencni material je material ali snov, ki je dovolj homogena, in katere ena ali
vec lastnosti je dovolj dobro ugotovljenih, da se lahko uporablja za umerjanje
naprave, ocenjevanje merilne metode ali za pripisovanje vrednosti materialom;

o sledljivost je lastnost meritvenega rezultata ali vrednosti standarda, ki omogoca
navezavo na navedene reference, po navadi nacionalne ali mednarodne
standarde, skozi neprekinjeno verigo primerjav, ki imajo opredeljeno
negotovost;

e kalibracija (umerjanje) je niz operacij za ugotavljanje povezave med vrednostmi
veli€in, ki jih kaze merilni inStrument ali merilni sistem, oziroma vrednostmi, ki
jih predstavlja opredmetena mera ali referen¢ni material, in pripadajo¢imi
vrednostmi, realiziranimi s standardi, pod dolo¢enimi pogoji.

Referenéni materiali za umerjanje instrumentov za dolo¢anje SSC morajo zadostiti
nekaterim posebnim pogojem. Da se zagotovi ustrezna fizikalno-kemijska kakovost
vzorcev, priprava vzorcev in homogenost serije, ustrezna uporaba sredstev za
konzerviranje in doloCitev roka uporabe vzorcev, izbira surovine (mleka), ravnanje in
shranjevanje mleka oz. surovine ter ustreznost embalaZze, morajo biti podana natan¢na
priporocila za lastnosti, ki jih morajo izpolnjevati referencni materiali za umerjanje.
Prav tako morata biti podana razporeditev posameznih komponent in njihov
koncentracijski razpon (Leray, 2009).
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Projektna skupina IDF/ICAR je tako leta 2013 izdala zahteve za referen¢ne materiale za

umerjanje avtomatiziranih Stevcev somatskih celic v referencnem sistemu Stetja
somatskih celic in so opisane v Bulletin IDF 469 (2013):

v vzorcih za umerjanje naj bo razpon Stevila somatskih celic za kravje mleko od

0 do 1.000.000 celic/ml, za kozje in ov¢je pa od 0 do 2.000.000 celic/ml;

v umeritvenem kompletu naj bo minimalno 9 vzorcev, z razli¢nim SSC (razli¢ne

ravni), ki se jih lahko pripravi z ustreznim meSanjem vzorcev z visokim in

nizkim SSC, ravni SSC pa morajo biti enakomerno porazdeljene po celotnem

razponu;

v vzorcih naj bodo prisotne somatske celice, ki so naravno prisotne v mleku;

osnovna surovina oz. matriks naj bo skupno oz. bazensko mleko, ustrezne

fizikalno-kemijske kakovosti, staro najve¢ 24 ur, z najvedjim dovoljenim SSC

400.000 celic/ml, z ne ve¢ kot 25.000 KE/ml, in zmrzi$¢no to¢ko med -0,512 °C

in -0,525 °C;

vzorce pripravimo s koncentriranjem celic iz mleka in/ali to¢nim meSanjem

vzorcev z visokim in nizkim SSC;

vzorce s kraj§im rokom uporabe (2 - 5 tednov) konzerviramo z bronopolom (2-

bromo-2-nitropropan-1,3-diol, 0,04 % koncentracija v koncnem vzorcu) in jih

shranjujemo pri 4 °C. Vzorce, ki imajo srednje dolg rok uporabe (priblizno 4

mesece) pasteriziramo in nato konzerviramo z bronopolom ter shranjujemo pri

4 °C. Vzorce, ki imajo daljsi rok uporabe (6 — 9 mesecev) globoko zamrznemo

(-80 °C) in hranimo pri -20 °C. Liofilizirane vzorce pa lahko v vakuumu

hranimo do dve leti, pri temperaturi 25 °C;

dolocitev pripisanih referen¢nih vrednosti:

O za primarne referencne materiale lahko uporabimo MP, kjer mora sodelovati
vsaj 11 referencnih laboratorijev za posamezno metodo, sodelujejo pa lahko
z referen¢no metodo ali z rutinsko metodo, vendar pa morajo laboratoriji z
rutinsko metodo predhodno instrumente umeriti s kompletom referen¢nih
materialov;

0 za sekundarne referencne materiale pa se lahko referencna vrednost zasidra
(oz. je sledljiva) z zunanjo referenco (rutinska metoda - inStrument umerjen
z zadnjim mednarodnim kompletom vzorcev za umerjanje) ali z izraCunom
iz lokalnih rezultatov referencne metode (najmanj 4 ponovitve v 2 razmazih
in 4 Stetjih) in rutinskih meritev z inStrumenti, ki so bili umerjeni s
predhodnim kompletom vzorcev za umerjanje (minimalno 4 ponovitve
merjenja).

Po potrebi lahko vzorce za umerjanje pripravimo tudi z nizjim SSC ali pa vzorce
pripravimo z vrednostmi, ki jih dolo¢a zakonodaja. Cim bolj so referen¢ni materiali
podobni dejanskim vzorcem v praksi, tem bolj so primerni kot referencni material.

Celice referennega materiala morajo izkazovati podobne analitske lastnosti kot
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somatske celice vzorcev mleka posamezne vrste zivali (Bulletin IDF 469, 2013).
Standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) navaja tipe referen¢nih materialov, ki jih lahko
uporabljamo za umerjanje inStrumentov. Materiali morajo biti pripravljeni pod strogo
kontroliranimi pogoji in zadostiti zahtevam, podanim v navodilih ISO (ISO Guide 34,
2009). Kot referen¢ne materiale oz. vzorce za umerjanje se lahko uporablja:

e CRM, ki jih pripravi uradna organizacija,

e SRM, ki jih pripravi zunanji partner oz. ponudnik,

e referencne materiale, ki si jih laboratorij pripravi sam, vendar mora biti

sledljivost zagotovljena preko uporabe CRM-jev, SRM-jev ali MP.

Ustrezno obmo&je oz. razpon SSC (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006) vzorcev za
umerjanje je navedeno v Preglednici 8.

Preglednica 8: Ustrezen razpon SSC v vzorcih, pripravljenih za umerjanje (ISO 13366-2/IDF 148-2,
2006: 7).

Table 8: Indicative values of somatic cells in milk for relevant calibration ranges of calibration samples
(ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006: 7).

Vrsta mleka Razpon SSC (celice/ml)
Kravje mleko (bazenski vzorci) 100.000 — 1.000.000
Kravje mleko (posamezne Zivali) 100.000 —2.000.000
Kozje mleko 200.000 —2.000.000
Ov¢je mleko 100.000 — 2.000.000
Bivoli¢je mleko 100.000 — 2.000.000

Pomembna dejavnika, ki vplivata na razlike med meritvami SSC, sta stabilnost ter
priprava in narava SRM vzorcev, ki so lahko mleko z naravno populacijo somatskih

celic v vimenu ali mleko, ki so mu dodani levkociti, izolirani iz krvi (Baumgartner,
2008).

Vzorci, pripravljeni za umerjanje, morajo biti shranjeni v ustrezni embalazi, posebno
pozornost pa je potrebno posvetiti tudi transportu vzorcev do uporabnikov. Embalaza
mora zagotoviti integriteto mleka in merjenca, torej somatskih celic, med hranjenjem in
transportom. Zagotovljena mora biti popolna nepropustnost embalaze, tako za pline kot
tekocine, embalazni material ne sme reagirati z mlekom ali katero od sestavin mleka ali
celo sproscati snovi, ki bi lahko vplivale na Stetje somatskih celic. Primerna materiala
sta steklo in plastika HDPE (angl. »High Density Poly Ethylene«). Prav tako je
pomembno, da so embalaZzne enote napolnjene do vrha, s samo toliko praznega prostora,
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da vzorec pred analizo lahko premeSamo do homogenosti. Na ta nain prepre¢imo
mehanske poskodbe mleka (Bulletin IDF 469, 2013).

Transport oz. dostava vzorcev morata biti ¢im krajSa. Temperatura med transportom in
hranjenjem vzorcev ne sme vplivati na integriteto referencnega materiala. Za referencne
materiale, pripravljene na osnovi tekoCega mleka, je priporoCena temperatura med
transportom od 2 °C do 10 °C (Bulletin IDF 469, 2013).

2.3.6 Postopki priprave referen¢nih vzorcev za umerjanje

Ker ponudniki oz. laboratoriji ne uporabljajo enotnih postopkov priprave vzorcev za
umerjanje, v tem poglavju navajamo nekatere primere oz. navodila. To zajema Stevilo
vzorcev, homogenost in rok uporabe vzorcev, konzerviranje vzorcev ter hranjenje in
transport.

Standard za F-O-E metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006) navaja, da lahko, zaradi
pomanjkanja CRM-jev za dolo¢anje SSC, vzorce za umerjanje pripravimo v
laboratoriju, in sicer z naslednjimi postopki:
e priprava z dodatkom suspenzije levkocitov (kravjih) v sterilno ali UHT mleko,
e priprava z mikrofiltracijo mleka, kjer dobimo del z nizkim SSC in del z visokim
SSC, ki ju potem med seboj ustrezno mesamo,
e priprava s centrifugiranjem.

Rok uporabe vzorcev za umerjanje mora biti najmanj en mesec (ISO 13366-2/IDF 148-
2,2000).

Za vsa umerjanja je najbolj pomembno, da so umeritveni vzorci podobni oz.
reprezentativni glede na rutinske vzorce, kar pomeni isti tip mleka, na primer mleko
posameznih krav, ¢rede, bazensko mleko, mleko v proizvodnji, obdelan in konzerviran
z enakimi postopki ter da izvira z istega obmocja iz istega casovnega obdobja (ISO
8196-2/IDF 128-2, 2009). Za umerjanje ne smemo uporabljati kolostruma, mastiticnega
mleka in mleka slabe fizikalno-kemijske kakovosti. Odstopanja okoljskih dejavnikov
pri transportu, konzerviranju in hranjenju vzorcev morajo biti ¢im manjsa. Vecji razpon
v koncentraciji doloene komponente pri umerjanju pomeni bolj tocno dolocitev
umeritvene krivulje (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009).

Stevilo vzorcev za umerjanje je odvisno od cilja laboratorija, ¢e gre denimo za analizo
vzorcev posameznih zivali, ¢red ali bazenskih vzorcev, to¢nosti metode in heterogenosti
populacije vzorcev, ki jih laboratorij analizira (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009). Tako se
lahko stevilo vzorcev giblje med 100 (mleko posameznih krav) in 6 (bazensko/skupno
mleko). Stevilo vzorcev je torej odvisno od namena uporabe. V praksi se najpogosteje
umerja inStrumente z alternativnimi umeritvenimi vzorci za kar je potrebno najmanj
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devet vzorcev z ustreznim razponom dolo¢ene sestavine (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009;
Bulletin IDF 469, 2013).

Posamezen vzorec za umerjanje se pripravi v vecji koli€ini in se ga nato razdeli oz.
razlije v ve¢ podvzorcev. Razlivanje v podvzorce se izvede vedno, saj se mora
umeritvene vzorce poslati ve¢ laboratorijem, kjer analize potekajo z razlicnimi
metodami oz. inStrumenti, ter meritve opravijo v razlinih casovnih intervalih.
Razlivanje mora biti ¢im bolj homogeno, ob neprekinjenem meSanju. Ustreznost
razlivanja oz. homogenost moramo potrditi s standardiziranim (ISO 13528, 2005)
postopkom. Med SSC pri podvzorcih na vsaki posamezni ravni oz. umeritvenem vzorcu
ne sme biti statisticno znacilnih razlik. V ta namen se za meritve lahko uporabijo
avtomatski inStrumenti. Minimalno Stevilo podvzorcev za ugotavljanje homogenosti naj
bi bilo 5 % od vseh pripravljenih podvzorcev, oziroma minimalno 20 podvzorcev, ¢e je
skupno Stevilo podvzorcev manjSe od 400 (Bulletin IDF 469, 2013), medtem ko
standard ISO 13528 (2005) predpisuje najmanj 10 podvzorcev za ugotavljanje
homogenosti.

Prav tako je treba preveriti rok uporabe vzorcev s standardiziranim (ISO 13528, 2005)
postopkom. To pomeni meritve na koncu roka uporabe. Stabilnost vzorcev je treba
preveriti tudi med transportom, in sicer pri najbolj kritiénih pogojih. Med SSC pri
podvzorcih na koncu roka uporabe oz. transporta in ob pripravi, ki velja za vsako
posamezno raven (umeritveni vzorec), ne sme biti statisticno znacilnih razlik (Bulletin
IDF 469, 2013).

Standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) navaja, da se kot konzervansi lahko
uporabljajo borova kislina (H3;BOs3), natrijev azid (NaNj3), bronopol (2-bromo-2-nitro-
1,3-propandiol) in kalijev dikromat (K,Cr,O7), seveda v predpisanih maksimalnih
koncentracijah v vzorcu.

Najbolj uporaben konzervans, uporablja ga 95 % laboratorijev v svetu, je bronopol in
sicer v kon¢nih koncentracijah v mleku od 0,02 % do 0,1 % (Orlandini, 2012).

Da se konzervirane vzorce jasno lo¢i od nekonzerviranih vzorcev je konzervansom
lahko dodano barvilo, ki vzorce obarva. Konzervans in indikatorsko barvilo ne smeta
pomembno vplivati na rezultate analize referen¢nih materialov. Rezultati morajo biti
primerljivi z rezultati analiz nekonzerviranih vzorcev (Bulletin IDF 469, 2013). Pri
vzorcih, ki se analizirajo z referencno metodo, koncentracija bronopola ne sme presegati
0,05 g/100 ml vzorca. Konzervirani vzorci se do analize lahko hranijo do 6 dni pri
4°C+2°C (SO 13366-1/IDF 148-1, 2008).
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O moznem uéinku konzervansa bronopola pri dolo¢anju SSC je razpravljal ze Ardo
(1982). Menil je, da bronopol verjetno povzroc¢i vec¢jo penetracijo etidijevega bromida v
celice, zato dajo moc¢nejsi fluorescentni signal pri inStrumentih Fossomatic.

Seskena in Jankevica (2007) navajata, da so za konzerviranje mleka za analize z
inStrumentalnimi metodami najbolj primerni konzervansi bronopol, natrijev azid in
azidiol. Vzorce so konzervirali z razlicnimi konzervansi in jih hranili pri 4 °C in 20 °C.
Ugotovili so, da se rezultat SSC med hranjenjem vzorcev pri 4 °C v obdobju 96 ur ni
znacilno spremenil, pri vzorcih konzerviranih s H3BO; in CcH7KO; ter hranjenih pri
20 °C pa se je rezultat SSC mocno znizal. Kot moZen vzrok navajajo zmanj$anje
prepustnosti celicnega ovoja, ki ga povzro¢i konzervans pri 20 °C, kar privede do
slabSega obarvanja DNK z barvilom in posledi¢no slabo detekcijo s F-O-E detektorjem.

Gonzalo in sodelavci (2004) so primerjali rezultate dolo¢anja SSC v ové&jem mleku z
inStrumentom Fossomatic 5000 in referenéno metodo (barvilo »pyronin Y-methyl
green«). Pri Studiji regresije so ugotovili, da se naklon premice in odsek na ordinati
statisticno znacilno razlikujeta od teoreticnih vrednosti 1 in O pri nekonzerviranih
vzorcih, pri konzerviranih (bronopol, natrijev azid, kalijev dikromat) pa ne. Prav tako so
konzervirani vzorci dali tudi optimalne vrednosti za ponovljivost. Navajajo, da je
bronopol najbolj optimalen konzervans, kadar dolotamo SSC z inStrumentom
Fossomatic, ki deluje na principu F-O-E metode.

Stevilni raziskovalci so prou¢evali na¢ine hranjenja vzorcev pri razliénih temperaturah.
Konzervirane vzorce lahko hranimo do 25 dni pri temperaturi 4 °C, za daljSa obdobja
(od 25 do 105 dni) pa naj bi se vzorce, konzervirane z bronopolom, zamrznilo (Sanchez
in sod., 2005). Vrednosti za SSC se med shranjevanjem vzorcev pri 4 °C zniZajo
(Barbano in sod., 2011; Erdem in sod., 2012; IDF Bulletin 466, 2013), vendar pa Erdem
in sodelavci (2012) ugotavljajo, da se rezultati SSC po petnajstih dneh niso znailno
razlikovali od rezultatov SSC v svezem mleku. Marzo in Barbano (2012) podobno
opazata pri vzorcih iz posnetega in konzerviranega (bronopol) mleka, in sicer, da dva
tedna shranjevanja vzorcev, najprej hranjeni pri -80 °C 24 ur, nato pri -20 °C, ni
vplivalo na rezultat povpreénega SSC. Vendar pa drugi avtorji navajajo, da se vrednosti
za SSC med shranjevanjem zamrznjenih vzorcev zniZajo (Barkema in sod., 1997;
Malinowski in sod., 2008; Marzo in Barbano, 2012; Erdem in sod., 2012). Podobno
navaja standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006), da zamrzovanje vzorcev za doloCanje
SSC ni zazeleno, saj se vrednosti pri $tetju lahko zniZzajo kar za 10 % do 20 %.
Posledica poskodb somatskih celic je porast Stevila manjSih celi¢nih fragmentov v
vzorcu mleka, ki se med analizo obarvajo. ManjSa fluorescenca teh fragmentov
spremeni velikost impulza pri F-O-E §tevcih, kar seveda moti pravilno razlikovanje med
Sumom in pravimi impulzi SC. To se nato odraza v rezultatu kot nizje SSC od
dejanskega.

42



Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

Moon in sodelavci (2012) so razvili postopek priprave vzorcev za umerjanje, ki so
stabilni do 5 mesecev. Mleku so dodali 10 % formaldehida in somatske celice lo€ili s
centrifugiranjem. Dobljeno suspenzijo somatskih celic so konzervirali z glicerinom,
thimerosalom in dimetil sulfoksidom (angl. »dimethyl sulfoxide«) in jo razredcili s
posnetim mlekom, da so dobili tri razli¢ne nivoje SSC v razponu od 200.000 do 650.000
celic/ml. SSC so izmerili z referenéno metodo. Po 5 mesecih skladis¢enja pri
temperaturi od 2 °C do 6 °C ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v SSC.

Na voljo so tudi Ze novi materiali za umerjanje rutinskih metod, ki imajo zelo dolg rok
uporabe zaradi uporabe postopka globokega zamrzovanja. Ker so serije tako hranjenih
vzorcev lahko velike in se hranijo tudi po nekaj let, se visoki stroski analiz z referencno
metodo v veC laboratorijih lazje krijejo, saj so pri pripravi ve¢jih serij vzorcev za
umerjanje stroski analiz z referenéno metodo na vzorec manjsi. Referencne vrednosti
materiala so v takem primeru natan¢nejSe in zanesljive, vzorci pa se lahko uporabijo
kadarkoli jih potrebujemo (Baumgartner, 2008).

Barbano in sodelavci (2011) so preskusali razlicne postopke priprave vzorcev za
umerjanje fluoro-opto-elektronskih Stevcev, ki so temeljili na gravimetri¢ni separaciji in
centrifugiranju mleka, kar je tudi ena izmed moZznih priprav umeritvenih vzorcev,
omenjena v standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) in v Bulletin IDF 469 (2013). Z
omenjenima postopkoma so pridobili vzorce mleka z nizko koncentracijo in visoko
koncentracijo somatskih celic. Dobljene osnovne vzorce so konzervirali z bronopolom
in jih analizirali v dveh razli¢nih laboratorijih z referenéno metodo. Nato so z natan¢nim
mesanjem osnovnih vzorcev z nizko in visoko koncentracijo SC pripravili umeritvene
vzorce, kjer je bilo v posameznem kompletu 12 vzorcev. SSC v vzorcih se je gibalo v
razponu od 5.000 do 950.000 celic/ml. Vzorce so hranili pri 4 °C. Ugotovili so, da ima
tak nacin priprave umeritvenih standardov za Stetje somatskih celic, nekaj prednosti
(Barbano in sod., 2011):

e zmanjsa Stevilo meritev z referencno metodo; izmeri se npr. samo dva vzorca,

nato pa se z njunim natanénim mesanjem pripravi 12 umeritvenih vzorcev,
e pripravimo lahko vzorce s §irokim razponom in enakomerno porazdelitvijo SSC.

V anketi, izvedeni med ponudniki referen¢nih materialov (Ninane in sod., 2010b), jih je
13 vrnilo izpolnjen vprasalnik (11 iz Evrope, 1 iz ZDA in 1 iz juzne Amerike).
Ponudniki so pripravljali referen¢ne materiale za laboratorije v okviru vzrejnih
programov, laboratorije v sistemih placevanja mleka in laboratorije za kontrolo
zdravstvenega stanja zivali. Zakljucki ankete so bili, da so referen¢ni materiali
pripravljeni iz surovega ali toplotno obdelanega mleka, z naravno prisotnimi
somatskimi celicami, le v doloCenih primerih pa je izvor celic kakSen drug matriks.
Razlike so bile tudi v razponu SSC in sicer od 200.000 do 500.000 celic/ml ali od
50.000 do 1.000.000 celic/ml, ter deklariranem roku uporabe vzorcev, ki je bil od 7 do
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180 dni, odvisno od priprave vzorcev (toplotna obdelava mleka, konzerviranje surovega
mleka). Tudi Moon in sodelavci (2012) navajajo, da so za umerjanje elektronskih
Stevcev za dologanje SSC kot referenéni material najpogosteje na voljo vzorci surovega
mleka, konzervirani z bronopolom, borovo kislino, natrijevim azidom ali kalijevim
dikromatom in z rokom uporabe le do 6 dni pri temperaturi 4 °C + 2 °C.

2.3.7 Nacini dolo¢anja referen¢nih vrednosti za umeritvene vzorce

Laboratoriji oz. ponudniki referen¢nih materialov uporabljajo razli¢ne nacine dolocanja
oz. zasidranja ravni oz. vrednosti vzorcev za umerjanje (Orlandini in van den Bijgaart,
2011).

Tezko najdemo sekundarne referen¢ne materiale, ki so okarakterizirani v vecjih MP, to
pomeni z udelezbo petih ali ve¢ ekspertnih laboratorijev, in ki zagotavljajo visoko
kakovostne vrednosti za umerjanje rutinskih inStrumentov. To naj bi bila posledica
visokih stroSkov takih meritev, pa tudi posledica nerazvite kulture sodelovanja med
konkuren¢nimi laboratoriji in sistemi ter posledica medsebojnega nezaupanja, ko pride
do diskusije o kakovosti rezultatov analiz in skladnih oz. neskladnih analitskih
postopkih (Baumgartner, 2008).

Slaba natancnost referencne metode vodi k visoki stopnji negotovosti pri oceni
referenc¢ne vrednosti. To lahko upostevamo ali pa obidemo z dodatnimi ukrepi (Bulletin
IDF 469, 2013):

e stabilizacija pripisane referenéne vrednosti med posameznima zaporednima
serijama - rezultate meritev z referencno in inStrumentalno metodo, dobljene z
analizo istega referennega materiala, lahko zdruzimo in s tem ucvrstimo
robustnost pripisane referencne vrednosti z vecjim Stevilom podatkov in
omejimo verjetna odstopanja v daljSem casovnem obdobju. Tako zdruzevanje
pomembno zniza negotovosti ocenjene referencne vrednosti. Vsekakor pa
morajo biti inStrumenti pri takem zdruZevanju podatkov predhodno Ze ustrezno
umerjeni.

e obvladovanje sluc¢ajnih napak (ponovljivost in obnovljivost) - robustne in to¢ne
pripisane referencne vrednosti se obi¢ajno dobijo z izratunom povprecja
rezultatov ve¢ laboratorijev. Vecje Stevilo laboratorijev in ponovitev analize
zmanj$a negotovost ocenjene vrednosti in posledicno bolj pribliza k oceni prave
0z. nepoznane vrednosti. Priporoc¢eno je izvesti vsaj dve meritvi za posamezno
steklenicko oz. embalazno enoto, potrebni sta najmanj dve steklenicki za
posamezen vzorec, sodelovati pa mora najmanj enajst laboratorijev in sicer z
obema metodama, tako z referencno kot z rutinsko. Najbolj u€inkovit nacin, ki
prispeva k manjsi negotovosti, je povecanje Stevila sodelujocih laboratorijev, s
¢imer se avtomatsko poveca Stevilo ponovitev in Stevilo vzorcev.
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Pripisana vrednost je vrednost, pripisana doloceni veli¢ini, ki je v€asih z dogovorom
sprejeta kot tista vrednost, ki ima za dani namen primerno negotovost (ISO 13528,
2005; Mednarodni slovar ..., 1999).

Standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) navaja, da naj bi bile referen¢ne vrednosti za
umerjanje doloCene s ponavljanjem analiz referencne metode, ki je opisana s
standardom ISO 13366-1/IDF 148-1, po moznosti v najmanj dveh razli¢nih
laboratorijih. Paralelno ponavljajoée se dolo¢anje SSC v umeritvenih vzorcih z
inStrumenti, toéno umerjenimi s Se veljavnimi predhodnimi umeritvenimi vzorci, lahko
koristno pripomore k zmanj$anju nihanj pri dolo¢anju SSC v daljfem &asovnem
obdobju. Nekako naj bi veljalo, da je pri takem nacinu izracuna referencénih vrednosti
lahko razlika med rezultati referenéne metode in in$trumentalnim dolo¢anjem SSC za
posamezen umeritveni vzorec manjSa od 10 % (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006) oz. se ta
kriticna razlika doloc¢i z izracunom (Bulletin IDF 469, 2013). V takih primerih lahko
vrednosti, dobljene z referenéno metodo in indtrumentalnim dolo¢anjem SSC zdruzimo
z izraunom povprecja oz. upostevanjem uteznih faktorjev posamezne metode (Bulletin
IDF 469, 2013; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Standard za F-O-E metodo (ISO 13366-
2/IDF 148-2, 2006) pa celo navaja, da morajo biti rezultati referencne metode pri
dolocanju referen¢ne vrednosti vkljuceni z uteznim faktorjem najmanj 0,5.

Ramsahoi (2015) ugotavlja, da ¢e pri umerjanju in§trumentov uporabimo samo rezultate
referencne metode, tezko dobimo ustrezno linearnost umeritvene krivulje. Krivulja je
imela bolj obliko parabole kot premice, saj so rezultati med referen¢no in F-O-E metodo
velikokrat odstopali za ve¢ kot 10 %. Z upoStevanjem meritev z inStrumenti pa sta se pri
izracunih referen¢nih vrednosti izboljsali tako linearnost kot tudi to¢nost meritev.

Za preprecevanje sistemati¢nega odstopanja, to je ko vsi laboratoriji odstopajo v eno
smer, in za pridobitev soglasja vseh laboratorijev ter ostalih udelezencev in strank,
pripisane referencne vrednosti ne sme postaviti en sam laboratorij, temvec vsi
laboratoriji v skupini. Ce pri umeritvenih vzorcih vpliva matriksa na rutinske metode ni,
so tako lastnosti mleka manj pomembne, pomembna pa je fizikalno-kemijska kakovost
in koncentracijsko obmocje merjenih komponent. Referencne vrednosti se dolocijo kot
povprecje meritev z referencnimi metodami vseh sodelujocih laboratorijev v MP. Enak
pristop se uporabi tudi, kadar je vpliv matriksa prisoten, npr. kadar uporabljamo mleko
z dolo¢enega podrogja. Ce opazimo odstopanje zaradi vpliva matriksa, se moramo
odlo¢iti, ali umerjanje sploh izvedemo. Pripisane vrednosti se v takem primeru uporabi
za pred-umerjanje (ocenjevanje naklona, linearnosti,...), medtem ko se umerjanje
dopolni z uporabo enega ali pa ve¢ reprezentativnih bazenskih vzorcev mleka s tega
podro¢ja (Leray, 2009). Hanu$ in sodelavci (2011) poudarjajo tudi pomembnost
specificnega umerjanja glede na mleko razli¢nih vrst zivali (koze, ovce,..).
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Iz ankete, izvedene med ponudniki referenénih materialov, se je pokazalo, da za
doloCanje referencnih vrednosti ponudniki uporabljajo razlicne sheme in tehnike.
Nekateri se zanaSajo na izvedbo referencne metode v lastnem laboratoriju, drugi
zdruzujejo rezultate referenéne in rutinske metode dobljene v manjSem obsegu analiz ali
iz obseznej$ih MP. Zaradi enakovrednosti je pomembno povezovanje med ponudniki
referenénih materialov. Priporocljivo je, da se ponudniki referencnih materialov
primerjajo med seboj ali pa sodelujejo v MP, ki jih organizirajo razlicni ponudniki
(Ninane in sod., 2010b).

Mnogo MP uporablja izraCunana povprecja po izlocitvi osamelcev kot oceno za pravo
vrednost. Je pa izloCitev osamelcev pomemben kriticen postopek pred izraCunom
povprecij in standardnih odklonov (Linsinger in sod., 1998).

2.3.8 Postopek umerjanja F-O-E in§trumentov za dolo¢anje SSC

Skladno z navodili standarda ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) mora biti inStrument
preverjen, da pravilno deluje in izpolnjuje zahteve, ki jih navaja omenjeni standard za
meritve slepega vzorca, preveriti je potrebno u¢inek morebitnega prenosa iz enega na
drug vzorec (angl. »carry-over effect«), preveriti je potrebno pravilno doziranje vseh
kemikalij in ali se dosegajo vrednosti za ponovljivost pri merjenju vzorcev. Ce med
rutinsko in referen¢no metodo obstaja linearna zveza, se za namene umerjanja uporablja
enostavna linearna regresija, ocene parametrov pa se izracuna po metodi najmanjsih
kvadratov (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009). Za F-O-E metodo se predpostavlja, da se za
umerjanje lahko uporabi linearno regresijo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Postopek
umerjanja je potrebno izvesti skladno z navodili standarda ISO 8196-2/IDF 128-2 z
uporabo najmanj petih umeritvenih vzorcev, tako da se zajame ustrezen razpon SSC
(ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Umerjanje naj bi se preverjalo vsak mesec. Razmerje
med meritvami inStrumenta in referen¢nimi vrednostmi naj bi bilo znotraj ustreznega
obmodja SSC linearno (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Pri umerjanju je treba
posamezen vzorec izmeriti najmanj dvakrat (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009).

Preden se umerjanje izvede, je potrebno preveriti, da (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009):
e inStrument in njegove nastavitve ustrezajo navodilom standarda ali proizvajalca,
e je, Ce ni drugate navedeno, zveza med inStrumentalnimi meritvami in
koncentracijami komponente, ki jo dolo¢amo, v dolo¢enem koncentracijskem
obmocju linearna,
e vrednosti za ponovljivost in tocnost inStrumenta ustrezajo vrednostim, podanim
v standardu za dolo¢eno metodo.
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Za to€no oceno umeritvene krivulje morata biti izpolnjena dva pogoja (ISO 8196-2/IDF
128-2, 2009):
e vzorci za umerjanje morajo pokriti celotno obmocje koncentracije dolocene
komponente,
¢ standardni odklon ostanka iz regresije mora biti ¢im manjsi.

IzraCuni pri umerjanju temeljijo na modelu enostavne linearne regresije, kjer se ocene
parametrov izracuna po metodi najmanjSih kvadratov, s prednostnim prvim pogojem, da
je porazdelitev ostankov preko celotnega obsega umerjanja priblizno enaka (ISO 8196-
2/IDF 128-2, 2009). IzraCuna se umeritvena enacba (premica) in sicer tako, da se za
vrednosti odvisne spremenljivke uposteva referenne vrednosti dobljene z referencno
metodo, za vrednosti neodvisne spremenljivke pa rezultate dobljene z inStrumentom
(ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009).

Glede na dobljeni vrednosti za naklon (b) in odsek na ordinati (a) se te vrednosti v
inStrumentu prilagodi skladno z navodili proizvajalca doloCenega inStrumenta.
Vsekakor pa je treba umeritev nato preveriti (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009).

Umerjanje je treba ponoviti oz. izvesti, kadar se razmerje vrednosti med meritvami
inStrumenta in referenc¢ne metode spremenijo (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009). To se po
navadi pojavi:
e pri popravilu ali servisiranju glavnih komponent inStrumenta,
e ko se lastnosti ali sestava preiskovanega matriksa spremenijo, na primer zaradi
vpliva sezone.

Mozna je tudi uporaba sistema centraliziranega umerjanja (Leray, 2009; ISO 8196-
2/IDF 128-2, 2009). To lahko izvede referencni laboratorij, ki standardizira in umeri
referencni oz. »Master instrument« glede na specificno metodo. Nato se z uporabo
primernih vzorcev umeritev referencnega inStrumenta prenese na identi¢ne inStrumente
v drugih laboratorijih (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009). Poleg tega je na tak na¢in mozno
optimizirati tako kakovost umeritvenih vzorcev kot tudi uskladiti referencne rezultate na
enake vrednosti za vse laboratorije. Tak sistem umerjanja je tudi enostavno povezati z
medlaboratorijskimi primerjavami, kar omogoca optimalno dolocitev pravilnih
referencnih vrednosti za umerjanje (Leray, 2009).

Nekateri proizvajalci inStrumentov ponujajo za dnevno kontrolo pravilnega delovanja
inStrumenta vzorce z umetnimi delci (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

Glede na postavljene hipoteze smo izdelali potek dela, ki je predstavljen v spodnji sliki.

Posnetek trenutnega stanja
(anketa)

Medlaboratorijska primerjava APRIL 2014
in izra¢un umeritvenih enacb

Medlaboratorijska primerjava OKTOBER 2014

Preverjanje, ali umeritvene enacbe iz medlaboratorijske primerjave
APRIL 2014 upostevamo ali ne

Izracun referenénih vrednosti in umeritvenih enacb za
sisteme umerjanj A;, A,, B, Cin D

POSKUS

Ponovitev 1 Ponovitev 2 Ponovitev 3 Ponovitev 4 Ponovitev 5 Ponovitev 6

Laboratoriji vrnejo podatke S in sistema T za vsako ponovitev

ANALIZA PODATKOV

Izracun vrednosti za sisteme A, A, B, C in D na osnovi podatkov S

Statisticna analiza podatkov za sisteme Aj, A,, B, C, D in T za vsako ponovitev poskusa

Opombe: Ponovitev 1 do 6 - poskus smo ponovili Sestkrat in sicer enkrat mesecno v obdobju od
novembra 2014 do vkljucno aprila 2015; podatki S - meritve na in§trumentih z nastavitvami za naklon 1
in odsek na ordinati 0; sistem T - meritve na inStrumentih z mese¢nimi nastavitvami za naklon in odsek
na ordinati.

Slika 6: Potek dela.
Figure 6: Flow chart of the work.
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3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci

Vzorce surovega kravjega mleka z razlicnim Stevilom somatskih celic (v nadaljevanju
vzorci) za medlaboratorijsko primerjavo (MP) APRIL 2014 in MP OKTOBER 2014 ter
poskus, ki smo ga izvedli v Sestih ponovitvah od novembra 2014 do aprila 2015, smo
pripravili v laboratoriju InStituta za mlekarstvo in probiotike (IML-PRO), Biotehniska
fakulteta, Univerza v Ljubljani.

Splosne znacilnosti vzorcev:
e osnovna surovina oz. matriks je bilo bazensko surovo kravje mleko in mleko
posameznih krav,
e vzorce smo pripravili z meSanjem vzorcev z visokim in nizkim Stevilom
somatskih celic,
e izvor somatskih celic so bile celice, naravno prisotne v surovem kravjem mleku,
e vzorce smo konzervirali z bronopolom v kon¢ni koncentraciji do 0,04 %.

Temperaturo v hladilnikih za hranjenje mleka in vzorcev, smo v celotni raziskavi
belezili s temperaturnim datalogerjem vsake Stiri ure.

3.1.1.1 Vzorci v medlaboratorijski primerjavi APRIL 2014

Osnovna surovina je bilo bazensko surovo kravje mleko (B) in mleko Stirih posameznih
krav (K) s poviSanim Stevilom somatskih celic. Osnovno surovino smo takoj po molzi
konzervirali z bronopolom in nato shranili v hladilniku do naslednjega dne (< 24 ur), ko
smo z njihovim ustreznim mesanjem pripravili pet vzorcev. Za potrebe MP APRIL
2014 smo nato vsak vzorec razlili v podvzorce in jih v kompletu po pet vzorcev v
okviru mednarodne MP, ki jo je organiziral IML-PRO, poslali enajstim laboratorijem. V
preglednici 9 so navedene lastnosti uporabljenih vzorcev v MP APRIL 2014.
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Preglednica 9: Lastnosti vzorcev uporabljenih v MP APRIL 2014.
Table 9: Characteristics of samples used in interlaboratory comparison APRIL 2014.

Vzorec
Lastnost
1 2 3 4 5
Nacin priprave B+K K K K+K K
SSC (1000/ml) 187 474 579 843 1.355

Opombe: SSC izmerjeno z initrumentom Fossomatic 5000, FOSS, Danska. B je bazensko mleko, K je
mleko $tirih posameznih krav.

3.1.1.2 Vzorci v medlaboratorijski primerjavi OKTOBER 2014

Osnovna surovina je bilo bazensko surovo kravje mleko in mleko posamezne krave s
povisanim Stevilom somatskih celic. Bazensko mleko 1 (B1), ki smo ga odvzeli v
koli¢ini dvakrat po dvajset litrov za pripravo posnetega mleka (B1.1 in B1.2), in mleko
posamezne krave (K) smo odvzeli na Centru za razvoj kmetijstva in podezelja Jable,
Loka pri Mengsu. Bazensko mleko 2 (B2) smo odvzeli na Kmetiji Kastelic, Sneberje,
Ljubljana. Vse mleko, razen bazenskega mleka 1, smo takoj po molzi konzervirali z
bronopolom in nato shranili v hladilniku pri temperaturi pod 7 °C do naslednjega dne
(< 24 ur), ko smo pripravili vzorce za MP. Bazensko mleko 1 smo shranili v hladilniku
pri temperaturi pod 7 °C do naslednjega dne, ko smo posneli na povr§ju izlo¢eno
mascobo in ga tudi nato konzervirali. Ker smo s posnemanjem odstranili tudi precejSen
del somatskih celic, smo tako dobili mleko z nizkim $tevilom somatskih celic (= 50.000
celic/ml). Osnovna sestava in lastnosti mleka, ki smo ga uporabili za pripravo vzorcev v
MP OKTOBER 2014 so podani v Preglednici 10.
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Preglednica 10: Lastnosti mleka za pripravo vzorcev v MP OKTOBER 2014.
Table 10: Characteristics of milk used for sample preparation in interlaboratory comparison OCTOBER

2014.
Zahteve podane
Lastnost Surovina v Bulletin IDF
469 (2013)
Bazensko mleko Bazensko mleko Bazensko mleko Mleko posamezne
Priporoceno
Izvor in priprava 1 1 (2x20L) 2 krave b:zensko
neposneto in PO posnemanju in neposneto in neposneto in mleko
nekonzervirano konzervirano konzervirano konzervirano
Bl.1/B1.2
SSC (1000/ml) 352 59/35 195 7.130 <400
SSMO (KE/ml) 24.000 ni podatka 60.000 ni podatka 25.000
-0,535 (-0,520%) / med -0,512 in
Zmrzis¢na tocka (°C) -0,518 -0,531 (-0,516*) -0,535 (-0,520%)
-0,534 (-0,519%) -0,525
Mascoba (g/100 ml) 4,15 2,61/2,34 4,59 6,28 ni podatka
Behak"vgjr)‘e (/100 3,37 3,42/3,43 3,46 421 ni podatka
Laktoza (g/100 g) 4,64 4,70 /4,72 4,66 4,40 ni podatka

Opombe: SscC izmerjeno z inStrumentom Fossomatic 5000, FOSS, Danska; SSMO izmerjeno z
in§trumentom BactoScan FC 65+, FOSS, Danska; zmrzis¢na tocka, mascoba, beljakovine in laktoza,
izmerjeno z inStrumentom MilkoScan FT 6000, FOSS, Danska.
*Preracun na nekonzervirano mleko - pri uporabi bronopola v priporoceni koncentraciji (priblizno 0,44
mg/ml) se zmrzi$¢na tocka mleka zniza za priblizno 0,015 °C (Williams in sod., 2007; IDF 108B, 1991).

B1.1 prvih 20L, B1.2 drugih 20L.

Za potrebe MP OKTOBER 2014 smo iz osnovnih surovin pripravili devet vzorcev, ki
smo jih razlili v podvzorce in jih v kompletu po devet vzorcev v okviru mednarodne
MP, ki jo je organiziral IML-PRO, poslali enajstim laboratorijem. V preglednici 11 so
navedene lastnosti vzorcev, ki smo jih pripravili v MP OKTOBER 2014.

Preglednica 11: Lastnosti vzorcev uporabljenih v MP OKTOBER 2014.
Table 11: Characteristics of samples used in interlaboratory comparison OCTOBER 2014.

Vzorec
Lastnost 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Nacin
. B1.2 B2 BI2+K  BI2+K  BI2+K  BILI+K  BLI“K  BLI+K  BILI+B2+K
priprave
§sC
(1000/ml) 32 194 365 473 583 680 836 1.107 1317

Opombe: SSC izmerjeno z instrumentom Fossomatic 5000, FOSS, Danska. B1.1 je bazenski vzorec prvih
20L, B1.2 je bazenski vzorec drugih 20L, B2 je bazenski vzorec 2, K je mleko posamezne krave, ki smo
ga dodajali vzorcem bazenskega mleka v razli¢nih koli¢inah.
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3.1.1.3 Vzorci v poskusu

Tudi v poskusu je bila osnovna surovina bazensko surovo kravje mleko in mleko
posameznih krav z razli¢énim Stevilom somatskih celic, ki smo ga za vsako ponovitev
poskusa na novo pridobili z razliénih farm. Vse mleko je bilo po molzi konzervirano z
bronopolom in nato hranjeno v hladilniku pri temperaturi pod 7 °C do priprave vzorcev
naslednji dan (< 24 ur). Kadar smo potrebovali mleko z nizkim SSC, smo bazenskemu
mleku po hranjenju preko noc¢i v hladilniku posneli mascobo, ki se je izloCila na
povr§ju, s ¢imer pa smo odstranili tudi precejSen del somatskih celic. Pri pripravi
nekaterih vzorcev smo za povisanje Stevila somatskih celic dodajali smetano, ki smo jo
odstranili med posnemanjem.

V ponovitvah poskusa smo iz osnovnih surovin pripravili po pet vzorcev, ki smo jih
razlili v podvzorce in jih v kompletu po pet vzorcev posiljali Sestim laboratorijem.
Razpon SSC je bil prilagojen potrebam slovenskih laboratorijev, ki so sodelovali v
poskusu. V preglednici 12 so navedene lastnosti uporabljenih vzorcev v posamezni
ponovitvi poskusa.

Preglednica 12: Lastnosti vzorcev uporabljenih v posamezni ponovitvi poskusa.
Table 12: Characteristics of samples used in individual repetition of the experiment.

Nagin priprave in SSC (1000/ml)

. Vzorec
Ponovitev poskusa 1 5 3 4 5

| K B B+K+S K PB+S
37 245 575 835 1.306

5 B K K B+K B+K+S
170 392 675 263 1.000

3 K+K B K PB+K+K PB+K+K
112 233 642 1.015 1.392

4 B B PB+K PB+K PB+K
129 261 459 770 1.729

5 B K K K K+S
155 285 539 777 1.061

6 B B PB+K K PB+K
153 297 487 846 1.309

Opombe: SSC izmerjeno z in§trumentom Fossomatic 5000 (FOSS, Danska). B je
bazensko mleko, PB je posneto bazensko mleko, K je mleko posameznih krav, S
je smetana posneta z bazenskega mleka.
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3.1.2 InStrumenti

Zaradi poslovne korektnosti identifikacije laboratorijev, ki so sodelovali v celotni
raziskavi, ne navajamo.

V MP APRIL 2014 je sodelovalo enajst laboratorijev in sicer en z referencno metodo, ki
je uporabljal mikroskop, devet laboratorijev s F-O-E metodo, ki so uporabljali
inStrumente dveh razliénih proizvajalcev in en laboratorij, ki je sodeloval z metodo z
obarvanimi listi¢i in ustreznim Stevcem, ki pa je bil kasneje izloCen iz vseh nadaljnjih
izracunov zaradi neustreznih rezultatov.

V MP OKTOBER 2014 je prav tako sodelovalo enajst laboratorijev in sicer dva z
referencno metodo (uporaba mikroskopa), devet pa s F-O-E metodo, ki so uporabljali
inStrumente dveh razli¢nih proizvajalcev.

Laboratoriji, ki so sodelovali v poskusu, so uporabljali inStrumente in metode, navedene
v Preglednici 13. Navedeni so tudi proizvajalci in tipi inStrumentov, kar smo pridobili z
anketo. Vsi inStrumenti delujejo na principu pretocne citometrije.

Preglednica 13: Proizvajalci in tipi inStrumentov ter metode v poskusu.
Table 13: Manufacturers and types of the instruments used in experiment.

Laboratorij Instrument Metoda
1 Fossomatic 5200, FOSS, Danska F-O-E
2 Fossomatic 5000, FOSS, Danska F-O-E
3 Fossomatic 5000, FOSS, Danska F-O-E
4 Somacount FC, Bentley, ZDA F-O-E
5 Fossomatic FC, FOSS, Danska F-O-E
6 Fossomatic 5000, FOSS, Danska F-O-E

Za ugotavljanje lastnosti mleka za pripravo vzorcev v MP OKTOBER 2014 smo
uporabili inStrumenta BactoScan FC 65+ in MilkoScan FT 6000 proizvajalca FOSS,
Danska.

Sledljivost sodelujocih laboratorijev med celotno raziskavo je podana v Prilogi C1.
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3.1.3 Kemikalije

e Bronopol (2-bromo-2-nitropropan-1,3-diol), komercialno dostopen konzervans v
obliki tablet, Broad Spectrum Microtabs II, Part# 954, Advanced instruments
Inc., ZDA, 1 tabletka na 40 ml mleka

e Komplet kemikalij za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku z inStrumentom
Fossomatic 5000 proizvajalca FOSS, Danska

o Komplet kemikalij za dolocanje skupnega $tevila mikroorganizmov v mleku z
inStrumentom BactoScan FC 65+ proizvajalca FOSS, Danska

e Komplet kemikalij za dolocCanje vsebnosti mascobe, beljakovin in laktoze v
mleku ter dolo¢anje zmrzis¢ne tocke mleka z inStrumentom MilkoScan FT 6000
proizvajalca FOSS, Danska

e Laboratorijska destilirana in mikrofiltrirana voda tip 1, Milli-Q

e Laboratorijska destilirana voda tip 3, Milli-RO

e Kemikalije, ki so jih uporabili laboratoriji v primerjavah, so originalne
kemikalije proizvajalcev inStrumentov

3.1.4 Laboratorijska oprema in material

e Vodna kopel, WB-60E, Kambic¢ d.o.o., Semi¢, Slovenija

e Vodna kopel, VKNP 603530, Marjan Krokter s.p., Ljubljana-Crnuée, Slovenija

¢ Hiadilnik, HOM 1300, LTH Skofja Loka, Slovenija

e Hiladilnik, HO 1300, LTH Skofja Loka, Slovenija

e Temperaturni dataloger model HI140GH in IR-Citalec, Hanna Instruments; ZDA

e Sistem za pripravo laboratorijske destilirane vode, Milli-RO in Milli-Q, EMD
Millipore, ZDA

e Plastenka ABC 60 ml s pokrovckom, plastenka iz HDPE (polietilen visoke
gostote), pokrovcéek iz polipropilena (PP), plomba pokrovcka iz LDPE
(polietilen nizke gostote), Lipis d.o.o., artikel GA1051K

e Vzoréna plastenka 50 ml, polipropilen (PP), Zikplast Zitnik Anja s.p.

e MrezZe za vzorcéne plastenke

e Pladn;ji

e Laboratorijske steklenice

e Merilni valji

e Zajemalka

e Lij, cedilo

e Plasti¢na embalaza 10 L za zbiranje mleka

e Hladilna telesa za transport vzorcev

e Stiropor skatle za transport vzorcev
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3.2 METODE
3.2.1 Metode doloc¢anja Stevila somatskih celic v mleku

Tako direktna mikroskopska metoda, ki je referencna metoda, kot inStrumentalna F-O-E
metoda sta standardizirani metodi za doloCanje Stevila somatskih celic v mleku. Vsi
laboratoriji so izvajali analize po navodilih standardov oziroma po navodilih
proizvajalcev inStrumentov.

3.2.1.1 Direktna mikroskopska metoda

Metoda je to¢no opisana in opredeljena s standardom ISO 13366-1/IDF 148-1 (2008),
sam princip metode pa temelji na razmazu vzorca mleka na stekelce. Razmaz nato
posusimo. Barvilo, ki je lahko raztopina barvila metilensko modro modificirana po
Newman in Lampert ter Levowitz in Weber ali raztopina etidijevega bromida v vodi, se
lahko doda vzorcu mleka pred pripravo razmaza ali pa se posusen razmaz potopi v
raztopino barvila. Obarvane celice znacilnih oblik preStejemo pod mikroskopom.
Stevilo prestetih celic na dologeni povriini pomnozimo z delovnim faktorjem in tako
dobimo $tevilo somatskih celic na mililiter (SSC/ml).

3.2.1.2 InStrumentalna F-O-E metoda

Metoda je to¢no opisana in opredeljena s standardom ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006).
Standard navaja navodila in zahteve za delo s F-O-E Stevci oz. inStrumenti, ki so v
splosnem sestavljeni iz sistema za doziranje testnega vzorca mleka in reagentov,
meSalnega dela in dela za Stetje skupaj z mikroskopom.

V mesalnem delu inStrumenta se dozirajo natan¢no dolo¢eni volumni testnega vzorca,
pufra in raztopine barvila. MeSanje se lahko izvaja v ¢asi, meSalni komori, centrifugi,
vzoréni zanki ali cevki. Del nastale meSanice se prenese v enoto za Stetje. V delu za
Stetje je lahko namescen disk ali pa pretocna celica. V primeru diska se tanek film
mesanice s pomocjo zelo majhnega cevnega nastavka nanese na povrSino vertikalno
namesSCenega rotirajocega diska. Ta rotirajoca povrSina deluje kot objektna povrSina
fluorescentnega mikroskopa. V primeru pretoc¢ne celice pa se del meSanice prenese v
hiter tok raztopine v kapilarni pretocni celici. Pri pospeSevanju meSanica oblikuje tanek
tok, v katerem se somatske celice razvrstijo v niz po ena in ena. Tak tok nato potuje
skozi objektiv fluorescentnega mikroskopa.

Vsak obarvan delcek, ki ga zazna fluorescentni mikroskop, proizvede elektricen impulz,
ki se nato filtrira, ojaci in zabelezi. Raven elektri¢nega impulza se elektronsko obdela in
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lo¢i med Sumom in impulzi, ki pripadajo obarvanim somatskim celicam. Raven
lo¢evanja med Sumom in impulzi celic je lahko fiksna ali pa dinami¢na.

Nekateri inStrumenti imajo dva kanala v delu za Stetje, kar pomeni, da morata biti oba
ustrezno preverjena oz. nastavljena. V takem primeru se vsak kanal obravnava kot svoj
inStrument.

3.2.1.3 Metoda z obarvanimi listi¢i

Metodo z obarvanimi listi¢i »Porta SCC milk test« (PortaCheck, 2015) je uporabljal en
laboratorij v MP APRIL 2014. Vzorec mleka nanesemo na testni listi¢ in dodamo
naktivacijsko« raztopino. Zaradi kemijske reakcije med barvilom, ki je Ze prisotno na
testnem listi¢u, in encimom v somatskih celicah v mleku, se po dolo¢enem casu
spremeni barva listi¢a v modro. Temnejsa kot je barva, vecje je Stevilo somatskih celic.
S pomo¢jo digitalnega ¢italca pa se nato od¢ita vrednost za SSC.

3.2.2 Metodi ugotavljanja osamelcev

Osamelec je vrednost, ki bistveno odstopa od vecine ostalih vrednosti. Ugotavljanje
osamelcev je pomembno z vidika naknadnih obdelav podatkov, saj lahko te vrednosti
vplivajo na rezultate statisticne analize.

3.2.2.1 Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u

Za ugotavljanje osamelcev smo uporabili Grubbs-ov test (Grubbs, 1969; Chrominski in
Tkacz, 2010; ISO 5725-2, 1994) pri stopnji znacilnosti o = 0,05. Test temelji na
izradunu vrednosti G; (G; = |x; - x| / Sd) in primerjavo te vrednosti s kritiéno vrednostjo
G, ki jo najdemo v statisti¢ni tabeli.

Izraun smo opravili s  programom, dostopnim na  spletni  strani
http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs|1.cfm (GraphPad Software, 2015).

3.2.2.2 Ugotavljanje osamelcev z metodo kvartilov
Zeleli smo preizkusiti $e drugo moznost ugotavljanja osamelcev. Izbrali smo metodo
kvartilov (Kosmelj, 2007; Chrominski in Tkacz, 2010). Za to metodo ni potrebna

uporaba statisti¢nih tabel.

IzraCune smo opravili s statisticnim programom SAS (SAS, 2014).
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3.2.3 Metode za ugotavljanje kakovosti vzorcev

Za testiranje kakovosti vzorcev smo preverjali ustreznost razlivanja vzorcev v
podvzorce (test homogenosti) in njihov rok uporabnosti (test stabilnosti).

3.2.3.1 Ustrezno razlivanje v podvzorce: test homogenosti

V MP APRIL 2014 smo za vsak vzorec opravili analizo na treh podvzorcih. Vsak
podvzorec smo izmerili v paralelki z inStrumentom Fossomatic 5000, FOSS, Danska.
Maksimalno razliko med Sestimi meritvami posameznega vzorca smo primerjali s
kriteriji za ponovljivost F-O-E metode, navedenimi v standardu ISO 13366-2/IDF 148-2
(2006).

V MP OKTOBER 2014 in v poskusu smo test homogenosti opravili po postopku
opisanem v standardu ISO 13528 (2005). 1z celotnega Stevila podvzorcev smo izbrali 10
podvzorcev, vsak tak podvzorec smo ustrezno razdelili v dve podenoti in z
indtrumentom Fossomatic 5000 dologili SSC. Za izradun parametrov ustreznega
razlivanja v podvzorce oz. ustrezne homogenosti serije podvzorcev smo uporabili
predlogo v programu Microsoft® Excel® »Homogeneity check according to ISO 13528
and International Harmonized Protocol«, ki smo jo pridobili s spletne strani
http://www.iswa.uni-stuttgart.de/ch/ags/download/freeware.en.html (Koch, 2011b).

3.2.3.2 Ugotavljanje roka uporabnosti vzorcev: test stabilnosti

V MP OKTOBER 2014 in v poskusu smo test stabilnosti opravili po postopku,
opisanem v standardu ISO 13528 (2005). 1z celotnega Stevila podvzorcev smo vsakic¢
izbrali po 3 podvzorce, vsak tak podvzorec smo ustrezno razdelili v dve podenoti in
izvedli meritve SSC. Meritve, opravljene z istim in3trumentom kot pri testu
homogenosti, smo izvedli drugi, tretji, Sesti in sedmi dan po pripravi vzorcev. Za vsak
dan (¢) smo za vsak vzorec izraunali povprecje meritev (y,). Za vsak dan in vsak vzorec
smo izraCunali absolutno razliko med povpreljem posameznega vzorca (y,) in
povpredjem, izradunanim pri testu homogenosti (y g - povpredje SSC prvi dan po
pripravi vzorcev; ¢t = (). Kot kriterij ustrezne stabilnosti smo upostevali enake vrednosti
kot pri testu homogenosti (ISO 13528, 2005). Poleg tega smo te razlike primerjali tudi z
vrednostmi za ponovljivost F-O-E metode (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006).

Vzorce za test stabilnosti v poskusu smo hranili v hladilniku, temperatura v hladilniku
je nihala med 2,3 °C in 4,6 °C.

Vzorce smo v lo¢enem poskusu (april 2015) tudi zamrznili (-20 °C) in po enakem
postopku v razli¢nih obdobjih in na koncu hranjenja (45 dni) ugotavljali stabilnost.
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3.3 POTEK DELA
3.3.1 Posnetek trenutnega stanja - anketa

Ker smo Zeleli ugotoviti, ali in kako slovenski laboratoriji umerjajo inStrumente, smo
najprej izvedli anketo. S tem smo pridobili podatke o metodah dela in tipih
inStrumentov.

Vprasanja v anketi:
1. Ime laboratorija.
In$trument (proizvajalec/model).
Princip delovanja inStrumenta (preto¢na citometrija/rotirajoci disk/drugo).
Ali in§trument umerjate?
Ce ga umerjate, prosim navedite frekvenco (meseéno/drugo).
Kaksne/¢igave vzorce uporabljate za umerjanje?
Ce ga ne umerjate, ali uporabljate tovarniske nastavitve?

® Nk WD

Navedite nastavitve za naklon (angl. »slope«) in odsek na ordinati (angl.

wintercept«).

9. Frekvenca preverjanja inStrumenta (mesecno, drugo).

10. Kaksne/Cigave vzorce uporabljate za preverjanje?

11. Metoda doloc¢anje Stevila somatskih celic v mleku (ISO 13366-2/IDF 148-2 oz.
drugo).

12. Ali sodelujete v medlaboratorijskih primerjavah Se kje drugje kot le v

organizaciji BF, IML-PRO?

3.3.2 Medlaboratorijska primerjava APRIL 2014

In§trumenti, ki sodelujejo v medlaboratorijski primerjavi, na podlagi katere se
izracunajo referen¢ne vrednosti za naknadno umerjanje, morajo biti predhodno umerjeni
(Bulletin IDF 469, 2013). Zato smo v mesecu aprilu 2014 izvedli medlaboratorijsko
primerjavo, iz katere smo pridobili zaCetne umeritvene enacbe, ki naj bi jih nato
upostevali pri izracunih umeritvenih enacb v MP OKTOBER 2014.

V ta namen smo za MP APRIL 2014 pripravili pet vzorcev mleka (Preglednica 9), jih
razlili v podvzorce in jih v okviru mednarodne MP, ki jo je organiziral IML-PRO,
poslali enajstim laboratorijem.

Vseh enajst laboratorijev je vrnilo podatke in sicer za vsak podvzorec po dve meritvi.
Laboratorij, ki je sodeloval s hitrim testom z obarvanimi listi¢i, je bil zaradi neustreznih
rezultatov i1z obdelave izlocen. V nadaljnji obdelavi je tako sodelovalo deset
laboratorijev.
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Za vsak posamezen vzorec smo po izlocitvi osamelcev z metodo po Grubbs-u (a =
0,05), izracunali povprecje, ki je predstavljalo referenc¢no vrednost (Y).

Za devet laboratorijev (en laboratorij je bil izloCen, en pa je sodeloval z referencno
metodo) smo izracunali zaCetne umeritvene enacbe, kar je podrobneje opisano v
nadaljevanju. Zacetne umeritvene enacbe smo zeleli uporabiti v MP OKTOBER 2014,
kjer naj bi z njithovo pomocjo vrnjene podatke laboratorijev v MP OKTOBER 2014
preracunali na nove vrednosti, ki bi nam nato sluZile za izraun referen¢nih vrednosti za
nove umeritvene enacbe v poskusu.

3.3.3 Medlaboratorijska primerjava OKTOBER 2014

V MP OKTOBER 2014 smo pripravili devet vzorcev mleka (Preglednica 11), ki smo
jih razlili v podvzorce in jih v okviru mednarodne MP, ki jo je organiziral IML-PRO,
poslali enajstim laboratorijem. Ustrezno pripravo podvzorcev oz. ustreznost razlivanja
smo preverili s testom homogenosti. Stabilnost oz. rok uporabnosti vzorcev smo
preverjali v obdobju devetih dni s testom stabilnosti.

Laboratoriji so te podvzorce analizirali: dva laboratorija z referenéno metodo, devet s F-
O-E metodo, in nam vrnili podatke in sicer za vsak podvzorec po dve meritvi.

Vrnjene podatke meritev smo testirali na prisotnost osamelcev z metodo po Grubbs-u
(a = 0,05).

Vrnjene podatke posamezne meritve SSC z in§trumentom smo preracunali tudi na nove
vrednosti z upoStevanjem zacetnih umeritvenih enacb za posamezen laboratorij iz MP
APRIL 2014. Za vsak vzorec smo te nove vrednosti testirali na prisotnost osamelcev z
metodo po Grubbs-u (a = 0,05). Sledljivost laboratorijev med obema MP je podana v
Prilogi Cl1.

59



Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

3.3.4 UpoStevanje zacfetnih umeritvenih enacb iz MP APRIL 2014 v MP
OKTOBER 2014

V MP OKTOBER 2014 smo izracunali absolutno razliko (D) med povpre¢jem
referen¢ne metode in povpre¢jem F-O-E metode (Bulletin IDF 469, 2013). Razliko (D)
smo izracunali z uposStevanjem zacetnih umeritvenih enacb iz MP APRIL 2014 in brez
upostevanja le-teh.

D = |yFOE - S’refl (1)

Razlika (D) med povprecjem rezultatov referencne metode (Jred) in povprecjem
rezultatov F-O-E metode (yror) mora biti manjSa od kriti¢ne razlike (angl. »Critical
Difference«; CD). Za izracun kriterija CD smo uporabili tri razli¢ne nacine:
o  CDpyjjerin ; kriticna razlika izraCunana po enacbi navedeni v Bulletin
IDF 469/2013 (Bulletin IDF 469, 2013, str. 11; enacba 4),
e CDyso ; kriticna razlika predstavlja 10 % od skupnega povprecja obeh metod
(ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006),
e (Dyg ; kriti¢na razlika predstavlja vrednost za obnovljivost (R) F-O-E metode
(ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006).

Kot CDg smo upostevali meje za dovoljeno odstopanje za obnovljivost (R) za F-O-E
metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), saj so kriteriji za obnovljivost strozji kot pri
referencni metodi (ISO 13366-1/IDF 148-1, 2008). Vrednosti za CDy so dobljene s
preracunom iz podanih kriterijev za standardni odklon obnovljivosti (sg) v standardu
ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic (CDg = R = 2,8sp).
Faktor 2,8 je povzet po standardu ISO 5725-6 (1994).
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3.3.5 Izracun referencnih vrednosti za primerjavo razli¢nih sistemov umerjanja

V preglednici 14 so prikazani nacini izracuna referen¢nih vrednosti (Y) za izracun
umeritvenih enacb za posamezne sisteme umerjanj, ki smo jih uporabili v nasi raziskavi.

Preglednica 14: Sistemi umerjanja in nacini izraCunavanja referen¢nih vrednosti za izratun umeritvenih

enacb.

Table 14: Systems of calibration and determination of reference values for the calculation of calibration

equations.
Sls@ m Izra¢un referen¢ne vrednosti (Y) Vir
umerjanja
_ _ 2 9 .
A] Y = krefyref + kFOEyFOE N kref = H, kFOE = H Bulletin IDF 469 (2013)
A, Y = krefyref + KkroEYrog 5 Krer = 0,5; kpog = 0,5 ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006)
B Y = "robustno"povprecje ISO 13528 (2005)
InStrument laboratorija
C Y = Yyaster instrument IML-PRO, predhodno umerjen Bulletin IDF 469 (2013)
po sistemu A;.

D* Y = KregFyer + krosTeop : Krer = -5 krop = = Bulletin IDF 469 (2013)
T Podatki, ki so jih vrnili laboratoriji, glede na njihove Trenutno stanje v Sloveniii.

trenutne (mese¢ne) nastavitve inStrumentov.

*Pri kasnejSem izraCunu umeritvenih enacb sistema D smo predpostavili, da je vrednost za odsek na ordinati enaka nic (a = 0).
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3.3.5.1 Izracun referen¢nih vrednosti za sisteme A;, A, in D

Iz vrnjenih podatkov laboratorijev v MP OKTOBER 2014 smo po izlo€itvi osamelcev z
Grubbs-ovim testom (o = 0,05) izracunali referen¢no vrednost za posamezen vzorec po
enacbi:

Y = RyefY,or T KroEYpop 3 Krer t kpor =1 ..(2)

kjer je:

Y...referen¢na vrednost

k.. .uteZ referencne metode

Yre---povpregje vseh rezultatov dobljenih z referenéno metodo
krog. . .utez F-O-E metode

Vrok...povpredje vseh rezultatov dobljenih s F-O-E metodo

. . v N .. v 2
Pri sistemu A; smo za uteZ sodelujoCih laboratorijev z referencno (k. = o=

0,18) oz. F-O-E (kpor = % = 0,82) metodo upostevali dejansko Stevilo sodelujocih

laboratorijev (Bulletin IDF 469, 2013).

Pri sistemu A, smo za uteZ sodelujoih laboratorijev z referenéno metodo (k)
upostevali vrednost 0,5, ki jo navaja standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006). Tako je
bil tudi kror enak 0,5.

Pri sistemu D je bil izra¢un referen¢nih vrednosti enak kot pri sistemu A, vendar smo
kasneje pri izraCunu umeritvenih enacb sistema D predpostavili, da je vrednost za odsek
na ordinati enak nic (a = 0).

3.3.5.2 Izrac¢un referenénih vrednosti za sistem B

Iz vrnjenih podatkov laboratorijev v MP OKTOBER 2014 smo po izlo€itvi osamelcev z
Grubbs-ovim testom (a = 0,05), izracunali referencno vrednost za posamezen vzorec po
postopku, opisanem v standardu ISO 13528 (2005). Referencno vrednost za posamezen
vzorec je tako predstavljalo »robustno« povprecje (angl. »robust average«) vseh
vrnjenih podatkov laboratorijev. Izratun smo izvedli s predlogo v programu Microsoft®
Excel® »Calculation of a robust mean according to algorithm A (ISO 5725-5 and 1SO
13528 resp.)«, ki smo jo pridobili s spletne strani http:/www.iswa.uni-
stuttgart.de/ch/ags/download/freeware.en.html (Koch, 2011a).
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3.3.5.3 Izrac¢un referenénih vrednosti za sistem C

Izbrali smo inStrument (»Master instrument«) laboratorija IML-PRO, ki je ze vkljucen v
mednarodno mrezo preverjanj. Ta inStrument bi bil v prihodnje umerjen v okviru rednih
mednarodnih umerjanj v t.i. »referenénem sistemu« in bi skrbel za prenos referen¢nih
vrednosti iz mednarodnega na nacionalni nivo. Poleg tega IML-PRO sam organizira
MP, z inStrumentom laboratorija IML-PRO pa se doloc¢a referencne vrednosti za SRM
za kontrolo oz. umerjanje drugih inStrumentov. Prerac¢unane vrednosti tega inStrumenta
po sistemu A; so tako predstavljale referencne vrednosti sistema C.

3.3.5.4 Sistem T

Pri sistemu T v poskusu nismo preracunavali vrnjenih podatkov z umeritvenimi
enacbami, ampak so podatke predstavljale meritve laboratorijev z inStrumenti z
dejanskimi mesecnimi nastavitvami za naklon in odsek na ordinati. Sistem T je
predstavljal trenutno oz. dejansko stanje.

3.3.6 Izrac¢un umeritvenih enacb

Standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) predpisuje, da se za namen umerjanja uporabi
model linearne regresije. Neodvisna spremenljivka so bili podatki posameznega
laboratorija, odvisna spremenljivka pa referen¢na vrednost (Y).

Y =bx +a ...(3)

kjer je:

Y...referen¢na vrednost
b...naklon premice
x...meritev laboratorija
a...odsek na ordinati

Za vsak laboratorij smo za vsak sistem (A, Az, B, C in D) izraunali umeritvene enacbe
in tako pridobili vrednosti za naklon (b) in odsek na ordinati (a). Za sistem D smo
predpostavili, da gre premica skozi presecisce, zato smo za odsek na ordinati izbrali
konstanto ni¢ (a = 0).

IzraCun umeritvenih enacb smo izvedli s pomocjo programa Microsoft® Excel®. Na
grafikonih smo izrisali premico linearne regresije in izpisali njeno enacbo.
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3.3.7 Poskus: primerjava sistemov umerjanja

V poskus je bilo vkljucenih 6 laboratorijev: 2 iz osrednje Slovenije, 1 z gorenjske regije,
1 s primorske regije, 1 s $tajerske regije in 1 s prekmurske regije. Stevilo somatskih
celic smo dolocali s F-O-E metodo z inStrumenti dveh razli¢nih proizvajalcev.

V poskusu smo opravili 6 ponovitev primerjave sistemov umerjanja in sicer enkrat
mesecno v obdobju od novembra 2014 do vklju¢no aprila 2015.

Za vsako ponovitev smo pripravili po pet kontrolnih vzorcev z razlicnim Stevilom
somatskih celic, s katerimi smo preverjali razlicne sisteme umerjanj. Nacin priprave teh
vzorcev je opisan v Preglednici 12.

Vzorce smo razlili v podvzorce in jih posiljali Sestim slovenskim laboratorijem.
Ustrezno kakovost podvzorcev smo preverjali s testom homogenosti in testom
stabilnosti.

Laboratoriji so pri vsaki ponovitvi vrnili:

e podatke S: 10 meritev posameznega podvzorca na inStrumentih z nastavitvami
za naklon ena (b = I) in odsek na ordinati ni¢ (a = 0); podatki S so torej bili
dobljeni z meritvami na tovarni$ko nastavljenih inStrumentih,

e podatke za sistem T: 10 meritev posameznega podvzorca na inStrumentih z
mesecnimi nastavitvami za naklon (b) in odsek na ordinati (a).

3.3.8 Analiza podatkov

3.3.8.1 Izracun podatkov za sisteme A;, Ay, B, C in D na osnovi podatkov S

Na osnovi podatkov S in umeritvenih enacb posameznega laboratorija (naklona in
odseka na ordinati), smo za sisteme Aj, A, B, C in D izracunali nove vrednosti.
Povprecja novih izracunanih vrednosti so predstavljala podatke sistemov Aj, A,, B, C in

D v uporabljenem statisti¢nem modelu.

Povprecja sistema T pa so predstavljala podatke sistema T v uporabljenem statisticCnem
modelu.

[zracune smo opravili s programom Microsoft® Excel®.
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3.3.8.2 Statisti¢na analiza

Statistino analizo smo izvedli za vsako ponovitev poskusa posebej. SSC glede na
posamezen sistem umerjanja in vzorec smo za vsako posamezno ponovitev prikazali
graficno. Za vsak vzorec in sistem umerjanja v posamezni ponovitvi smo izracunali
povpredje SSC, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%). Za vsako
ponovitev smo koeficiente variacije za SSC glede na povpre¢no SSC vseh sistemov
umerjanja prikazali graficno. Primerjava sistemov je temeljila na primerjavi
koeficientov variacije. IzraCune smo opravili s statistichim programom R
(R Core Team, 2014).
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4 REZULTATI
4.1 POSNETEK TRENUTNEGA STANJA

V Preglednici 15 so prikazani odgovori na anketna vprasanja za ugotavljanje trenutnega
stanja na podrocju doloCanja Stevila somatskih celic v mleku v slovenskih laboratorijih.

Preglednica 15: Odgovori na anketna vprasanja o nadinu umerjanja initrumentov za dolo¢anje SSC v
slovenskih laboratorijih.

Table 15: Answers regarding calibration of the instruments for somatic cell count in milk in Slovenian
laboratories.

Vprasanje Laboratorij
1 2 3 4 5 6 7*
Ingtrument FOSS /‘ FOSS /. FOSS /. Bentley / FOSS /. FOSS /. FOSS /.
(proizvajalec/model). Fossomatic Fossomatic ~ Fossomatic =~ Somacount  Fossomatic ~ Fossomatic ~ Fossomatic
5200 5000 5000 FC FC 5000 5000
Princip delovanja preto¢na pretocna pretoc¢na preto¢na pretoc¢na pretoc¢na pretoc¢na
in§trumenta. citometrija citometrija  citometrija  citometrija  citometrija  citometrija  citometrija
All instrument NE NE DA DA NE NE NE
umerjate?
Frekvenca umerjanja. - - mesecno mesecno - - -
ro¢ni popravki
Kaksne/¢igave vzorce lede na
uporabljati za Vrediosti »FMA - SRM SRM - - -
L. . IML-PRO IML-PRO
umerjanje? sample« in
SRM IML-PRO
Ali uporabljate NE DA ; ; DA DA NE
tovarniske nastavitve?
Navedite vrednosti za:
naklon | 1,08/umerjanje 1 umerjanje umerjanje 1 1 ni
odsek na ordinati 0 0 umerjanje umerjanje 0 0 odgovora
Frekvenca preverjanja . . ni . . . .
instrumenta. meseéno meseéno odgovora meseéno meseéno meseéno meseéno
Kaksne/¢igave vzorce .
uporab.ljaFe = »;]l\\l/[j slc):;g;e« IML-PRO odgzilora IML-PRO IMl\ﬂgl,{O ALA. MIH
preverjanje?
Metoda dolocanja
SSC ISO 13366- NE DA DA DA DA DA DA
2/IDF 148-2/drugo.
Ali sodelujete v MP se DA/ DA/
kje drugje kot le v DA/ AlLA., Ne sodeluje
organizaciji BF, IML- NE NE A.LA. NE DA MIH, v MP IML-
PRO? Actalia PRO

Opomba: * Laboratorij 7 v raziskavi ni sodeloval, poslal je le odgovore na anketna vpraSanja; - odgovor ni mogoc.

Legenda: »FMA sample«: kontrolni vzorec proizvajalca FOSS (Danska); SRM: sekundarni referen¢ni material; IML-PRO: Institut
za mlekarstvo in probiotike (Slovenija); MIH: Milchwirtschaftliche Institut Dr. Hiifner (Nemcija); A.LLA.: Associazione Italiana
Allevatori - Laboratorio Standard Latte (Italija); Actalia: Actalia Cecalait (Francija).

V Sloveniji vseh sedem laboratorijev uporablja F-O-E inStrumente, ki delujejo na
principu pretoéne citometrije, in sicer dveh razli¢nih proizvajalcev. Sest laboratorijev
uporablja inStrumente proizvajalca Foss z Danske, en laboratorij pa inStrument
proizvajalca Bentley iz ZDA. Trije laboratoriji mese¢no spreminjajo nastavitve
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inStrumenta in sicer spreminjajo le naklon premice, en laboratorij je sicer odgovoril na
to vpraSanje z ne, vendar navaja ro¢ne popravke oz. prilagoditve inStrumenta. Za to
uporabljajo vzorce, ki jih pripravlja IML-PRO Biotehniske fakultete iz Ljubljane, poleg
tega pa izmed teh treh laboratorijev en upoSteva Se rezultate meritev »FMA«
kontrolnega vzorca proizvajalca inStrumenta Foss. Drugi trije laboratoriji uporabljajo le
tovarniske nastavitve, kjer so vrednosti za naklon 1 in odsek na ordinati 0, en laboratorij
pa navaja, da in§trumenta ne umerja in obenem ne uporablja tovarnigkih nastavitev. Sest
laboratorijev preverja inStrumente mesecno in sicer z vzorci treh razliénih ponudnikov
referencnih materialov (RM), en laboratorij pa odgovora ni podal. Prav tako Sest
laboratorijev izvaja analize glede po navodilih standarda ISO 13366-2/IDF 148-2, en
laboratorij pa uposteva le navodila proizvajalca inStrumenta. Vseh sedem laboratorijev
sodeluje v MP, Sest jih sodeluje v MP, ki jih organizira IML-PRO, od teh pa trije
laboratoriji sodelujejo tudi v MP drugih ponudnikov.

4.2 UPOSTEVANIJE ZACETNIH UMERITVENIH ENACB 1Z MP APRIL 2014 V
MP OKTOBER 2014

Prejete rezultate meritev z inStrumenti v MP OKTOBER 2014 (Priloga B1) smo najpre;j
preracunali na nove vrednosti z upoStevanjem zacetnih umeritvenih enacb za posamezen
laboratorij iz MP APRIL 2014 (Priloga A4), izraCunanih glede na vrnjene rezultate
(Priloga A1) in referencne vrednosti (Priloga A3). Za nekatere laboratorije smo z
upostevanjem zadetnih umeritvenih enacb dobili negativne vrednosti za SSC. Negativne
vrednosti smo izklju€ili iz nadaljnjih izraCunov. Za vsak vzorec smo nato nove
vrednosti testirali na prisotnost osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) (Priloga
B14). Sledljivost laboratorijev v celotni raziskavi je razvidna iz Priloge C1.

Izracunane razlike med povprecjem referencne metode in povpre¢jem F-O-E metode z
uposStevanjem zacetnih umeritvenih enacb (D,) ter brez upoStevanja zacetnih
umeritvenih enacb (Dp,.;) smo primerjali s kriti¢no razliko, izra¢unano na tri razli¢ne
nacine (CDgyiierin , CDjso in CDg). Vrednosti izra¢unanih razlik in kriterijev (kriticnih
razlik) so prikazane v Prilogi C.

Vrednosti kriterija CDg,erin SO bile praviloma manjSe, se pravi bolj stroge, kot vrednosti
kriterija CDjso, vrednosti kriterija CDr pa so bile kar priblizno dva-krat vecje kot
CDgyjjerin 0z. CDjso (Priloga C2).

Ne glede na to, ali smo zacetne umeritvene enacbe upostevali (D.) ali ne (Dp..), je bila
razlika v obeh primerih manj$a od CDpyjjerin pri istih treh vzorcih (2, 3 in 8) od skupno
devetih vzorcev (Priloga C3).
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Ne glede na to, ali smo zacetne umeritvene enacbe upostevali (D.) ali ne (Dp:), je bila
razlika v obeh primerih manjSa od CDjsp pri istih petih vzorcih (2, 3, 5, 8 in 9) od
skupno devetih vzorcev (Priloga C3).

Razlika pri uposStevanju zaCetnih umeritvenih enacb (D) je bila pri osmih vzorcih
(vzorci 2 do 9) manja od CDy. Ce pa za¢etnih umeritvenih enacb nismo upostevali, pa
je bila razlika (Dp,.;) manjSa od CDg pri vseh devetih vzorcih (Priloga C3).

Ins$trumenti, ki sodelujejo v MP, iz katere se izracunavajo nove referen¢ne vrednosti za
umerjanje, morajo biti predhodno umerjeni (Bulletin IDF 469, 2013; ISO 13366-
2/IDF 148-2, 2006). Ker so bile razlike med povprecjem rezultatov referen¢ne metode
in povpre¢jem rezultatov F-O-E metode v MP OKTOBER 2014 manjSe, ¢e zacetnih
umeritvenih enacb iz MP APRIL 2014 nismo upostevali, smo zato v MP OKTOBER
2014 upostevali dejanske vrnjene rezultate laboratorijev in jih nismo preraunavali.
Poleg tega smo za nekatere laboratorije dobili z upoStevanjem zacetnih umeritvenih
enatb negativne vrednosti za SSC, kar je tudi kazalnik, da upoStevanje zaletnih
umeritvenih enacb ne bi bilo ustrezno.

4.3 IZRACUN REFERENCNIH VREDNOSTI IN UMERITVENIH ENACB V
POSKUSU

4.3.1 Izracun referencnih vrednosti v poskusu

V Preglednici 16 navajamo izratunane referenéne vrednosti za SSC (1000/ml) v MP
OKTOBER 2014 za posamezen sistem umerjanja (A;, Az, B, C in D) in posamezen
vzorec.

Preglednica 16: Referenéna vrednost za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja A, A,, B, C in D
in posamezen vzorec.

Table 16: Reference values for somatic cells count (SCC) (1000/ml) for individual system of calibration
A4, A,, B, C and D and for individual sample.

Sistem umerjanja
Vzorec Jany

A, A, B C D
1 30,27 28,13 31,00 32,68 30,27
2 190,77 190,96 194,00 198,72 190,77
3 369,86 375,07 364,00 375,04 369,86
4 483,77 503,21 476,50 485,56 483,77
5 595,73 612,65 579,00 598,65 595,73
6 736,64 765,17 723,00 698,89 736,64
7 863,14 899,35 847,50 858,76 863,14
8 1111,23 1119,21 1111,50 1137,89 1111,23
9 1357,96 1390,06 1346,00 1353,27 1357,96
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4.3.2 Izrac¢un umeritvenih enacb v poskusu

Na podlagi referen¢nih vrednosti smo izraunali umeritvene enacbe oz. vrednosti za
naklon in odsek na ordinati za posamezen laboratorij za vsak sistem umerjanja, kar je
prikazano v Preglednici 17.

Preglednica 17: Vrednosti naklona (b) in odseka na ordinati (@) za umeritvene enacbe laboratorijev za
sisteme umerjanja A, A,, B, Cin D.

Table 17: Slope (b) and intercept (a) values for laboratory calibration equations for calibration systems
Ay, Ay, B, Cand D.

Sistem umerjanja
Laboratorij A, A, B C D

b a b a b a b a b a
1 0,9099 13,2470 0,9306 15,1260 0,9027 10,7520 0,9089 13,9650 0,9235 0
2 1,1220 -7,6438 1,1481 -6,5831 1,1129 -9,8359 1,1201 -6,5371 1,1125 0
3 1,0381 2,1423 1,0623 3,4056 1,0297 -0,1353 1,0363 3,2964 1,0406 0
4 0,8469 11,6750 0,8664 13,3090 0,8401 9,3018 0,8458 12,5090 0,8581 0
5 1,0065 2,8488 1,0292 4,5778 0,9988 0,2458 1,0059 3,2398 1,0097 0
6 1,0281 -0,2204 1,0512 1,5040 1,0202 -2,7521 MA MA 1,0278 0

Legenda: MA = Master instrument; najmanjsa in najvecja vrednost za naklon sta za in§trumente proizvajalca Foss (Danska) senceni,
pri in§trumentu proizvajalca Bentley (ZDA) pa poudarjeni.

Iz dobljenih vrednosti za naklon in odsek na ordinati ugotavljamo, da je bila za
inStrumente proizvajalca Foss najnizja vrednost za naklon 0,9027 in najvisja 1,1481. Za
inStrument proizvajalca Bentley (Laboratorij 4) pa je bila najnizja vrednost za naklon
0,8401 in najvi§ja 0,8664. Za posamezen laboratorij vrednosti za naklon med
posameznimi sistemi umerjanja niso variirale veliko. Tudi vrednosti za odsek na
ordinati so se gibale v relativno ozkem obmodju. Za sistem D je bila ta vrednost
postavljena na nic.

Koeficienti determinacije (R”) pri izra¢unih umeritvenih enacb za vse sisteme umerjanja
in za vse laboratorije so bili ve¢ji od 0,99 (rezultati so prikazani v Prilogi D).

Za sistem T (Preglednica 18), ki je predstavljal trenutno stanje mesecnih nastavitev
inStrumentov Sestih sodelujoCih laboratorijev, so trije laboratoriji (vsi inStrumenti
FOSS) upostevali nastavitve za naklon 1 in odsek na ordinati 0. Preostali trije
laboratoriji so nastavitve prilagajali, vendar so za vrednosti za odsek na ordinati vedno
imeli 0, naklon pa med 1,04 in 1,08 (inStrumenti FOSS) ter med 0,86 in 0,90
(inStrument Bentley).
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Preglednica 18: Vrednosti naklona (b) in odseka na ordinati (a) za laboratorije za sistem T za ponovitve
poskusa.

Table 18: Values for slope (b) and intercept (a) for laboratories for system T for repetitions of the
experiment.

Ponovitev poskusa
Laboratorij 1 2 3 4 5 6

b a b a b a b a b a b a
1 1,08 0 1,04 0 1,04 0 1 0 1 0 1 0
2 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
3 1 0 1 0 1,05 0 1,05 0 1,05 0 1,05 0
4 0,88625 0 0,9009 0 0,9009 0 0,865823 0 0,8987 0 0,8987 0
5 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
6 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0

4.4 UGOTAVLJANJE KAKOVOSTI VZORCEV
4.4.1 Ustrezno razlivanje v podvzorce (test homogenosti)

V MP APRIL 2014 in v MP OKTOBER 2014 so vsi vzorci izkazovali ustrezno
homogenost.

Pri ponovitvah poskusa smo za vzorec 1 pri tretji ponovitvi in za vzorec 2 pri Cetrti
ponovitvi ugotovili neustrezno homogenost oz. pripravo. Vzorca smo iz nadaljnje
obdelave izkljucili.

Izracuni in rezultati za teste homogenosti za MP APRIL 2014 so prikazani v Prilogi A3,
za MP OKTOBER 2014 v Prilogah B3 do B11, za ponovitve poskusa pa v Prilogi G.

4.4.2 Ugotavljanje roka uporabe vzorcev (test stabilnosti)
Ugotavljanja stabilnosti vzorcev v MP APRIL 2014 nismo izvedli.

Ce smo za kriterij stabilnosti oz. rok uporabe upostevali kriterij za ponovljivost za F-O-
E metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), so vsi vzorci, tako v MP OKTOBER 2014
kot tudi pri vseh ponovitvah poskusa, izkazovali ustrezno stabilnost v obdobju sedmih
dni. To pomeni, da so bile razlike med povprecji meritev za prvi dan ter vse naslednje
dni, z vkljuéno sedmim dnem, manjSe od mej za ponovljivost F-O-E metode. Pri
upostevanju kriterija za ustrezno stabilnost iz standarda ISO 13528 (2005) pa vzorci
niso vedno izkazovali ustrezne stabilnosti v obdobju sedmih dni. Izracuni in rezultati za
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teste stabilnosti za MP OKTOBER 2014 so prikazani v Prilogah B12 in B13, za
ponovitve poskusa pa v Prilogi G.

Ustrezno razlivanje v podvzorce (test homogenosti) in ugotavljanje stabilnosti vzorcev
v MP OKTOBER 2014 in v poskusu, je v Preglednici 19 prikazano tudi glede na nacin
priprave vzorcev. Vzorci, ki so oznaceni kot »neustrezna stabilnost«, v vecini primerov
(16 vzorcev od 18) neustrezne stabilnosti niso izkazovali vsak dan meritev (2., 3., 6. in
7. dan). Le pri vzorcu 2 v MP OKTOBER 2014 in vzorcu 2 v 3. ponovitvi poskusa, smo
neustrezno stabilnost (ISO 13528, 2005) ugotovili pri vseh meritvah med shranjevanjem
vzorcev.

Preglednica 19: Neustrezno stabilni (obarvano sivo) in neustrezno homogeni (krepko, lezece in
pod¢rtano) vzorci v MP OKTOBER 2014 in pri ponovitvah poskusa, glede na nacin priprave vzorcev.
Table 19: Inadequately stable (coloured grey) and inadequately homogeneous (bold, italic, underlined)
samples in interlaboratory comparison OCTOBER 2014 and in experiment (6 repetitions), according to
sample preparation.

Vzorec

1 2 3 4 5 6 7 8 9
MP OZIE]I-A‘OBER B1.2 B2 B1.2+K B1.2+K B1.2+K BL.1+K BIL.1+K Bl.14+K B1.1+B2+K
Ponovitev
poskusa
1 K B B+K+S K PB+S
2 B K K B+K B+K+S
3 K+K B K PB+K+K PB+K+K
4 B B PB+K PB+K PB+K
5 B K K K K+S
6 B B PB+K K PB+K

Legenda: neustrezna stabilnost, neustrezna homogenost, bazensko mleko (B), posneto bazensko mleko
(PB), mleko posamezne krave (K), smetana (S).

Opomba: Vzorci so bili pripravljeni in/ali izbrani tako, da smo dobili razli¢ne ravni SSC. Razmerja
osnovnih surovin (B, PB, K in S) pri mesanih vzorcih so bila tako razli¢na.

Za vzorce z zelo nizkim SSC (< 40.000 celic/ml) je bil kriteriji, ki smo ga izradunali po
predpisanem postopku v standardu ISO 13528 (2005), za ustrezno stabilnost vzorcev
900 celic/ml, kar je manjSe od merilnega obmoc¢ja inStrumenta (1000 celic/ml). Pri
vzorcih s SSC med 110.000 celic/ml in 300.000 celic/ml so bili kriterij (ISO 13528,
2005) dostikrat prestrogi (od 1.300 celic/ml do 6.400 celic/ml). Pri vzorcih okrog
500.000 celic/ml (ponovitev/vzorec: 5/3 in 6/3) je bil ta kriterij priblizno 12.000
celic/ml, vendar je bilo izmerjeno SSC po sedmih dneh pri enem vzorcu (5/3) vedje
(Priloga G30), pri drugem (6/3) pa manjSe (Priloga G36). Pri vzorcih okrog 1.350.000
celic/ml (ponovitev/vzorec: 3/5 in 6/5) je bil kriterij (ISO 13528, 2005) za ustrezno
stabilnost 39.400 celic/ml, vendar je bilo zopet izmerjeno SSC po sedmih dneh pri enem
vzorcu (3/5) vecje (Priloga G18), pri drugem (6/5) pa manjse (Priloga G36).
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Ponovljivost je dovoljeno odstopanje za isti inStrument v zelo kratkem Casovnem
obdobju, test stabilnosti pa so meritve med dnevi, kjer so dovoljena ve¢ja odstopanja
(ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Glede na to, da so vsi vzorci pri testu stabilnosti
ustrezali kriteriju za ponovljivost F-O-E metode (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), smo
pri statistiCni analizi upoStevali vse vzorce razen dveh, ki nista ustrezala testu
homogenosti, in vzorcev iz prve ponovitve poskusa, kot je omenjeno v nadaljevanju.

4.5 PRIMERJAVA SISTEMOV UMERJANJA
4.5.1 Statisti¢na analiza podatkov za Sest ponovitev poskusa

V prvi ponovitvi poskusa je eden izmed laboratorijev, zaradi okvare inStrumenta,
opravil meritve tri dni po preteku roka uporabnosti vzorcev. Poleg tega sta za en vzorec
dva laboratorija poslala po en napacen rezultat, en laboratorij pa deset napacnih
rezultatov za en vzorec (nepravilen prepis rezultatov meritev z inStrumenta). Zaradi
omenjenih dejstev smo podatke, dobljene v prvi ponovitvi poskusa, izkljucili iz
statisti¢ne analize.

Za ostalih pet ponovitev poskusa je Stevilo somatskih celic glede na posamezen sistem
umerjanja in vzorec za posamezno ponovitev prikazano grafi¢no (Slike 7, 9, 11, 13 in
15). Posamezna totka predstavlja vrednost SSC posameznega laboratorija. Vrnjeni
rezultati laboratorijev so prikazani v Prilogi E.

V Preglednicah 20 do 24 so prikazane vrednosti za povpredje SSC (1000/ml),
standardni odklon (Sd; 1000/ml) in koeficient variacije (KV%) za sisteme umerjanja A,
Ay, B, C, D in T za posamezen vzorec pri posamezni ponovitvi poskusa. Koeficienti
variacije za posamezen sistem umerjanja so prikazani Se grafi¢no glede na povprecje
SSC vseh sistemov umerjanja (Slike 8, 10, 12, 14 in 16).

Podatki za statisti¢no analizo so prikazani v Prilogi H.
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Slika 7: Stevilo somatskih celic (1000/ml) glede na posamezen sistem umerjanja in vzorec za 2.
ponovitev poskusa.

Figure 7: Somatic cell count (1000/ml) according to individual system of calibration and sample for 2™
repetition of the experiment.

RazprSenost oz. variabilnost je pri ve¢jem Stevilu somatskih celic vecja in to velja tudi
za vse ponovitve poskusa v nadaljevanju.
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Preglednica 20: Povpregje, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%) za SSC (1000/ml) za
sisteme umerjanja A, A,, B, C, D in T glede na posamezen vzorec za 2. ponovitev poskusa.
Table 20: Average, standard deviation (Sd) and coefficient of variation (KV%) for somatic cell count
(1000/ml) for systems of calibration A;, A,, B, C, D and T according to individual sample for 2

repetition of the experiment.

Vzorec

1 2 3 4 5
Sistem umerjanja  Povprecje vseh sistemov umerjanja 166,2 401,5 6814 267,0 988,2
Povpredje 167,1 401,5 681,0 267,7 9875
Al Sd 10,7 26,0 37,9 14,2 72,7
KV% 6,4 6,5 5,6 53 7,4
Povpredje 172,4 412,1 698,0 2753 1011,6
A2 Sd 11,0 26,5 38,8 14,5 74,4
KV% 6,4 6,4 5,6 53 7,4
Povprecje 1634 3959 6732 2632 9773
B Sd 10,6 25,7 37,6 14,1 72,1
KV% 6,5 6,5 5,6 5,4 7,4
Povprecje 167,6 401,8 680,9 2682 9872
C Sd 10,7 25,9 37,8 14,2 72,6
KV% 6,4 6,4 5,6 53 7.4
Povprecje 163,9 3993 679,8 2650 9874
D Sd 16,9 29,8 39,9 19,2 72,4
KV% 10,3 7,5 5,9 7,2 7,3
Povprecje 162,9 3983 6757 2629 9781
T Sd 6,5 14,1 17,7 7,9 21,6
KV% 4,0 3,5 2,6 3,0 2,2
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Slika 8: Koeficient variacije za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja glede na povpregje SSC
vseh sistemov umerjanja za 2. ponovitev poskusa.
Figure 8: Coefficient of variation for somatic cell count (1000/ml) for individual system of calibration

according to average of somatic cell count for all systems of calibration for 2™ repetition of the
experiment.
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Slika 9: Stevilo somatskih celic (1000/ml) glede na posamezen sistem umerjanja in vzorec za 3.

ponovitev poskusa.

Figure 9: Somatic cell count (1000/ml) according to individual system of calibration and sample for 3™

repetition of the experiment.
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Preglednica 21: Povpregje, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%) za SSC (1000/ml) za
sisteme umerjanja A, A,, B, C, D in T glede na posamezen vzorec za 3. ponovitev poskusa.

Table 21: Average, standard deviation (Sd) and coefficient of variation (KV%) for somatic cell count
(1000/ml) for systems of calibration A;, A,, B, C, D and T according to individual sample for 31
repetition of the experiment.

Vzorec

2 3 4 5
Sistem umerjanja ~ Povprecje vseh sistemov umerjanja 226,6  645,6 1040,7 14269
Povprecje 226,6 643,8 1038,6 1427,0
Al Sd 15,8 35,6 59,4 1139
KV% 7,0 5,5 5,7 8,0
Povprecje 233,3  660,0 1063,9 1461,1
A2 Sd 16,2 36,3 60,8 116,5
KV% 6,9 5,5 5,7 8,0
Povprecje 222.4 636,4 1028,0 1413,3
B Sd 15,6 35,2 59,0 112,9
KV% 7,0 5,5 5,7 8,0
Povprecje 227.1 643,9 10382 1426,2
C Sd 15,6 35,5 59,3 113,6
KV% 6,9 5,5 5,7 8,0
Povprecje 223,77  642,6 1039,2 14294
D Sd 20,3 37,5 60,3 116,4
KV% 9,1 5,8 5,8 8,1
Povprecje 226,4 647,2 1036,5 1404,2
T Sd 8,7 19,2 75,2 90,9
KV% 3,8 3,0 7,3 6,5
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Slika 10: Koeficient variacije za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja glede na povpregje SSC
vseh sistemov umerjanja za 3. ponovitev poskusa.

Figure 10: Coefficient of variation for somatic cell count (1000/ml) for individual system of calibration
according to average of somatic cell count for all systems of calibration for 3™ repetition of the
experiment.
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Slika 11: Stevilo somatskih celic (1000/ml) glede na posamezen sistem umerjanja in vzorec za 4.
ponovitev poskusa.

Figure 11: Somatic cell count (1000/ml) according to individual system of calibration and sample for 4™
repetition of the experiment.
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Preglednica 22: Povpregje, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%) za SSC (1000/ml) za
sisteme umerjanja A, A,, B, C, D in T glede na posamezen vzorec za 4. ponovitev poskusa.

Table 22: Average, standard deviation (Sd) and coefficient of variation (KV%) for somatic cell count
(1000/ml) for systems of calibration A;, A, B, C, D and T according to individual sample for 4m
repetition of the experiment.

Vzorec

1 3 4 5
Sistem umerjanja ~ Povprecje vseh sistemov umerjanja 130,1 463,6 774,7 17258
Povprecje 1312 463,6 7744 17232
Al Sd 59 17,5 30,7 67,7
KV% 4,5 3.8 4,0 3,9
Povprecje 135,7 4756 793,6 1764,2
A2 Sd 6,0 17,9 31,4 69,2
KV% 4.4 3.8 4,0 3,9
Povprecje 127,8 457,5 7659 17072
B Sd 59 17,4 30,5 67,2
KV% 4,6 3.8 4,0 3,9
Povprecje 131,8 463,8 7742 1722,1
C Sd 6,0 17,5 30,7 67,8
KV% 4,6 3.8 4,0 3,9
Povprecje 128,0 461,7 773,8 17264
D Sd 11,6 19,7 31,5 64,0
KV% 9,1 4,3 4,1 3,7
Povprecje 126,2 4594 766,5 1712,0
T Sd 5,0 18,2 29,5 63,3
KV% 4,0 4,0 3.8 3,7
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Slika 12: Koeficient variacije za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja glede na povpregje SSC
vseh sistemov umerjanja za 4. ponovitev poskusa.

Figure 12: Coefficient of variation for somatic cell count (1000/ml) for individual system of calibration
according to average of somatic cell count for all systems of calibration for 4™ repetition of the
experiment.
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Slika 13: Stevilo somatskih celic (1000/ml) glede na posamezen sistem umerjanja in vzorec za 5.

ponovitev poskusa.

Figure 13: Somatic cell count (1000/ml) according to individual system of calibration and sample for 5™

repetition of the experiment.
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Preglednica 23: Povpregje, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%) za SSC (1000/ml) za
sisteme umerjanja A, A,, B, C, D in T glede na posamezen vzorec za 5. ponovitev poskusa.

Table 23: Average, standard deviation (Sd) and coefficient of variation (KV%) for somatic cell count
(1000/ml) for systems of calibration A;, A, B, C, D and T according to individual sample for 5t
repetition of the experiment.

Vzorec
1 2 3 4 5

Sistem umerjanja  Povprecje vseh sistemov umerjanja 160,6 2933 5359 797,6 1061,7
Povpredje 161,6 2939 5358 796,8 1060,8

Al Sd 4,2 10,0 18,0 36,0 62,6
KV% 2,6 34 3,4 4,5 5,9

Povprecje 166,8 302,0 5495 816,5 1086,5

A2 Sd 42 10,2 18,4 36,8 64,1
KV% 2,5 34 33 4,5 5,9

Povpredje 158,0 289,1 529,1 788,1 1050,0

B Sd 42 10,0 17,9 35,7 62,1
KV% 2,7 3,5 34 4,5 5,9

Povpredje 1622 2942 5359 796,6 1060,3

C Sd 4.4 10,1 18,0 35,9 62,6
KV% 2,7 34 34 4,5 5,9

Povpredje 158,5 2912 5342 796,1 1061,0

D Sd 9,4 14,9 20,1 36,9 61,6
KV% 5,9 5,1 3,8 4,6 5,8

Povpredje 156,3 289,5 530,9 7914 1051,6

T Sd 4,8 7,7 24,5 19,3 24,2
KV% 3,1 2,7 4,6 2,4 2,3
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Slika 14: Koeficient variacije za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja glede na povpregje SSC
vseh sistemov umerjanja za 5. ponovitev poskusa.

Figure 14: Coefficient of variation for somatic cell count (1000/ml) for individual system of calibration
according to average of somatic cell count for all systems of calibration for 5" repetition of the
experiment.
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Slika 15: Stevilo somatskih celic (1000/ml) glede na posamezen sistem umerjanja in vzorec za 6.
ponovitev poskusa.

Figure 15: Somatic cell count (1000/ml) according to individual system of calibration and sample for 6™
repetition of the experiment.
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Preglednica 24: Povpregje, standardni odklon (Sd) in koeficient variacije (KV%) za SSC (1000/ml) za
sisteme umerjanja A, A,, B, C, D in T glede na posamezen vzorec za 6. ponovitev poskusa.
Table 24: Average, standard deviation (Sd) and coefficient of variation (KV%) for somatic cell count
(1000/ml) for systems of calibration A;, A, B, C, D and T according to individual sample for 6"

repetition of the experiment.

Vzorec

1 2 3 4 5
Sistem umerjanja  Povprecje vseh sistemov umerjanja  157,3  301,7 4854  862,5 1313,6
Povprecje 158,1 3019 4846 861,1 1310,8
Al Sd 5,4 7,8 16,1 33,8 26,3
KV% 3,4 2,6 33 3,9 2,0
Povprecje 163,2 310,3 4972 882,3 13422
A2 Sd 5,5 7,9 16,5 34,6 26,9
KV% 34 2,5 33 3,9 2,0
Povpreéje 1545 2972 4784 851,9 1298,0
B Sd 53 7,7 16,0 33,5 26,1
KV% 34 2,6 33 3,9 2,0
Povprecje 158,7 302,3 4848 8609 1310,1
C Sd 5,4 7,8 16,1 33,7 26,4
KV% 34 2,6 3,3 3,9 2,0
Povpreéje 155,0 2994 483,0 860,8 1312,4
D Sd 9,5 12,4 15,5 34,2 25,7
KV% 6,1 4,1 32 4,0 2,0
Povpreéje 154,7 299,0 484,44 858,1 13082
T Sd 7,0 11,1 32,4 25,4 83,3
KV% 4,5 3,7 6,7 3,0 6,4
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Slika 16: Koeficient variacije za SSC (1000/ml) za posamezen sistem umerjanja glede na povpregje SSC
vseh sistemov umerjanja za 6. ponovitev poskusa.

Figure 16: Coefficient of variation for somatic cell count (1000/ml) for individual system of calibration
according to average of somatic cell count for all systems of calibration for 6™ repetition of the
experiment.
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4.5.2 Povzetek statisti¢ne analize podatkov za vse ponovitve poskusa skupaj

Glede na postavljeni hipotezi povzemamo Se primerjavo rezultatov za vse ponovitve
poskusa skupaj in sicer najprej primerjavo vseh sistemov (Aj, Az, B, C, D in T), nato pa
Se primerjavo sistemov brez sistema T. V Preglednicah 25 in 26 so podani koeficienti
variacije za SSC za vsak posamezen sistem umerjanja in sicer za vsako posamezno
ponovitev in vzorec. Obarvane vrednosti predstavljajo minimalno vrednost pri
posameznem VZzorcu.

4.5.2.1 Primerjava sistemov Aj, A2, B,C,Din T

Preglednica 25: Koeficient variacije (%) za SSC za posamezen sistem umerjanja glede na ponovitev
poskusa in vzorec. Obarvane vrednosti predstavljajo minimalno vrednost pri posameznem vzorcu.

Table 25: Coefficient of variation (%) for SCC for individual system of calibration according to
individual repetition of the experiment and sample. Marked values represent minimum value for
individual sample.

Ponovitev poskusa/ Sistem umerjanja
Vzorec A, A, B C D T
2/1 6,4 6,4 6,5 6,4 10,3 4,0
2/2 6,5 6,4 6,5 6,4 7,5 3,5
2/3 5,6 5,6 5,6 5,6 5,9 2,6
2/4 53 53 5,4 53 7,2 3,0
2/5 7,4 7,4 7,4 7,4 7,3 2,2
3/2 7,0 6,9 7,0 6,9 9,1 3,8
3/3 5,5 5,5 5,5 5,5 5,8 3,0
3/4 5,7 5,7 5,7 5,7 5.8 7,3
3/5 8,0 8,0 8,0 8,0 8,1 6,5
4/1 4,5 4,4 4,6 4,6 9,1 4,0
4/3 3,8 3,8 3,8 3,8 4,3 4,0
4/4 4,0 4,0 4,0 4,0 4,1 3,8
4/5 3,9 3,9 3,9 3,9 3,7 3,7
5/1 2,6 2,5 2,7 2,7 5,9 3,1
52 34 34 3,5 34 5,1 2,7
5/3 34 33 34 34 3,8 4,6
5/4 4,5 4,5 4,5 4,5 4,6 2,4
5/5 5,9 5,9 5,9 5,9 5,8 2,3
6/1 34 34 34 34 6,1 4,5
6/2 2,6 2,5 2,6 2,6 4,1 3,7
6/3 33 33 3,3 33 32 6,7
6/4 3,9 3,9 3,9 3,9 4,0 3,0
6/5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 6,4
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Glede na predstavljene rezultate povzemamo nekatere ugotovitve.

V vseh ponovitvah poskusa so izrac¢uni koeficientov variacije pokazali le majhne razlike
med sistemi Aj, Az, B in C. Ve¢ja odstopanja smo opazili le pri sistemu T, ki je imel
najveckrat najnizjo vrednost za KV% (15 od 23 vzorcev) in sistemu D, ki je imel
najnizjo vrednost za KV% le pri 3 od 23 vzorcev. V §tirih od petih ponovitev je bila pri
vecini vzorcev najmanjSa razprSenost pri sistemu T, najvecja pa pri sistemu D. V
poskusu so najbolj odstopali rezultati 6. ponovitve, v kateri se je kot najslabsi izkazal
sistem T (samo pri enem vzorcu najmanjSa vrednost za KV%).
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4.5.2.2 Primerjava sistemov Aj, Ay, B, C in D brez sistema T

Preglednica 26: Koeficient variacije (%) za SSC za posamezen sistem umerjanja brez sistema T glede na
ponovitev poskusa in vzorec. Obarvane vrednosti predstavljajo minimalno vrednost pri posameznem
VZOorcu.

Table 26: Coefficient of variation (%) for SCC for individual system of calibration without system T
according to individual repetition of the experiment and sample. Marked values represent minimum value
for individual sample.

Ponovitev poskusa/ Sistem umerjanja
Vzorec A, A, B C D
2/1 6,4 6,4 6,5 6,4 10,3
2/2 6,5 6,4 6,5 6,4 7,5
2/3 5,6 5,6 5,6 5,6 5,9
2/4 53 53 5,4 53 7,2
2/5 7,4 7,4 7,4 7,4 7,3
372 7,0 6,9 7,0 6,9 9,1
3/3 5,5 5,5 5,5 5,5 5,8
3/4 5,7 5,7 5,7 5,7 5,8
3/5 8,0 8,0 8,0 8,0 8,1
4/1 4,5 4,4 4,6 4,6 9,1
4/3 3,8 3,8 3,8 3,8 43
4/4 40 40 40 40 4,1
4/5 3,9 3,9 3,9 3,9 3,7
5/1 2,6 2,5 2,7 2,7 5,9
5/2 34 34 3,5 34 5,1
5/3 34 33 34 34 3,8
5/4 4,5 4,5 4,5 4,5 4,6
5/5 5,9 5,9 5,9 5,9 5,8
6/1 34 34 34 34 6,1
6/2 2,6 2,5 2,6 2,6 4,1
6/3 33 33 3,3 33 32
6/4 3,9 3,9 3,9 3,9 4,0
6/5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Ce primerjamo sisteme umerjanja brez sistema T, ugotavljamo, da so bili koeficienti
variacije dostikrat (pri 15 od 23 vzorcev) skoraj enaki oz. so se med seboj zelo malo
razlikovali, kar smo Ze omenili. Najveckrat je imel najmanjsi (lahko je bil tudi enak kot
Se pri kakem drugem sistemu) koeficient variacije sistem A, (19 od 23 vzorcev), sledili
so mu sistemi C (15 od 23), A; (13 od 23), B (10 od 23) in D (5 od 23).

90



Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Na podlagi analize rezultatov in glede na postavljeni hipotezi predstavljamo nekaj
glavnih ugotovitev in sklepe.

5.1 RAZPRAVA

Dandanes primerljivost rezultatov analiz doloc¢anja somatskih celic v mleku po celem
svetu temelji na dobrem delovanju in pravilnem vodenju fluoro-opto-elektronskih
inStrumentov, pravocCasni pripravi referencnih materialov s pripisanimi vrednostmi
(referenne vrednosti) in sodelovanju rutinskih laboratorijev v medlaboratorijskih
primerjavah (MP). Poenotenega sistema za dolocitev pripisanih vrednosti ni. Samo
nekateri ponudniki upostevajo rezultate, dobljene na svojih materialih, skupaj z
rezultati, dobljenimi na materialih drugih ponudnikov, ki jih pridobijo v medsebojni
primerjavi in/ali MP (Orlandini in van den Bijgaart, 2011). Glavni namen raziskave je
bil preveriti razlicne sisteme umerjanja inStrumentov, ki temeljijo na razlicnih
dolocitvah pripisanih oz. referen¢nih vrednosti in izraCunih umeritvenih enacb. Glede na
pobudo za vpeljavo »svetovnega referencnega sistema« za umerjanje inStrumentov za
doloCanje somatskih celic v mleku nas je zanimalo, ali bi kateri od sistemov dal
natancnejSe rezultate v smislu manjsih razlik med laboratoriji glede na trenutno stanje.
V raziskavo smo vkljucili slovenske laboratorije, Ceprav gre za majhno Stevilo
laboratorijev in s tem posledi¢no inStrumentov, saj smo kljub vsemu zeleli ugotoviti,
kateri od teh sistemov bi najbolje deloval tudi v slovenskem prostoru.

5.1.1 Posnetek trenutnega stanja

V Sloveniji vseh sedem laboratorijev uporablja F-O-E inStrumente, ki delujejo na
principu pretocne citometrije, in sicer dveh razliénih proizvajalcev. Trije laboratoriji
mesecno spreminjajo nastavitve inStrumenta in sicer spreminjajo le naklon premice,
drugi trije laboratoriji uporabljajo le tovarniske nastavitve, en laboratorij pa navaja, da
inStrumenta ne umerja, isto¢asno pa ne uporablja tovarniskih nastavitev. Poenotenega
sistema tudi pri nas tako ni. Trenutno velja, da je odloCitev o naCinu umerjanja
individualna odlocitev posameznega laboratorija (Hanu$ in sod., 2011). TakSno stanje
lahko pri¢akujemo toliko Casa, dokler se ne vzpostavi referencni sistem, ki bi zagotovil
enotne in primerljive rezultate analiz, kar pa je stvar mednarodnih sporazumov in
politi¢ne volje (Baumgartner, 2008).
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5.1.2 UpoStevanje zacetnih umeritvenih enac¢b iz MP APRIL 2014 v MP
OKTOBER 2014

V Bulletin IDF 469 (2013) in standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) je navedeno, da
lahko vrednosti za SSC, dobljene s F-O-E metodo in vrednosti, dobljene z referen¢no
metodo, skupaj uporabimo za izra¢un referencnih vrednosti za umerjanje inStrumentov.
InStrumenti, ki sodelujejo pri takem izraCunu, morajo biti predhodno umerjeni s
predhodnimi vzorci za umerjanje. Za tak izraun referen¢nih vrednosti se rezultati med
referen¢no in F-O-E metodo ne smejo prevec razlikovati. Razlika med povprecjem
rezultatov referencne metode in povprecjem rezultatov F-O-E metode mora biti manjSa
od kriti¢ne razlike (angl. »Critical Difference«; CD) (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006;
Bulletin IDF 469, 2013). V nasi raziskavi smo izracun kriterijev CD izvedli po
navodilih iz dveh razli¢nih virov (Bulletin IDF 469, 2013 - CDgyjjerin; ISO 13366-2/IDF
148-2, 2006 - CDjs0), in kot tretjo moznost upostevali mejo za obnovljivost F-O-E
metode (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006 - CDg).

Izracunane razlike med povprecjem referencne metode in povprecjem F-O-E metode, z
in brez upostevanja zacetnih umeritvenih enacb, smo tako primerjali s kriti¢no razliko
(CD), izracunano na prej omenjene tri razlicne nacine. IzraCunane vrednosti kriterija
CDpyjierin SO bile praviloma manjse, se pravi bolj stroge kot vrednosti kriterija CDjso,
vrednosti kriterija CDg pa so bile priblizno dva-krat vecje od CDgyjerin 0z. CDjso
(Priloga C2). Zaradi tega so bile razlike manjse od kriterija CDp,jjenin 1€ pri treh vzorcih,
od kriterija CDyso pri petih vzorcih, od kriterija CDg pa pri osmih (z upoStevanjem
zacetnih umeritvenih enacb) oz. devetih vzorcih (brez upoStevanja zacetnih umeritvenih
enacb) od skupno devetih vzorcev (Priloga C3).

Razlike med povpre¢jem rezultatov referenéne metode in povprecjem rezultatov F-O-E
metode v MP OKTOBER 2014 so bile manjSe, ¢e zaCetnih umeritvenih enacb iz MP
APRIL 2014 nismo upostevali (Priloga C3). Zato smo, kljub zahtevam (Bulletin IDF
469, 2013; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), da morajo biti inStrumenti, ki sodelujejo v
primerjavi, iz katere se izraCunavajo nove referencne vrednosti za umerjanje, predhodno
ze umerjeni, v MP OKTOBER 2014 upostevali dejanske vrnjene rezultate laboratorijev
in jih nismo preracunavali.

5.1.3 Vrednosti umeritvenih enac¢b za razli¢ne sisteme

Za trenutno stanje (sistem T) meseCnih nastavitev inStrumentov Sestih sodelujocih
laboratorijev, so trije laboratoriji (inStrumenti Fossomatic) upostevali nastavitve za
naklon 1 in odsek na ordinati 0 (Preglednica 18). Preostali trije laboratoriji so nastavitve
prilagajali, vendar so za vrednosti za odsek na ordinati vedno imeli 0, naklon pa med
1,04 in 1,08 (inStrumenta Fossomatic) ter med 0,86 in 0,90 (inStrument Somacount).
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Podatki dveh MP organizatorja MIH Hiifner (MIH, 2014; MIH, 2015), kjer je
sodelovalo 64 (Fossomatic 58, Somacount 2, Somascope 1 in DCC 3) oz. 83
laboratorijev (Fossomatic 68, Somacount 9, Somascope 1 in DCC 2, drugo 3), kazejo
podobno sliko kot smo jo opazili v nasi raziskavi. Vsi laboratoriji, razen enega v obeh
primerjavah, so za odsek na ordinati navedli vrednost 0. Za inStrumente Fossomatic je
vecina laboratorijev (81 % oz. 73,5 %) navedla vrednost za naklon 1, 17 % oz. 19 %
laboratorijev je navedlo vrednosti za naklon med 1,01 do 1,08, en oz. pet laboratorijev
pa ni podalo vrednosti. Laboratoriji, ki so uporabljali in§trumente Somacount, v prvi
primerjavi (MIH, 2014) niso podali podatkov za naklon in odsek na ordinati, v drugi
primerjavi (MIH, 2015) pa so samo trije navedli vrednosti za naklon in sicer 1. Da se
vrednosti za naklon v praksi gibljejo blizu 1, ugotavlja tudi Orlandini (2012), saj, glede
na opravljeno anketo, 86 % od 64-ih laboratorijev prilagodi oz. umeri inStrument, ¢e ne
dosezejo vrednosti za naklon med 0,95 in 1,05. Za dovoljeno odstopanje od referencnih
vrednosti pa nekateri laboratoriji upostevajo 5 % odstopanje od referencnih vrednosti.

Iz izraCunanih vrednosti za naklon in odsek na ordinati za sisteme umerjanja A;, A,, B,
C in D ugotavljamo (Preglednica 17), da je bila za inStrumente proizvajalca FOSS
(Fossomatic) najniZja vrednost za naklon 0,9027 in najvisja 1,1481. Te vrednosti se
razlikujejo glede na zgoraj omenjene vrednosti za sistem T, kot tudi vrednosti iz MP
MIH Hiifner (MIH, 2014; MIH, 2015) in omenjene ankete (Orlandini, 2012). Za
inStrument proizvajalca Bentley (Somacount) pa je bila najnizja vrednost za naklon
0,8401 in najvisja 0,8664, kar se ne razlikuje bistveno glede na sistem T. Pri
posameznem laboratoriju vrednosti za naklon, izraCunane za posamezen sistem
umerjanja, niso variirale veliko. Tudi vrednosti za odsek na ordinati so se gibale v
relativno ozkem obmocju. Za sistem D je bila ta vrednost postavljena na nic.

Koeficienti determinacije (R’) pri izratunih umeritvenih ena¢b so bili za vse sisteme
umerjanj in za vse laboratorije ve&ji od 0,99 (Priloga D). Ce upostevamo matemati¢no
zvezo med korelacijo in regresijo (Kosmelj, 2007), je vrednost koeficienta korelacije v
tem primeru 0,995. Torej je rezultat ustrezen, saj naj bi bil koeficient korelacije pri
umerjanju inStrumentov > 0,98 (ISO 8196-2/IDF 128-2, 2009).

5.1.4 Razlike med metodami ugotavljanja osamelcev

Linsinger in sodelavci (1998) poudarjajo, da izbira metode za ugotavljanje osamelcev
vpliva predvsem na izracun standardnega odklona v MP. Podatek za standardni odklon
je pomemben tako pri ugotavljanju uspesnosti posameznega laboratorija v MP, saj se ga
npr. uposteva pri izracunu kriterija uspesnosti — z-vrednost (MUVA, 2015; DRRR,
2015), kot tudi pri ugotavljanju kvalitete vzorcev (ISO 13528, 2005). Vsi rezultati in
izraCuni za ugotavljanje osamelcev in za primerjavo metod ugotavljanja osamelcev so
prikazani v Prilogi A2, Prilogi B2 in Prilogi F.
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Pri ugotavljanju osamelcev z metodo kvartilov, smo pri vsakem testiranju zaznali
osamelce: pri prvem testu 6 od 198 podatkov (3 %), drugem 12 od 288 (4,2 %), tretjem
16 od 300 (5,3 %), cetrtem 21 od 300 (7 %), petem in Sestem po 23 od 300 (7,7 %), pri
sedmem testu pa 10 od 300 podatkov (3,3 %). Z Grubbs-ovim testom pri a = 0,05
nismo ugotovili nobenega osamelca pri nobenem testiranju. Tudi Chrominski in Tkacz
(2010) navajata, da je metoda kvartilov zelo obcutljiva, bolj kot metoda po Grubbs-u.
Ugotovila sta namre¢, da je bila metoda kvartilov pri upoStevanju 1,5 kvartilnega
razmika 100 % uspesna, saj je zaznala v obeh naborih podatkov vseh osem zmernih
osamelcev, metoda po Grubbs-u pri o = 0,05 pa je v prvem naboru podatkov zaznala
vseh osem osamelcev, v drugem naboru podatkov pa sedem. Studijo zakljuéujeta z
ugotovitvijo, da je »Hampel test« edini odkril vse osamelce. Tudi Linsinger in sodelavci
(1998) navajajo, da je »Hampel test« najbolj primerna metoda ugotavljanja osamelcev v
MP. Vendar pa metodo po Grubbs-u za ugotavljanje osamelcev uporablja vec¢ina vecjih
organizatorjev MP (Actalia Cecalait, 2015d; MUVA, 2015; DRRR, 2015; AIA, 2015c)
in je, skupaj z metodo po Cochran-u, tudi edina, s standardom (ISO 5725-2, 1994)
predpisana numeri¢na tehnika.

5.1.5 Ugotavljanje kakovosti vzorcev

5.1.5.1 Ustrezno razlivanje v podvzorce (test homogenosti)

Test homogenosti smo opravili po postopku opisanem v standardu ISO 13528 (2005), in
sicer s predlogo v programu Microsoft® Excel® »Homogeneity check according to 1SO

13528 and International Harmonized Protocol«, ki smo jo pridobili s spletne strani
http://www.iswa.uni-stuttgart.de/ch/ags/download/freeware.en.html (Koch, 2011b).

V MP OKTOBER 2014 so bili vsi vzorci ustrezno pripravljeni in razliti v podvzorce
(Priloge B3 do B11).

Vzorci v poskusu so bili prav tako ustrezno pripravljeni in razliti v podvzorce pri 1., 2.,
5. in 6. ponovitvi poskusa (Priloga G). V 3. ponovitvi poskusa smo za vzorec 1 in pri 4.
ponovitvi za vzorec 2 ugotovili neustrezno homogenost (Priloga G). V prvem primeru je
bil kriterij za ustrezno homogenost 1,335 (0,3x4,449) SSCx1000/ml, izra¢unana
vrednost pa 3,865 SSCx1000/ml. V drugem primeru pa je bil kriterij za ustrezno
homogenost 4,543 (0,3x15,144) SSCx1000/ml, izratunana vrednost pa 6,794
(SSCx1000/ml). Za ostale vzorce v 3. in 4. ponovitvi poskusa je bila ugotovljena
ustrezna homogenost (Priloga G). Vzorec 1 pri 3. ponovitvi poskusa je bil edini vzorec,
ki je bil pripravljen z meSanjem mleka dveh krav, vzorec 2 pri 4. ponovitvi pa je bilo
bazensko mleko. Glede na to, da smo tudi ostale vzorce pripravljali z meSanjem
razli¢nih osnovnih surovin in da je vzorec 2 pri 4. ponovitvi predstavljalo bazensko
mleko, vzroka za neustrezno homogenost vzorcev ne moremo pripisati izbiri surovine.
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Bolj verjetno je, da je bila nehomogenost vzorcev posledica neustrezne priprave teh
dveh vzorcev.

5.1.5.2 Ugotavljanje roka uporabe vzorcev (test stabilnosti)

Stabilnost vzorcev smo ocenjevali na osnovi ponavljajo¢ih meritev vzorcev v obdobju
sedmih dni in primerjavi povpreéij SSC s povpre¢jem SSC prvi dan meritve (¢ = 0).
Standard ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) namre¢ navaja, da se lahko vzorci,
konzervirani z bronopolom v 24-ih urah po odvzemu, hranijo pri temperaturi od 2 °C do
12 °C Se dodatnih Sest dni, torej skupaj sedem dni. Test stabilnosti smo opravili po
postopku opisanem v standardu ISO 13528 (2005). Kot kriterija ustrezne stabilnosti
smo upostevali vrednosti za ponovljivost F-O-E metode (ISO 13366-2/IDF 148-2,
2006) oziroma kriterij iz standarda ISO 13528 (2005), ki je enak kot za test
homogenosti vzorcev.

Ponovljivost predstavlja absolutno razliko med dvema neodvisnima, enkratnima
meritvama, dobljenima z isto metodo, na identicnem testnem materialu, v istem
laboratoriju, s strani iste osebe, z uporabo iste opreme, v kratkem casovnem obdobju.
Ce smo za kriterij stabilnosti oz. rok uporabe upostevali kriterij za ponovljivost za F-O-
E metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), so vsi vzorci, tako v MP OKTOBER 2014
kot tudi v poskusu (november 2014 do vkljucno april 2015), izkazovali ustrezno
stabilnost v obdobju sedmih dni (Priloge B12 in G).

Pri upostevanju kriterija za stabilnost po standardu ISO 13528 (2005), pa so rezultati
kar v 18 primerih od skupno 39 vzorcev (MP OKTOBER 2014 in poskus skupaj)
pokazali nestabilnost (Priloge B12 in G). Neustrezno stabilnost posameznih vzorcev
smo ugotovili tako v MP OKTOBER 2014 kot tudi v vseh ponovitvah poskusa. Stevilo
neustreznih vzorcev v MP OKTOBER 2014 in posamezni ponovitvi poskusa se je
gibalo med 2 in 3, izstopala pa je 6. ponovitev poskusa, kjer so bili neustrezni kar 4
vzorci od skupno 5 vzorcev (Preglednica 19).

Od skupno 18 nestabilnih vzorcev je bil le 2. vzorec v 3. ponovitvi poskusa neustrezen
pri vseh meritvah v obdobju sedmih dni (Priloga G37). Stevilo vzorcev, ki so sedmi dan
izkazali stabilnost, kateri koli drugi dan prej pa ne, je bilo kar 6, medtem ko sta bila
samo 2 vzorca nestabilna izklju¢no sedmi dan.

Vzorci, ki so kateri koli dan meritve v obdobju sedmih dni izkazovali nestabilnost, so
bili pripravljeni tako iz bazenskega mleka kot z meSanjem mleka posameznih krav in
bazenskega mleka oz. posnetega bazenskega mleka. Zanimivo je, da kriteriju za
stabilnost ni ustrezal noben vzorec, pripravljen izklju¢no iz bazenskega mleka, kar bi,
glede na homogenost surovine, pri¢akovali. Zanimivo je tudi, da so bili vzorci, ki jim je
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bila dodana smetana, tako zadovoljivo homogeni kot stabilni. Oba nehomogena vzorca
(vzorec 1 / 3. ponovitev poskusa in vzorec 2 / 4. ponovitev poskusa) sta bila med sedem
dnevnim shranjevanjem tudi nestabilna, kar je razumljivo Ze z vidika nehomogenosti.

V vecini primerov (14 od 18), kjer je bila kateri koli dan testiranja ugotovljena
neustrezna stabilnost, so bili to vzorci s SSC < 300.000 celic/ml. Za vzorce z zelo
nizkim SSC (< 40.000 celic/ml) je bil kriterij za ustrezno stabilnost vzorcev glede na
standard ISO 13528 (2005) 900 celic/ml, pri vzorcih s SSC med 110.000 celic/ml in
300.000 celic/ml pa so bili kriterij med 1.300 celic/ml in 6.400 celic/ml. Ob upoStevanju
mej za ponovljivost, ki so odvisne od ravni SSC (pri 300.000 celic/ml je dovoljena
razlika med dvema rezultatoma 42.000 celic/ml), predvsem pa mej za obnovljivost F-O-
E metode (pri 300.000 celic/ml je dovoljena razlika med dvema rezultatoma 67.000
celic/ml), ter omejitev pri zagotavljanju homogenosti vzorcev menimo, da so ti kriteriji
prestrogi. Poudariti je namre¢ potrebno, da so med sedem dnevnim hranjenjem vzorcev
dologene vrednosti za SSC nihale enkrat navzgor, drugi¢ navzdol. Po sedem dnevnem
shranjevanju vseh 39 vzorcev, konzerviranih z bronopolom, smo pri 18-ih vzorcih
dolo¢ili vegje, pri 21-ih pa manj$e vrednosti SSC od izhodi$énih (¢ = 0). Pri vzorcih s
SSC <300.000 celic/ml so bile na primer vrednosti za SSC sedmi dan pri sedmih
vzorcih manjsSe od izhodiS¢nih in pri sedmih vzorcih vecje kot prvi dan (¢ = 0). Podobne
rezultate navajajo tudi drugi viri (Barbano in sod., 2011; Erdem in sod., 2012; Bulletin
IDF 466, 2013). Ce za test stabilnosti (kriterij po ISO 13528, 2005) upostevamo samo
meritve, izvedene sedmi dan po pripravi vzorcev, torej zadnji dan roka uporabnosti, je
bilo od skupno 39 vzorcev neustreznih 12 vzorcev.

Ugotavljali smo tudi stabilnost dveh vzorcev, ki smo ju takoj po pripravi zamrznili in
hranili pri -20 °C (Priloga G38). Oba vzorca sta bila ustrezno pripravljena, kar smo
potrdili s testom homogenosti. Vzorca smo odtajali 22., 31. in 45. dan po pripravi in
analizirali. Pri vzorcu 1 smo pri prvem merjenju (¢ = ) doloc¢ili 153.100 celic/ml, 22.
dan 155.200 celic/ml, 31. dan 156.800 celic/ml in 45. dan 163.000 celic/ml. Analize so
pri vsakem merjenju pokazale veéje vrednosti SSC. Tudi povpre¢ne vrednosti SSC za 2.
vzorec (¢t = 0; 465.100 celic/ml) so od prve do zadnje kontrole nekoliko narascale.
Povpreéna vrednost za SSC, ki smo jo izmerili v vzorcu, odtajanem 45. dan, je bila
474.700 celic/ml. Vzorec 1 je kriteriju (razlika <2.700 celic/ml) za stabilnost (ISO
13528, 2005) ustrezal 22. dan, vzorec 2 (razlika <4.900 celic/ml) pa 31. dan. Oba
vzorca sta tako 22., 31. kot 45. dan ustrezala kriterijem za ponovljivost F-O-E metode
(13366-2/IDF 148-2, 2006). Narai¢anje vrednosti SSC med hranjenjem zamrznjenih
vzorcev, kar smo opazili v nasem poskusu, je v nasprotju z mnogimi objavami
(Barkema in sod., 1997; Malinowski in sod., 2008; Erdem in sod., 2012; Marzo in
Barbano, 2013), ki navajajo, da se pri zamrznjenih vzorcih vrednost za SSC zniza,
najverjetneje zaradi poskodb somatskih celic (kristali ledu) (Schukken in sod., 1989), ki
nastanejo kot posledica neprimernega nacina zamrzovanja in tajanja vzorcev
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(Malinowski in sod., 2008; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Standard ISO 13366-2/IDF
148-2 (2006) pa celo navaja, da zamrzovanje vzorcev za dolo¢anje SSC ni zaZeleno, saj

je lahko dologeno oz. izmerjeno SSC kar za 10 % do 20 % manj$e od izhodii&nih
vrednosti SSC.

Dolocitev manjSega Stevila somatskih celic v mleku po hranjenju vzorcev je lahko torej
posledica mehanskih poskodb somatskih celic. Ena od moznih razlag dolocitve vecjega
SSC je, da pride po poskodbah somatskih celic med zamrzovanjem do zdruZevanja
citoplazemskih delcev, ki vsebujejo DNK, s kazeinskimi micelami, ki jih nato
inStrument zazna oz. presteje kot somatske celice, kar navajajo Hill in sodelavci (1982).

Lahko zaklju¢imo, da je na rezultate stabilnosti vzorcev v veliki meri vplivala
ponovljivost F-O-E metode. Dovoljena odstopanja za ponovljivost so namre¢ vecja kot
so predpisani kriteriji za ugotavljanje tako homogenosti kot stabilnosti (ISO 13528,
2005). Kot primer lahko prikazemo vrednosti za vzorec 2 v 6. ponovitvi poskusa
(Priloga G36). Zagetno povpreéno SSC (¢ = 0) je bilo 295.300 celic/ml, izraunana
vrednost kriterija za stabilnost pa 6.400 celic/ml. Standard ISO 13366-2/IDF 148-2
(2006) za raven SSC okrog 300.000 celic/ml predpisuje mejo za ponovljivost 42.000
celic/ml. Pri tem vzorcu smo sedmi dan dolo¢ili najmanj$e povpreéje SSC in sicer
288.000 celic/ml. Razlika med povpre¢jema meritev na zacetku in sedmi dan je bila
tako 7.300 celic/ml in kriteriju stabilnosti ni ve¢ ustrezala. Razlika 7.300 celic/ml
predstavlja le priblizno 2,5 % od povpre&ja SSC prvi dan. Podoben primer je 5. vzorec v
3. ponovitvi poskusa, pri katerem smo na koncu shranjevanja dolocili vec¢je povprecje
SSC od izhodisénega (Priloga G18). Zagetno povpreéno SSC (¢ = 0) je bilo 1.374.300
celic/ml, izracunana vrednost kriterija za stabilnost pa 39.400 celic/ml. Standard ISO
13366-2/IDF 148-2 (2006) za raven SSC okrog 1.500.000 celic/ml predpisuje mejo za
ponovljivost 126.000 celic/ml. Pri tem vzorcu smo sedmi dan dolocili 1.436.000
celic/ml. Razlika med povpre¢jema meritev na zacetku in sedmi dan je bila tako 61.700
celic/ml in kriteriju stabilnosti ni ve¢ ustrezala, predstavljala pa je priblizno 4,5 % od
povpreéja SSC prvi dan.

Glede na to, da so se vse vrednosti pri vseh vzorcih v obdobju meritev sedmih dni
gibale znotraj dovoljenih vrednosti za ponovljivost F-O-E metode (ISO 13366-2/IDF
148-2, 2006) ugotavljamo, da je bila stabilnost vzorcev surovega mleka, konzerviranega
z bronopolom (1 tabletka / 40 ml mleka), namenjenih umerjanju inStrumentov za
dolo¢anje SSC, ustrezna vsaj sedem dni.
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5.1.6 Primerjava sistemov umerjanja

V prvi ponovitvi poskusa smo pri pregledu vrnjenih rezultatov ugotovili kar nekaj
napak pri podajanju oz. prepisu rezultatov analiz, en laboratorij pa je zaradi okvare
inStrumenta meritve opravil tri dni po preteku roka uporabnosti vzorcev. Zato smo
celotno prvo ponovitev poskusa izkljucili iz analize in ponovno zaprosili laboratorije, da
upostevajo in natan¢no sledijo protokolu izvedbe.

Vsi v poskus vklju€eni laboratoriji, so pri ostalih ponovitvah poskusa (od 2 do 6)
opravili analize vzorcev znotraj predvidenega roka uporabe vzorcev, to je sedem dni.

Pri vseh ponovitvah poskusa smo ugotovili ve€jo razprSenost oz. variabilnost pri
vzorcih z ve¢jim Stevilom somatskih celic. To je pri¢akovano, saj so tudi mejne
vrednosti za ponovljivost in obnovljivost veéje pri ve&ji ravni SSC (ISO 13366-1/IDF
148-1, 2008; ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006).

Pri primerjavi sistemov umerjanj, na podlagi koeficientov variacije (KV%), so bili
sistemi Aj, A, B in C med seboj zelo podobni, odstopala pa sta sistema T in D
(Preglednica 25). Vrednosti KV% za sisteme A;, Ay, B in C so se gibale med 2,0
(vzorec 5 v 6. ponovitvi) in 8,0 (vzorec 5 v 3. ponovitvi). Pri sistemih A;, A, B in C so
bile razlike med KV% zanemarljive in sicer najve¢ 0,2. Pri sistemu D so se KV% gibali
med 2,0 in 10,3, pri sistemu T pa med 2,2 in 7,3.

Pri ponovitvah 2 do 5 so bili KV% pri ve€ini vzorcev (14 od 18 vzorcev) pri sistemu T
najmanjsi (Preglednica 25), pri vzorcih, kjer pa so bili KV% vegji, pa je bila razlika v
KV% v primerjavi z ostalimi sistemi (brez D) relativno majhna (najve¢ 1,6; 4.
vzorec/ponovitev 3). Obratno velja za sistem D, saj je bil pri ve€ini vzorcev (13 od 18
vzorcev) KV% najvecji, Se posebno je to bilo opazno pri vzorcih z <400.000 celic/ml.
Sistem D je enake zakonitosti kazal tudi pri 6. ponovitvi, medtem ko se je sistem T pri
6. ponovitvi od ostalih sistemov (razen D) razlikoval kar pri §tirih vzorcih (vzorci 1, 2, 3
in 5). Pri slednjih dveh sta bila koeficienta variacije zelo velika glede na ostale sisteme
(Slika 16, Preglednica 24). Pri vzorcu 4, ki je tudi edini izkazoval ustrezno stabilnost
(Priloga G36), je bil KV% najmanjsi.

Kljub dejstvu, da smo v vsaki ponovitvi poskusa ugotovili neustrezno stabilnost vsaj
enega vzorca, nestabilnost vzorcev, razen v posameznih primerih, ni vplivala na razlike
med laboratoriji, kar je pokazala primerjava koeficientov variacije med sistemom T in
ostalimi sistemi, brez sistema D. Od dvanajstih vzorcev (2. do 6. ponovitev, brez obeh
neustrezno homogenih vzorcev), pri katerih smo ugotovili neustrezno stabilnost, je bil
pri Sestih vzorcih (ponovitev/vzorec: 2/1, 2/4, 3/2, 3/5, 4/1 in 5/2) KV% za sistem T
manj$i od ostalih sistemov, pri Sestih pa vecji (ponovitev/vzorec: 5/1, 5/3, 6/1, 6/2, 6/3
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in 6/5). Od slednjih so bile pri Stirih vzorcih (5/1, 5/3, 6/1 in 6/2) razlike med KV%
sistema T in ostalih sistemov relativno majhne (med 0,6 in 1,3 - Slika 14 in 16), pri
ostalih dveh vzorcih (6/3 in 6/5) pa opazno vecje (med 3,4 in 4,4; enkrat oz. dvakrat
vecji KV% pri sistemu T kot pri ostalih - Slika 16). Obratno pa smo npr. opazili pri
vzorcu 4 v 3. ponovitvi, kjer je bil KV% pri sistemu T najvecji (Preglednica 21, Slika
10), vendar pa je ta vzorec vseh sedem dni izkazoval ustrezno stabilnost (Priloga G18).

Pri primerjavi povpredij SSC pri posameznih vzorcih v celotnem poskusu (Preglednice
20 do 24), smo z izraunom po sistemu B najveckrat dobili najmanjse povprecje (pri 18
od 23 vzorcev), z izraCunom po sistemu A; pa pri vseh vzorcih (pri 23 od 23 vzorcev)
najvedje povpredje. Vrednosti povpreéij SSC sistema A, so bile ve&je za 3,3 % do 5,6 %
glede na povprecja sistema B (primerjava na 18 od 23 vzorcev). V MP OKTOBER
2014 sta sodelovala dva laboratorija z referencno metodo (ISO 13366-1/IDF 148-1,
2008) in devet s F-O-E metodo (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Povprecje rezultatov
dobljenih z referencno metodo je bilo pri vseh vzorcih, razen pri prvem, vecje od
povprecja rezultatov dobljenih s F-O-E metodo. Za izraun referencnih vrednosti pri
sistemu A, (tehtana sredina) smo upostevali faktor oz. utez 0,5 za referencno metodo,
zato so bile referenéne vrednosti vedje. Vedji rezultati SSC, dobljeni z umerjanjem po
sistemu A, so bili torej posledica nacina dolocitve referen¢nih vrednosti za izracun
umeritvenih enacb.

Glede na postavljeni hipotezi, da bodo sistemi umerjanja A;, A, B, C in D dali
natancnejSe rezultate od trenutnega stanja T oz. da bo sistem umerjanja C dal
natancnejSe rezultate od sistemov A;, A, B in D, lahko povzamemo naslednji dve
ugotovitvi:

e pri primerjavi vseh sistemov skupaj smo najnizjo vrednost za koeficient
variacije najveckrat, in sicer pri 15 od 23 vzorcev (Preglednica 25), dobili pri
sistemu T;

e pri primerjavi sistemov umerjanja brez sistema T, so bili sistemi med seboj
primerljivi, malenkostno je odstopal le sistem D. Koeficienti variacije so bili
dostikrat enaki (pri 15 od 23 vzorcev) oz. so se zelo malo razlikovali. Najman;jsi
koeficient variacije smo dobili pri najve¢jem Stevilu vzorcev z umerjanjem po
sistemu A (19 od 23 vzorcev), sledili pa so mu sistemi C (15 od 23), A; (13 od
23), B (10 od 23) in D (5 od 23) (Preglednica 26).

Pri sistemu D so bili koeficienti variacije opazno vecji, glede na ostale sisteme, pri
vrednostih za SSC pod 400.000 celic/ml (Slike 8, 10, 12, 14 in 16; KV% od 4,1 do
10,3). Glede na dejstvo, da so bile referencne vrednosti sistema D enake kot pri sistemu
Aj, je tako nacin dolocCitve vrednosti za odsek na ordinati, ki je bil pri sistemu D
postavljen na 0, vplival na vecjo variabilnost med laboratoriji (ve¢je vrednosti za
KV%). To morda kaze na dejstvo, da umerjanje inStrumentov samo s korekcijo naklona,
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kot to navajajo razli¢ni viri (MIH, 2014; MIH, 2015; Orlandini, 2012), v tem merilnem
obmocju ni najbolj primerno, ampak je potrebno upostevati tudi vrednost odseka na
ordinati. V porocilih MP organizator Actalia Cecalait (2013, 2014, 2015d) podaja
predlagane umeritvene enacbe z obema parametroma, naklonom in odsekom na
ordinati.

Ce izvzamemo sistema T in D ugotavljamo, da so imeli koeficienti variacije trend
padanja od 2. do 6. ponovitve poskusa. Sprememba je najbolj opazna od 4. ponovitve
poskusa dalje. Kot namiguje trend padanja KV%, bi se lahko variabilnost med
laboratoriji, ne glede na izbran sistem umerjanja (brez D in T), s ¢asom (mesecem)
zmanjSevala. Seveda pa je priporo€ljivo izvajati preverjanje umerjanja 0z. umerjanje
inStrumentov mesecno (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006; Orlandini, 2012).

Izvedli smo tudi primerjavo sistemov po izloCitvi vseh vzorcev, ki niso zadostili
koeficientom variacije je bil pri primerjavi vseh sistemov ponovno najvecji pri sistemu
T (9 od 11 vzorcev). Pri primerjavi sistemov umerjanja brez sistema T pa je bil delez

env e

Na podlagi omenjenih ugotovitev obe hipotezi zavrnemo.
5.1.7 Aplikacija sistemov umerjanja na primeru »Master instrument«-a

Glede na predlagano shemo »referencnega sistema« bi, za prenos referencnih vrednosti
preko vzorcev SRM na lokalne nivoje, lahko skrbeli dolo¢eni nacionalni laboratoriji oz.
tako imenovani »Master instrument«-i. »Master instrument« bi bil umerjen v
wsvetovnem referenénem sistemu«, vrednosti SSC za vzorce SRM, dobljene z
meritvami s tem inStrumentom, pa bi sluzile kot referencne vrednosti za lokalne
laboratorije, ki bi na ta nacin lahko umerjali inStrumente ter bili primerljivi na »svetovni
ravni«.

Institut za mlekarstvo in probiotike (IML-PRO), Biotehniska fakulteta, Univerza v
Ljubljani, Ze vrsto let sodeluje v mednarodnih MP za doloCanje Stevila somatskih celic
v mleku. Tudi sam organizira MP in je hkrati ponudnik sekundarnih referen¢nih
materialov (SRM). Zeleli smo preveriti, ali bi bile meritve SSC z izbranim »Master
instrument«-om (IML-PRO), ki bi bil umerjen na preskusane sisteme umerjanja (A;, Aa,
B in D), v mednarodnih MP bolj to¢ne v smislu manjsih razlik med rezultati
inStrumenta in referenénimi vrednostmi, kot pri trenutnem sistemu T. Meritve z
inStrumentom smo preracunali na nove vrednosti glede na umeritvene ena¢be omenjenih
sistemov in rezultate primerjali z referencnimi vrednostmi iz MP. Za primerjavo smo
izbrali dve MP organizatorja MIH Hiifner iz Nemc¢ije (MIH, 2014; MIH, 2015).
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Vrednosti za SSC so pri sistemu T, od referen¢nih vrednosti iz MP v obeh primerjavah,
v povpredju odstopale le za 1 % (101 % dosezene vrednosti za SSC glede na referenéne
vrednosti) (Priloga I). Razlike med referen¢nimi vrednostmi in izra¢unanimi vrednostmi
za SSC, glede na posamezne sisteme umerjanj, pa bi bile veéje in sicer bi vrednosti SSC
pri sistemu A; odstopale za 4 %, pri Ay za 7%, pri B za 2% in pri D za 4%
(A1=104 %, A,=107 %, B=102 % in D=104 % doseZene vrednosti za SscC glede na
referen¢ne vrednosti) (Priloga I). Edino sistem B bi torej dal podobno povprecno
odstopanje, vendar bi bilo odstopanje pri vi§jem SSC (okrog 600.000 celic/ml), zaradi
upostevanja ve¢jega naklona (1,0202), tudi vedje. Odstopanja pri vijih vrednostih SSC
bi bila tudi pri ostalih sistemih iz istega razloga vecja. Glede na podatek (Orlandini,
2012), da laboratoriji za dovoljeno povpre¢no odstopanje od referen¢nih vrednosti
uporabljajo vrednost 5 %, pa edino sistem A, v tem primeru ne bi bil ustrezen, za
katerega pa smo Ze prej omenili, da daje med vsemi sistemi najvecje vrednosti za SSC.
Pri sistemu A, je bila variabilnost med laboratoriji majhna (dobra natan¢nost; najveckrat
najmanj$i KV%, ¢e ne upostevamo sistema T), vendar pa rezultati, glede na primerjavo
z omenjenima MP (MIH, 2014; MIH, 2015), ne bi bili dovolj tocni. Vecja odstopanja
vrednosti, izraCunanih po sistemih A;, A, B in D, so najverjetneje posledica dejstva, da
vecina sodelujoc¢ih laboratorijev v omenjenih MP ne umerja inStrumentov. RealnejSo
oceno primernosti preskuSanih sistemov umerjanja pa bomo lahko dobili, ko bo
»svetovni referencni sistem« umerjanj sprejet in vpeljan in bodo vsi sodelujoci
laboratoriji upostevali navodila za umerjanje.

5.2 SKLEPI
Glede na dobljene rezultate in ugotovitve lahko podamo sledece sklepe.

Metoda kvartilov za ugotavljanje osamelcev je bolj stroga, saj smo ugotovili ve¢
osamelcev kot pa z metodo po Grubbs-u pri a = 0,05. Prednost metode po Grubbs-u je,
da uposteva doloCeno stopnjo znacilnosti (&), poleg tega je metoda po Grubbs-u
predpisana tudi s standardi.

Navodila (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006; Bulletin IDF 469, 2013), da morajo biti
inStrumenti, ki sodelujejo v MP, iz katere se izracunavajo nove referencne vrednosti za
umerjanje, predhodno umerjeni, v naSem primeru nismo upostevali. Ugotovili smo
namrec, da so bile razlike med povprecjem rezultatov referenéne metode in povprecjem
rezultatov F-O-E metode v MP OKTOBER 2014 manjse, ¢e zac¢etnih umeritvenih enacb
iz MP APRIL 2014 (pred-umerjanje) nismo upostevali.

Variabilnost med laboratoriji je bila najveckrat najmanjsa pri sistemu umerjanja T, ki je

predstavljal trenutne (mesecne) nastavitve naklonov umeritvenih krivulj za inStrumente
sodelujocih laboratorijev.
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Najbolj variabilne oz. najmanj natanc¢ne rezultate smo ugotovili pri sistemu D, pri
katerem smo kot referen¢ne vrednosti upostevali povprecja iz MP, pri umeritvenih
enacbah pa smo dolocili vrednost odseka na ordinati ni¢ (a = 0). Sistemi A;, Ay, Bin C
so se med seboj malo razlikovali. Pri primerjavi sistemov brez sistema T pa je bila
variabilnost med laboratoriji najmanjsa pri sistemu A,.

Hipotezo 1, da bodo sistemi umerjanja A, A,, B, C in D dali natan¢nejSe rezultate od
trenutnega stanja T, zavrnemo.

Hipotezo 2, da bo sistem umerjanja C dal natan¢nejSe rezultate od sistemov Aj, A, B in
D, zavrnemo.

Trenutno najboljsa izbira je sistem T, saj smo na primeru »Master instrument«-a
potrdili, da bi v medlaboratorijskih primerjavah (MIH, 2014; MIH, 2015) s sistemom T,
dosegli najmanjSe razlike od referencnih vrednosti, torej najboljSe oz. najbolj tocne
rezultate.
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6 POVZETEK
6.1 POVZETEK

Stevilo somatskih celic (SSC) v mleku sluzi kot kazalnik zdravstvenega stanja mle¢nih
zlez molznic. Somatske celice v mleku vkljucujejo razli¢ne tipe belih krvnih celic in
nekaj epitelnih celic. Pove¢ano SSC je primarni kazalnik vnetja mle¢ne Zleze, vrstna
sestava teh celic in njihova koncentracija (Stevilo) pa se med vnetjem mocno
spreminjata (Orlandini in van den Bijgaart, 2011; Bulletin IDF 448, 2011). Ugotavljanje
SSC je pomembno tudi z vidika higiene (Regulation (EC) No 853/2004) in pladevanja
mleka, saj je podatek o SSC eden izmed parametrov kakovosti mleka.

Stevilo somatskih celic v mleku se najpogosteje dolo¢a s fluoro-opto-elektronskimi (F-
O-E) inStrumenti, princip metode pa opisuje standard ISO 13366-2/IDF 148-2. Ti
inStrumenti morajo biti to¢no nastavljeni oz. umerjeni glede na uradno referencno
metodo (Commission Regulation (EC) No 1664/2006), to je mikroskopsko Stetje, ki je
opisano v standardu ISO 13366-1/IDF 148-1. Ker certificiranega referencnega materiala
(CRM), ki bi ga lahko uporabili kot »zlati standard« (angl. »golden standard«) za
umerjanje ni (Baumgartner, 2008), si laboratoriji za umerjanje sami i$¢ejo resitve, kako
priti do referencnega materiala in referen¢nih vrednosti. Umerjanje inStrumentov
izvajajo laboratoriji z lokalnimi referen¢nimi materiali, ki jih okarakterizira eden ali pa
omejeno Stevilo lokalnih laboratorijev. Dodatno tezavo predstavlja tudi ustrezna izvedba
referen¢ne metode, saj je odvisna od natancnega dela oz. ocene posameznega analitika
in pomeni tveganje subjektivne napake, je izredno zamudna in zahteva dobro
usposobljene ljudi. NasStete pomanjkljivosti referencne metode se kazejo predvsem v
slabi primerljivosti rezultatov v MP in slabi ponovljivosti rezultatov v posameznem
laboratoriju oz. pri posameznem analitiku. Poleg tega se referen¢ni materiali razlikujejo
tudi po tipu celic in matriksu. Omenjene pomanjkljivosti kli¢ejo po razvoju boljSega
sistema za umerjanje inStrumentov za Stetje somatskih celic v mleku.

V Sloveniji trenutno deluje sedem laboratorijev, ki opravljajo rutinske oz.
inStrumentalne analize za ugotavljanje Stevila somatskih celic v mleku, in en laboratorij,
ki izvaja referen¢no metodo, nimamo pa vpeljanega sistema umerjanja inStrumentov.
Zato smo se odlocili, da prou¢imo nacine, ki bi bili primerni za drzave z relativno
majhnim Stevilom laboratorijev in vzorcev, kot je nasa. Ker je projektna skupina, ki sta
jo imenovali IDF in ICAR Ze podala (Bulletin IDF 469, 2013) osnovne zahteve in
postopke, kako naj bi sistem deloval, je bil namen tega dela, da na osnovi novih
priporocil in smernic oblikujemo mozne modele sistema umerjanja in jih preizkusimo
na primeru uvedbe takega sistema v na$ prostor.

103



Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

Ker morajo biti inStrumenti, ki sodelujejo v MP, iz katere se izraCunajo referencne
vrednosti za naknadno umerjanje, predhodno umerjeni (Bulletin IDF 469, 2013), smo v
mesecu aprilu 2014 izvedli MP APRIL 2014, iz katere smo pridobili zacetne umeritvene
enacbe, ki naj bi jih nato upostevali pri izracunih umeritvenih enacb v MP OKTOBER
2014. Ker so bile razlike med povpre¢jem rezultatov referencne metode in povprecjem
rezultatov F-O-E metode v MP OKTOBER 2014 manjSe, ¢e zacetnih umeritvenih enacb
iz MP APRIL 2014 nismo upostevali, smo v MP OKTOBER 2014 upostevali dejanske
vrnjene rezultate laboratorijev in jih nismo preracunavali.

V MP OKTOBER 2014 smo pripravili devet vzorcev mleka. Vsak vzorec smo razlili v
podvzorce in jih v okviru mednarodne MP, ki jo je organiziral IML-PRO, poslali
enajstim laboratorijem. Laboratoriji so te podvzorce analizirali (dva laboratorija z
referen¢no metodo, devet s F-O-E metodo) in nam vrnili podatke in sicer za vsak
podvzorec po dve meritvi. Vrnjene podatke meritev smo testirali na prisotnost
osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05).

Preizkusili smo pet sistemov (oznadili smo jih z A;, A, B, C in D) umerjanja
inStrumentov, ki se razlikujejo glede na nacin dolocanja referencnih vrednosti oz.
nacinu izraCuna umeritvene enacbe, in jih primerjali s trenutnim stanjem (T). Nacini
umerjanja inStrumentov Aj, A, in B so se razlikovali med seboj po postopku izracuna
referenénih vrednosti iz rezultatov MP. Pri nadinu A; so referen¢ne vrednosti
predstavljala povpre¢ja vseh sodelujocih laboratorijev (Bulletin IDF 469, 2013), pri
nacinu A, smo referen¢ne vrednosti izracunali podobno kot pri sistemu A, vendar smo
za utez referenne metode upostevali vrednost 0,5 (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006), pri
nacinu B pa so referen¢ne vrednosti predstavljala »robustna« povprecja (ISO 13528,
2005). Pri na¢inu C so referencne vrednosti oz. vrednosti za umerjanje predstavljale
meritve izbranega inStrumenta (t.i. »Master instrument«), vklju¢enega v mednarodno
kontrolo. Pri nacinu umerjanja D so bile referen¢ne vrednosti iste kot pri nacinu Aj,
vendar smo kasneje za izracun umeritvene enacbe predpostavili, da je vrednost za odsek
na ordinati enak ni¢ (a = 0). Trenutno stanje (T) je vklju¢evalo sprotne (mesecne)
nastavitve (umerjanja) inStrumentov posameznih laboratorijev ali pa tovarniSke
nastavitve pri tistih laboratorijih, ki lastnih nastavitev inStrumentov niso izvajali.

V primerjavo sistemov umerjanja (A;, Ay, B, C, D in T) je bilo vkljucenih 6
laboratorijev. Stevilo somatskih celic smo dolo¢ali s F-O-E metodo z initrumenti dveh
razli¢nih proizvajalcev. Poskus smo ponovili 6-krat in sicer enkrat mese¢no. Za vsako
ponovitev poskusa smo pripravili po pet kontrolnih vzorcev z razliénim Stevilom
somatskih celic. Vzorce smo razlili v podvzorce in jih poSiljali Sestim slovenskim
laboratorijem. Laboratoriji so pri vsaki ponovitvi poskusa vrnili podatke S (meritve na
inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0) in podatke za sistem T
(meritve na inStrumentih z mese¢nimi nastavitvami za naklon in odsek na ordinati).
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Vrnjene podatke meritev smo testirali na prisotnost osamelcev z metodo po Grubbs-u
(o = 0,05). Na osnovi podatkov S in umeritvenih enacb posameznega laboratorija, smo
za sisteme Aj, A, B, C in D izracunali nove vrednosti. Povpre¢ja novih izracunanih
vrednosti so predstavljala podatke sistemov A, A,, B, C in D.

Statisticno analizo smo izvedli za vsako ponovitev poskusa posebej. Primerjava
sistemov je temeljila na primerjavi koeficientov variacije (KV%). Sistemi A;, Az, B in
C so bili med seboj zelo podobni, odstopala pa sta sistema T in D. Vrednosti KV% za
sisteme Aj, Ay, B in C so se gibale med 2,0 in 8,0. Pri sistemih A;, A, B in C so bile
razlike med KV% zanemarljive in sicer najve¢ 0,2. Pri sistemu D so se KV% gibali med
2,0 in 10,3, pri sistemu T pa med 2,2 in 7,3. Ce smo primerjali vse sisteme skupaj, je
imel sistem T najveckrat najnizjo vrednost za koeficient variacije in sicer pri 15 od 23
vzorcev. Ko smo primerjali sisteme umerjanja brez sistema T smo ugotovili, da je imel
najveckrat najman;jsi koeficient variacije sistem A; (19 od 23 vzorcev), sledili so mu
sistemi C (15 od 23), A; (13 od 23), B (10 od 23) in D (5 od 23).

Zeleli smo tudi preveriti, ali bi bile meritve SSC z izbranim »Master instrument«-om, ki
bi bil umerjen na preskusane sisteme umerjanja (A;, A, B in D), v mednarodnih MP
bolj tocne v smislu manjsih razlik med rezultati inStrumenta in referen¢nimi vrednostmi,
kot pri trenutnem sistemu T. Meritve, dobljene z izbranim inStrumentom, smo
preracunali na nove vrednosti glede na umeritvene enacbe omenjenih sistemov in
rezultate primerjali z referencnimi vrednostmi iz MP. Za primerjavo smo izbrali dve
medlaboratorijski primerjavi organizatorja MIH Hiifner iz Nemcije (MIH, 2014;
MIH, 2015). Vrednosti za SSC so pri sistemu T od referenénih vrednosti iz MP v obeh
primerjavah v povprecju odstopale le za 1 %, razlike med referenénimi vrednostmi in
izradunanimi vrednostmi za SSC glede na posamezne sisteme umerjanj, pa bi bile vegje
in sicer bi vrednosti SSC pri sistemu A; odstopale za 4 %, pri Ay za 7 %, pri B za 2 % in
pri D za 4 %.

Na podlagi zbranih rezultatov smo obe postavljeni hipotezi zavrnili ter hkrati ugotovili,
da je obstojece stanje (sistem T) trenutno najboljsa izbira.

6.2 SUMMARY

Somatic cell count (SCC) in milk serves as an indicator of health status of mammary
gland. Somatic cells in milk include various types of white blood cells and some
epithelial cells. The cellular composition and the concentration (number) of cells change
dramatically during periods of inflammation (Orlandini and van den Bijgaart, 2011;
Bulletin IDF 448, 2011). Determination of the SCC is also important in terms of
hygiene (Regulation (EC) No 853/2004) and the payment scheme, because SCC in milk
is one of the quality parameters of milk.
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The number of somatic cells in milk is most often determined by the fluoro-opto-
electronic (F-O-E) instruments/counters, the method based on this principle is described
in standard ISO 13366-2 / IDF 148-2. These instruments/counters must be calibrated
according to the official reference method (Commission Regulation (EC) No
1664/2006) - direct microscopic somatic cell counting (DMSCC) described in ISO
13366-1/IDF 148-1. There is no certified reference material (CRM), which could be
used as a "golden standard" for calibration of instruments (Baumgartner, 2008).
Laboratories are trying to find different ways to get reference materials and also trying
different ways to establish reference values on their own. Calibrations are performed by
laboratories with “local” reference materials which are characterized by one or a limited
number of local laboratories. Another problem is appropriate implementation of the
reference method — the most limiting factors are precise estimation of the analyst (risk
of subjective errors), it is extremely time consuming and requires well-trained people.
Limitations of the reference method are mainly reflected as a poor repeatability and
reproducibility. Additionally, the reference materials also differ in the type of cells and
matrix. These weaknesses call for the development of a better system for the calibration
of instruments for counting of somatic cells in milk (Baumgartner, 2008).

Currently seven laboratories perform routine (F-O-E) method and one laboratory
performs reference method for enumeration of somatic cells in milk in Slovenia, but
there is no system for calibration of the instruments. Therefore, we decided to examine
different ways that would be appropriate for a country with a relatively small number of
laboratories and samples. The IDF (International Dairy Federation) and ICAR
(International Committee for Animal Recording) has already published (Bulletin IDF
469, 2013) basic requirements and procedures for reference materials for the calibration
of automated somatic cell counters. On the basis of new recommendations and
guidelines it was intention of this work to find out appropriate model of calibration for
our country.

The instruments involved in the interlaboratory comparison from which are calculated
reference values, should be accurately/properly calibrated (Bulletin IDF 469, 2013). In
April 2014 we carried out interlaboratory comparison (MP APRIL 2014), from which
we obtain an initial calibration equations which should then be taken into account in the
calculation of calibration equations in interlaboratory comparison MP OCTOBER 2014.
Since the differences between the average results of the reference method and the
average of the results of F-O-E method in interlaboratory comparison OCTOBER 2014
were smaller if the initial calibration equations from interlaboratory comparison APRIL
2014 were not considered, we take into account the actual results in interlaboratory
comparison OCTOBER 2014.
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We prepared nine milk samples in interlaboratory comparison OCTOBER 2014. Each
sample was divided into subsamples and sent to eleven laboratories. Laboratories (two
laboratories performed the reference method and nine F-O-E method) returned data for
each sample (two measurements). Returned data were tested for the presence of outliers
according to Grubbs method (a = 0.05).

We have tested five calibration systems (A, A, B, C and D), which vary depending on
the determination of the reference values, and the method of calculating the calibration
equations. These five calibration systems were compared to the current situation (T).
Calibration systems A;, A, and B differed in the procedure of calculating reference
values from the results of interlaboratory comparison (MP OCTOBER 2014). Reference
values of system A; represented the averages of all participating laboratories (Bulletin
IDF 469, 2013), the reference values of the system A, were calculated similarly to the
system Aj, but we take into account the weight of the reference method (k.,) value of
0.5 (ISO 13366-2/IDF 148-2, 2006). Reference values of system B represented "robust"
averages according to ISO 13528 (2005). Reference values of system C represented
values obtained from "Master instrument", which was pre-calibrated according to
system A;. Reference values of system D were the same as reference values of system
A, but in the calibration equations the intercept was set on zero (a = 0). The current
system (T) included the current (monthly) adjustments (calibrations) or factory settings
of the instruments (where no calibration was performed).

Six Slovenian laboratories were included in comparison of calibration systems (A, A,
B, C, D and T). The number of somatic cells was determined by F-O-E method with
instruments from two different manufacturers. The experiment was repeated 6 times -
once per month. For each repetition of the experiment we prepared five control samples
with different number/levels of somatic cells. The samples were divided into
subsamples and sent to laboratories. Laboratories returned data S (measurements by
instruments with settings for slope 1 and intercept 0) and data of system T
(measurements by instruments at monthly adjustments). Returned data were tested for
the presence of outliers by the Grubbs method (o = 0.05). Data for calibration systems
Aj, A;, B, C and D were calculated from data S considering calibration equations for
each laboratory.

The statistical analysis was performed for each repetition of the experiment separately.
The comparison of systems based on a comparison of the coefficients of variation
(CV%). Low value of CV% means smaller difference between laboratories (better
precision). The CV% of the systems A;, A,, B and C were very similar, since CV% of
the systems T and D deviated from other systems. The values of CV% for systems Aj,
Aj, B and C were between 2.0 and 8.0, but the differences between systems (CV%)
were newer greater than 0.2. For the system D the CV% ranged between 2.0 and 10.3
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and for the system T between 2.2 and 7.3. Comparison of all calibration systems
showed that system T (current system) had lowest CV% at 15 out of 23 samples.
Comparison of the calibration systems without system T showed that system A, had
lowest CV% at 19 out of 23 samples, followed by system C (15 out of 23 samples), A;
(13 out of 23 samples), B (10 out of 23 samples) and D (5 out of 23 samples).

We have also checked whether the measurements obtained by "Master instrument"
calibrated according to calibration systems A;, A, B and D would be more accurate
(smaller differences between the results of the instrument and reference values) as for
the current system T. The measurements obtained with the selected instrument, were
recalculated to new values on the basis of calibration equations of systems A;, A, B
and D and the results were compared with reference values from two interlaboratory
comparisons (MIH, 2014; MIH, 2015). Values for SCC for the system T in average
deviated by only 1 % from the reference values in both comparisons. Differences
between the reference values and the calculated values for SCC according to calibration
systems Aj, Ay, B and D were greater (A; =4 %, Ay =7 %, B=2% and D = 4 %).
Greater differences of systems Aj, A, B and D from reference values are most likely
due to the fact that the majority of the participating laboratories did not calibrate
instruments in these two interlaboratory comparisons. Better (more realistic) assessment
of the suitability of tested calibration systems can be expected when "global reference
system" of calibration will be adopted and implemented, and all participating
laboratories will follow the instructions for calibration of the instruments.
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PRILOGE

Priloga A
Izracuni in podatki v medlaboratorijski primerjavi APRIL 2014

Priloga A1l: Vrnjeni rezultati laboratorijev v medlaboratorijski primerjavi APRIL 2014

.. Ponovitev Revzultat .. Ponovitev Rezultat .. Ponovitev Revzultat
Laboratorij | Vzorec meritve SSC Laboratorij | Vzorec meritve SSC Laboratorij | Vzorec Meritve SSC
(1000/ml) (1000/ml) (1000/ml)
1 1 185 1 1 160 1 1 177
2 1 494 2 1 400 2 1 469
3 1 570 3 1 495 3 1 568
4 1 821 4 1 800 4 1 823
5 1 1345 5 1 1250 5 1 1535
1 5 9
1 2 188 1 2 170 1 2 185
2 2 515 2 2 410 2 2 459
3 2 533 3 2 510 3 2 583
4 2 806 4 2 820 4 2 826
5 2 1430 5 2 1300 5 2 1522
1 1 163 1 1 60* 1 1 177
2 1 426 2 1 130* 2 1 473
3 1 528 3 1 120% 3 1 580
4 1 752 4 1 340% 4 1 752
5 1 1392 5 1 740% 5 1 1462
2 6 10
1 2 167 1 2 60* 1 2 183
2 2 430 2 2 140% 2 2 487
3 2 519 3 2 110% 3 2 571
4 2 746 4 2 330% 4 2 747
5 2 1369 5 2 700* 5 2 1504
1 1 168 1 1 184 1 1 189
2 1 434 2 1 415 2 1 468
3 1 527 3 1 529 3 1 576
4 1 788 4 1 773 4 1 833
5 1 1317 5 1 1384 5 1 1357
3 7 11
1 2 152 1 2 167 1 2 185
2 2 447 2 2 443 2 2 480
3 2 538 3 2 534 3 2 581
4 2 772 4 2 771 4 2 852
5 2 1307 5 2 1362 5 2 1353
1 1 185 1 1 181 Opomba: * Ugotovljeni
2 1 448 2 1 461 osamelci z metodo po
3 1 544 3 1 560 Grubbs-u (a = 0,05). Po
4 1 786 4 1 808 izloCitvi teh rezultatov,
A 5 1 1405 . 5 1 1276 osamelcev pri ponovnem
1 2 186 1 2 182 testiranju ni bilo vec. Vsi
2 2 447 2 2 457 podatki za laboratorij 6 so
3 2 533 3 2 560 bili iz nadaljnje obdelave
4 2 778 4 2 807 izloceni.
5 2 1417 5 2 1260
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Priloga A2: Ugotavljanje homogenosti vzorcev v medlaboratorijski primerjavi APRIL

2014.
Vzorec
1 2 3 4 5
Mak51ma1na razlika med podvzorci 19.000 37.000 42.000 41.000 106.000
(SSC/ml)
Kriterij iz ISO 13366-2/IDF 148-2 25.000 50.000 50.000 63.000 126.000
Preracun glede na obmocje SSC/ml

Priloga A3: Referen¢ne vrednosti v medlaboratorijski primerjavi APRIL 2014.

Vzorec
1 2 3 4 5
Referencne vrednosti*
$SC (1000/ml) 176,7 4532 547,0 793,1 1377,4

Opomba: * Referencne vrednosti so predstavljala povprecja vrnjenih rezultatov po
izlocitvi osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05).

Priloga A4: Vrednosti za umeritvene enacbe (b = naklon, a = odsek na ordinati) za
posamezen laboratorij v medlaboratorijski primerjavi APRIL 2014.

Laboratorij Vrednosti za umeritveno enacbe
b a

1 1,0067 -23,805
2 0,9857 29,557
3 1,0439 -3,8473
4 0,9748 13,519
5 Referen¢na metoda.
6 Laboratorij izlo¢en iz raziskave.
7 0,9971 15,196
8 1,1036 -53,614
9 0,8872 35,381
10 0,9261 27,108
11 1,0261 -35,88
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Priloga B
Izracuni in podatki v medlaboratorijski primerjavi OKTOBER 2014

Priloga B1: Vrnjeni rezultati laboratorijev v medlaboratorijski primerjavi OKTOBER

2014.
Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a OSO%/le) Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a Ogt)%sml) Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a Og()%sm])
1 1 26 1 1 31 1 1 20
2 1 196 2 1 196 2 1 179
3 1 365 3 1 351 3 1 404
4 1 490 4 1 452 4 1 600
5 1 583 5 1 554 5 1 707
6 1 739 6 1 705 6 1 899
7 1 901 7 1 773 7 1 1004
8 1 1120 8 1 1041 8 1 1112
9 1 1412 9 1 1248 9 1 1509
1 3 5
1 2 29 1 2 34 1 2 24
2 2 193 2 2 196 2 2 197
3 2 352 3 2 353 3 2 412
4 2 477 4 2 446 4 2 568
5 2 592 5 2 555 5 2 675
6 2 745 6 2 696 6 2 857
7 2 875 7 2 776 7 2 1045
8 2 1111 8 2 1063 8 2 1184
9 2 1386 9 2 1267 9 2 1455
1 1 31 1 1 37 1 1 33
2 1 177 2 1 196 2 1 192
3 1 331 3 1 373 3 1 398
4 1 412 4 1 466 4 1 489
5 1 519 5 1 607 5 1 672
6 1 654 6 1 736 6 1 781
7 1 758 7 1 850 7 1 884
8 1 1012 8 1 1047 8 1 1207
9 1 1145 9 1 1361 9 1 1472
2 4 6
1 2 32 1 2 32 1 2 34
2 2 170 2 2 198 2 2 192
3 2 332 3 2 387 3 2 386
4 2 418 4 2 476 4 2 543
5 2 510 5 2 573 5 2 632
6 2 642 6 2 726 6 2 786
7 2 756 7 2 866 7 2 918
8 2 1032 8 2 1123 8 2 1215
9 2 1165 9 2 1382 9 2 1519

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge B1

Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a Og()s()?ml) Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a OSO%(/:ml) Laboratorij | Vzorec | Ponovitev a Og()%sml)
1 1 29 1 1 35 1 1 32
2 1 175 2 1 199 2 1 202
3 1 338 3 1 428 3 1 357
4 1 437 4 1 564 4 1 478
5 1 545 5 1 693 5 1 588
6 1 665 6 1 851 6 1 668
7 1 779 7 1 1018 7 1 845
8 1 991 8 1 1291 8 1 1129
9 1 1215 9 1 1600 9 1 1343
7 9 11
1 2 30 1 2 31 1 2 32
2 2 177 2 2 203 2 2 185
3 2 340 3 2 424 3 2 373
4 2 439 4 2 545 4 2 467
5 2 530 5 2 706 5 2 577
6 2 673 6 2 839 6 2 692
7 2 777 7 2 980 7 2 826
8 2 1003 8 2 1305 8 2 1085
9 2 1210 9 2 1593 9 2 1290
1 1 26 1 1 29
2 1 191 2 1 195
3 1 363 3 1 365
4 1 446 4 1 482
5 1 574 5 1 581
6 1 720 6 1 706
7 1 823 7 1 860
8 1 1065 8 1 1124
9 1 1334 9 1 1320
8 10
1 2 29 1 2 30
2 2 192 2 2 196
3 2 342 3 2 363
4 2 465 4 2 483
5 2 568 5 2 565
6 2 696 6 2 730
7 2 840 7 2 835
8 2 1046 8 2 1141
9 2 1300 9 2 1349
Priloga B2: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a« = 0,05) v
medlaboratorijski primerjavi OKTOBER 2014.
Vzorec
1 2 3 4 5 6 7 8 9
fg"svgrfféeoo Jonl) 3027 | 190,77 | 369,86 | 483,77 | 59573 | 736,64 | 863,14 | 1111,23 1357,95
(Ssds Cx1000/ml) 3,81 9,33 28,88 50,23 59,59 71,12 85,40 86,59 128,15
Iéfitiéna vrednost 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne
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Priloga B3: Ugotavljanje homogenosti vzorca 1 v medlaboratorijski primerjavi

OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, x.» sample average (B.4), x.. | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 39 34 36,5 5
2 34 36 35 2
3 30 33 315 3
4 33 36 34,5 3
5 38 28 33 10
6 36 32 34 4
7 38 37 37,5 1
8 35 30 32,5 5
9 33 29 31 4
10 35 33 34 2

number of samples g 10

general average (B.6) 33,95

STD of sample averages (B.7), s« 2,060878993

within-samples STD (B.8), s 3,232645975

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 2,966
Homogeneity | ok

Priloga B4: Ugotavljanje homogenosti vzorca 2 v medlaboratorijski primerjavi

OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, x.» sample average (B.4), x.. | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 194 193 193,5 1
2 192 187 189,5 5
3 199 201 200 2
4 196 174 185 22
5 180 182 181 2
6 197 178 187,5 19
7 196 188 192 8
8 206 189 197,5 17
9 192 190 191 2
10 190 198 194 8

number of samples g 10

general average (B.6) 191,1

STD of sample averages (B.7), s« 5,675483337

within-samples STD (B.8), sy 8,062257748

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity | ok
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Priloga BS5: Ugotavljanje homogenosti vzorca 3 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X2 sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 360 344 352 16
2 355 362 358,5 7
3 361 372 366,5 11
4 349 372 360,5 23
5 357 365 361 8
6 366 357 361,5 9
7 355 361 358 6
8 362 377 369,5 15
9 351 378 364,5 27
10 362 365 363,5 3

number of samples g 10

general average (B.6) 361,55

STD of sample averages (B.7), sx 4,884499292

within-samples STD (B.8), sw 10,24451073

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 32,626
Homogeneity | ok

Priloga B6: Ugotavljanje homogenosti vzorca 4 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X2 sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 466 487 476,5 21
2 476 489 482,5 13
3 488 463 475,5 25
4 453 458 455,5 5
5 453 465 459 12
6 462 475 468,5 13
7 469 474 471,5 5
8 460 443 451,5 17
9 489 459 474 30
10 481 440 460,5 41

number of samples g 10

general average (B.6) 467,5

STD of sample averages (B.7), sx 10,27672667

within-samples STD (B.8), sw 14,94657151

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 40,7825
Homogeneity | ok
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Priloga B7: Ugotavljanje homogenosti vzorca 5 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 573 597 585 24
2 559 574 566,5 15
3 589 573 581 16
4 589 569 579 20
5 555 575 565 20
6 560 585 572,5 25
7 587 585 586 2
8 589 570 579,5 19
9 565 573 569 8
10 575 586 580,5 11

number of samples g 10

general average (B.6) 576,4

STD of sample averages (B.7), s« 7,589466384

within-samples STD (B.8), sw 12,31259518

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 39,2995
Homogeneity | ok

Priloga BS8: Ugotavljanje homogenosti vzorca 6 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 700 696 698 4
2 741 708 724,5 33
3 738 701 719,5 37
4 749 736 7425 13
5 732 714 723 18
6 692 694 693 2
7 718 684 701 34
8 696 746 721 50
9 724 736 730 12
10 728 737 732,5 9

number of samples g 10

general average (B.6) 718,5

STD of sample averages (B.7), s« 16,14001239

within-samples STD (B.38), sw 18,50945704

between-samples STD (B.9), ss 9,444575162
Expected standard deviation for proficiency assessment 60,0615
Homogeneity | ok
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Priloga B9: Ugotavljanje homogenosti vzorca 7 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X value#2, X, sample average (B.4), x,_ | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 830 818 824 12
2 815 862 838,5 47
3 833 844 838,5 11
4 832 834 833 2
5 875 857 866 18
6 843 812 827,5 31
7 837 794 815,5 43
8 874 778 826 96
9 825 821 823 4
10 844 816 830 28

number of samples g 10

general average (B.6) 832,2

STD of sample averages (B.7), sx 13,81866692

within-samples STD (B.8), sw 27,95353287

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 90,463
Homogeneity | ok

Priloga B10: Ugotavljanje homogenosti vzorca 8 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X value#2, X, sample average (B.4), x,_| between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1087 1085 1086 2
2 1068 1080 1074 12
3 1081 1089 1085 8
4 1077 1067 1072 10
5 1085 1113 1099 28
6 1089 1089 1089 0
7 1042 1082 1062 40
8 1134 1081 1107,5 53
9 1121 1076 1098,5 45
10 1053 1063 1058 10

number of samples g 10

general average (B.6) 1083,1

STD of sample averages (B.7), sx 16,37545589

within-samples STD (B.8), sw 19,53202498

between-samples STD (B.9), ss 8,798042712
Expected standard deviation for proficiency assessment 96,395
Homogeneity | ok
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Priloga B11: Ugotavljanje homogenosti vzorca 9 v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 1325 1326 1325,5 1
2 1325 1351 1338 26
3 1357 1350 1353,5 7
4 1293 1322 1307,5 29
5 1304 1343 1323,5 39
6 1333 1352 1342,5 19
7 1323 1331 1327 8
8 1278 1306 1292 28
9 1348 1303 1325,5 45
10 1346 1282 1314 64

number of samples g 10

general average (B.6) 13249

STD of sample averages (B.7), s« 17,67106863

within-samples STD (B.8), sw 22,82323378

between-samples STD (B.9), ss 7,198379447
Expected standard deviation for proficiency assessment 131,2455
Homogeneity | ok

Priloga BI12: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev v medlaboratorijski primerjavi
OKTOBER 2014 (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
21.10.2014) 22.10.14 | 23.10.14 | 24.10.14 | 27.10.14 | 28.10.14
Vzorec X V2 V3 Yo 7
1 34,0 32,7 33,8 32,8 29,7
| x-vi | 1,3 0,2 1,2 43
8 2,966 | 2,966 | 2,966 | 2,966
0.3%6 0,9 0,9 0,9 0,9
| x-yi | <0,3%6 FALSE | ok | FALSE | FALSE
r 52 5.2 5.2 5.2
| x-yi|<r ok ok ok ok
2 191,1 | 1863 | 1925 | 1872 | 1823
| x-vi | 4,8 1,4 3,9 8,8
8 4,449 | 4,449 | 4449 | 4,449
0,3%6 13 13 13 1,3
| x-yi | <0,3%6 FALSE | FALSE | FALSE | FALSE
r 32,6 32,6 32,6 32,6
| X-Yi | <r ok ok ok ok

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge B12

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
21.10.2014) 22.10.14 | 23.10.14 | 24.10.14 | 27.10.14 | 28.10.14
Vzorec X Y2 V3 Y6 V7
3 361,6 364,2 365,0 360,3 365,3
| xvi | 2,6 34 13 37
G 32,626 | 32,626 | 32,626 | 32,626
0,3%6 9,8 9,8 9,8 9,8
| x-yi | <0,3%6 ok ok ok ok
r 51,0 51,0 51,0 51,0
| xvi| <t ok ok ok ok
4 467,5 470,8 466,7 460,2 463,3
| %] 3.3 0.8 7.3 42
G 40,7825 | 40,7825 | 40,7825 | 40,7825
0,3%6 12,2 122 12,2 12,2
| x-yi| <0,3x6 ok ok ok ok
r 53,4 53,4 53,4 53,4
| xvi| <t ok ok ok ok
5 576,4 576,7 585,2 572,5 568,5
| x-vi | 0,3 8,8 3,9 79
G 39,2995 | 39,2995 | 39,2995 | 39,2995
0,3x6 11,8 11,8 11,8 11,8
| x-yi| <0,3x6 ok ok ok ok
r 64,8 64,8 64,8 64,8
| x-yi|<r ok ok ok ok
6 718,5 729,3 716,3 714,2 726,8
|| 10,8 2,2 43 8,3
6 60,0615 | 60,0615 | 60,0615 | 60,0615
0,3x6 18,0 18,0 18,0 18,0
| x-yi| <0,3x6 ok ok ok ok
r 60,7 60,7 60,7 60,7
| x-yi|<r ok ok ok ok
7 832,2 825,5 819,7 824,0 818,7
| x-vi | 6,7 12,5 8,2 13,5
6 90,463 | 90,463 | 90,463 | 90,463
0,3x6 27,1 27,1 27,1 27,1
| x-yi | <0,3x6 ok ok ok ok
r 71,2 71,2 71,2 71,2
| x-yi|<r ok ok ok ok

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge B12

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
21.10.2014) 22.10.14 | 23.10.14 | 24.10.14 | 27.10.14 | 28.10.14
Vzorec X Y2 V3 Yo v7
8 1083,1 1102,3 1077,3 1084,2 1082,8
| x| 19,2 5,8 L1 0,3
S 96,395 96,395 96,395 96,395
0,3x6 28,9 28,9 28,9 28,9
| x-yi| <0,3x6 ok ok ok ok
r 93,4 93,4 93,4 93,4
| xvi| <t ok ok ok ok
9 13249 | 1326,0 1318,3 1298,5 1330,6
| x| 1,1 6,6 26,4 5,7
S 131,2455 | 131,2455 | 131,2455 | 131,2455
0,3x6 39,4 39,4 394 394
| x-vi| <0,3%6 ok ok ok ok
r 113,1 113,1 113,1 113,1
| xvi| <t ok ok ok ok

Vrednosti za r so dobljene s preratunom iz podanih kriterijev za s, v standardu ISO
13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na stevilo somatskih celic (» = 2,8s,). Faktor 2,8 je
povzet iz standarda ISO 5725-6 (1994).

Priloga B13: Povzetek ugotavljanja stabilnosti vzorcev v MP OKTOBER 2014 (dan
priprave vzorcev t = 0) pri upostevanju kriterija iz standarda ISO 13528 (2005).

t (dan)
Vzorec

2 3 6 7
1 x v x x
2 x x x x
3 v v v v
4 v v v v
5 v v v v
6 v v v v
7 v v v v
8 v v v v
9 v v v v

Legenda: v ustrezna stabilnost, ¥ neustrezna stabilnost
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Priloga B14: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (o = 0,05) v
medlaboratorijski primerjavi OKTOBER 2014 po upoStevanju zacetnih umeritvenih
enacb iz MP APRIL 2014.

Vzorec

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Povprecje
($SCx1000/ml) 39,44 190,40 369,21 483,15 595,02 735,26 861,68 1.109,14 1.355,78
Sd
(§SCx1000/ml) 18,98 18,43 25,26 49,50 62,19 79,38 96,77 110,39 159,51
Ié“t‘cna vrednost 2,65 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76
Zaznan osamelec?* Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne

Opomba: * Za nekatere laboratorije smo z upoStevanjem zacetnih umeritvenih enacb
dobili negativne vrednosti za SSC. Negativne vrednosti smo pred testiranjem na
prisotnost osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) izlo¢ili.
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Priloga C
Preverjanje, ali umeritvene enacbe iz medlaboratorijske primerjave APRIL 2014 v
medlaboratorijski primerjavi OKTOBER 2014 upoStevamo, ali ne

Priloga C1: Oznake laboratorijev v celotni raziskavi.

Oznaka laboratorija
MP APRIL 2014 MP OKTOBER 2014 POSKUS

1 6 1
2 3 /
3 8 3
4 10 5
5 / /
6 / /
7 7 2
8 9 4
9 4 /
10 2 /
11 11 6
/ 1 /
5 /

Priloga C2: Vrednosti kriterijev za preverjanje, ali umeritvene enacbe iz
medlaboratorijske primerjave APRIL 2014 v medlaboratorijski primerjavi OKTOBER
2014 upostevamo, ali ne.

Vrednosti kriterija (SSC/ml)
Vzorec CDgyiterin CDso CDy
z upoStevanjem brez upostevanja Z upostevanjem brez upostevanja

1 3971 2784 3420 2813 7812
2 17062 17421 19073 19096 48888
3 30863 30362 37467 37507 81536
4 39329 38640 50283 50321 93394
5 48249 38443 61222 61265 113484
6 50165 49346 76432 76517 121464
7 58697 57844 89846 89935 142380
8 75760 75862 111793 111921 186732
9 92482 91867 138872 139006 226128

Vrednosti za CDy so dobljene s preracunom iz podanih kriterijev za sz v standardu ISO
13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na stevilo somatskih celic (CDg = R = 2,8sg). Faktor
2,8 je povzet iz standarda ISO 5725-6 (1994).
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Priloga C3: Izracun razlik med referen¢no metodo in F-O-E metodo v MP OKTOBER
2014 z upostevanjem (D,) in brez upostevanja (Dy..) zaCetnih umeritvenih enacb iz MP
APRIL 2014, ter primerjava razlik s kriticnimi razlikami (CD).

Vzorec 9 D; 9 Diye: DZ N lzz DZ‘QZ D<Z DZ - 2’7 DZ‘QZ
SSC/ml SSC/m D, CDputterin CDpuiterin CDiso CDiso CDg CDrg
1 18897 6750 v x x x x x v
2 1039 583 v v v v v v v
3 17158 16361 v v 4 4 v v v
4 61839 61083 v x x x x v v
5 54059 53194 v x x v v v v
6 91351 89667 v x x x x v v
7 115578 113806 v x x x x v v
8 27634 25083 v v v v v v v
9 103553 100889 v x x v v v v
Legenda: v da, % ne
Priloga D

Vrednosti koeficientov determinacije (R% pri izrac¢unih umeritvenih enacb za
posamezen laboratorij pri sistemih umerjanja A;, A;, B, Cin D

Koeficient determinacije (R’)

.. Sistem umerjanja
Laboratorij A . B C D
1 0,9989 0,9975 0,999 0,9982 0,9986
2 0,9999 0,9996 0,9996 0,9981 0,9998
3 0,9997 0,9994 0,9993 0,9976 0,9997
4 0,9997 0,999 0,9994 0,9986 0,9995
5 0,9989 0,9972 0,9995 0,9992 0,9988
6 0,9984 0,9966 0,999 MA 0,9984

Legenda: MA »Master instrument«
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Priloga E
Vrnjeni rezultati laboratorijev v poskusu

Priloga El: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 1. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5

1 33 231 574 818 1285

2 35 236 581 824 1305

3 36 231 560 841 1311

4 34 229 558 855 1319

5 33 257 558 845 1310

: 6 28 234 562 825 1320
7 37 234 270%** 833 1321

8 38 230 573 878 1326

9 34 244 559 824 1319

10 36 230 593 846 1315

1 38 230 519 772 1236

2 39 238 519 795 1293

3 37 225 519 800 1255

4 37 227 519 809 1234

- 5 42 232 516 787 1272
6 43 226 555 785 1228

7 35 223 545 808 1209

8 40 233 522 788 1244

9 42 225 527 799 1212

10 40 238 531 775 1226

1 33 566** 558 836 1371

2 41 558%** 537 814 1291

3 38 542%%* 549 795 1275

4 36 574%* 565 787 1288

5 35 545%* 584 815 1249

3 6 36 540%** 548 828 1318
7 36 544%* 545 792 1300

8 29 546** 541 805 1272

9 39 545%* 548 810 1328

10 36 547** 568 810 1273

1 35 268 630 908 1548

2 36 278 641 931 1542

3 35 280 625 899 1535

4 33 261 653 905 1553

5 34 264 642 913 1508

4 6 32 264 630 876 1544
7 34 265 635 903 1543

8 32 274 640 912 1536

9 33 255 633 923 1523

10 31 276 661 907 1493

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E1

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 40 238 577 872 1350
2 40 262 559 862 1338
3 39 255 581 863 1345
4 30 266 593 852 1337
5 37 259 570 846 1347
i 6 38 273 603 864 1333
7 40 260 589 830 1333
8 38 240 591 858 1351
9 36 265 608 578** 1336
10 36 256 561 834 1345
1 42 239 587 838 1299
2 43 258 573 844 1313
3 36 243 566 844 1328
4 35 241 583 847 1343
5 37 246 573 831 1310
6 6 31 246 572 857 1274
7 37 240 570 827 1322
8 35 246 588 815 1288
9 36 253 564 837 1314
10 35 236 577 805 1271

Opomba: *Laboratorij 2 je zaradi okvare inStrumenta meritve opravil tri dni po preteku roka uporabnosti
vzorcev. **QOcitna odstopanja rezultatov.

Priloga E2: Vrnjeni rezultati laboratorija 1 za 1. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 40 257 599 910 1373
2 32 250 630 885 1385
3 32 255 614 924 1421
4 35 250 604 923 1425
5 43 272 606 897 1410
! 6 30 241 632 949 1386
7 36 245 606 881 1391
8 33 256 618 887 1404
9 36 259 614 868 1409
10 35 255 591 906 1395

Laboratorij 4 je za 1. ponovitev poskusa poslal le podatke S. Vrednosti za sistem T smo
izracunali glede na podan naklon (0,88625).
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Priloga E3: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 2. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 163 389 648 260 929
2 149 369 675 270 952
3 164 408 672 247 930
4 147 406 668 255 977
5 162 363 657 259 933
! 6 158 392 670 254 950
7 146 393 655 261 945
8 155 379 683 249 972
9 165 350 672 256 968
10 139 372 664 253 906
1 173 384 664 271 959
2 168 390 656 256 969
3 168 390 672 255 995
4 177 404 691 269 962
5 183 391 652 265 984
: 6 169 384 657 258 963
7 167 389 660 254 969
8 164 382 652 269 960
9 161 394 646 253 961
10 174 402 659 256 961
1 159 381 657 250 953
2 165 392 651 258 959
3 142 376 649 245 959
4 155 380 652 246 942
5 141 379 649 262 955
3 6 162 388 659 240 956
7 160 383 641 2438 933
8 163 381 625 263 991
9 144 383 663 251 958
10 156 364 649 259 949
1 180 451 770 311 1057
2 183 459 774 298 1101
3 183 436 778 290 1100
4 171 454 779 287 1116
5 167 441 759 275 1059
N 6 172 436 785 285 1096
7 164 441 763 299 1070
8 172 448 766 299 1107
9 165 435 765 291 1091
10 182 458 790 291 1100

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E3

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5

1 176 424 688 265 1020
2 159 434 677 275 1017
3 160 424 718 285 991
4 165 397 694 270 1016
5 175 426 691 271 1016

° 6 160 433 675 276 1019
7 166 426 685 277 1008
8 168 424 666 291 1012
9 156 415 701 285 976
10 167 416 695 271 986
1 171 386 688 275 999
2 164 379 683 259 980
3 178 416 668 273 1036
4 171 387 652 261 1012
5 163 387 705 245 1029

6 6 165 380 645 265 999
7 164 393 653 262 974
8 178 383 675 266 984
9 171 417 697 263 997
10 169 392 680 263 990

Priloga E4: Vrnjeni rezultati laboratorija 1 za 2. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 170 409 670 275 947
2 157 422 677 254 949
3 153 389 686 246 946
4 170 379 694 278 989
5 155 410 676 265 949
! 6 160 405 706 255 982
7 151 394 685 246 957
8 168 419 685 252 947
9 161 404 675 273 955
10 165 394 684 265 947

Laboratorij 4 je za 2. ponovitev poskusa poslal le podatke S. Vrednosti za stanje T smo
izracunali glede na podan naklon (0,9009).
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Priloga E5: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 3. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 105 204 612 1054 1421
2 123 198 635 1033 1438
3 99 215 632 1044 1480
4 117 210 613 1071 1456
5 110 233 632 1067 1450
! 6 111 221 618 1044 1440
7 104 204 643 1042 1449
8 111 204 661 1049 1434
9 105 214 639 1085 1494
10 113 218 645 1073 1438
1 119 215 618 922 1261
2 119 219 613 952 1295
3 117 223 623 942 1253
4 111 221 626 969 1313
5 117 219 608 966 1267
: 6 111 221 608 927 1281
7 113 213 608 929 1265
8 114 220 615 952 1280
9 114 224 619 937 1270
10 127 216 610 955 1274
1 122 213 594 1007 1344
2 110 209 604 957 1358
3 102 209 599 929 1304
4 98 197 588 974 1330
5 113 211 581 997 1359
3 6 111 191 585 954 1374
7 111 209 616 993 1326
8 107 208 611 967 1311
9 116 197 600 991 1376
10 106 176 608 960 1320
1 120 237 753 1341 1965
2 120 257 710 1346 1997
3 119 249 730 1335 1892
4 117 240 734 1335 1900
5 126 244 742 1320 1850
N 6 118 251 728 1333 1932
7 118 262 744 1321 2013
8 117 246 735 1307 1907
9 117 234 731 1399 1929
10 116 249 717 1349 1880

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E5

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 128 229 659 980 1353
2 119 247 665 946 1340
3 123 248 671 1001 1312
4 124 237 682 981 1333
5 121 224 667 1015 1310
° 6 131 234 671 977 1323
7 126 250 673 1010 1327
8 123 240 680 1026 1336
9 112 239 660 996 1307
10 120 242 663 1013 1319
1 121 234 640 1002 1377
2 122 228 675 997 1393
3 118 229 652 1021 1421
4 100 246 625 996 1369
5 113 240 636 1016 1424
6 6 106 229 644 1002 1371
7 112 229 618 1043 1407
8 112 248 655 1031 1401
9 124 220 650 1027 1393
10 96 226 625 1016 1368
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Priloga E6: Vrnjeni rezultati laboratorijev 1, 3 in 4 za 3. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 118 244 643 1025 1461
2 120 214 656 1047 1483
3 103 224 657 1071 1545
4 120 219 657 1071 1527
5 116 227 644 1051 1480
! 6 118 227 687 1105 1495
7 117 223 668 1071 1516
8 109 222 658 1076 1542
9 118 233 679 1074 1496
10 111 234 660 1026 1493
1 116 233 654 1060 1470
2 117 233 638 1006 1447
3 128 219 654 1054 1438
4 121 222 633 1022 1457
5 123 222 649 1035 1435
3 6 117 219 631 1019 1429
7 112 227 627 1024 1419
8 102 225 645 1045 1416
9 125 224 635 1019 1433
10 116 227 645 1073 1411
1 108 215 678 1133 1457
2 103 217 648 1145 1515
3 101 213 649 1196 1521
4 101 218 659 1153 1487
5 108 211 634 1188 1471
! 6 98 219 649 1168 1493
7 101 220 654 1172 1528
8 106 208 654 1176 1478
9 111 217 673 1172 1464
10 104 216 654 1168 1504
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Priloga E7: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 4. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 134 273 430 734 1671
2 131 255 434 690 1629
3 136 253 441 723 1621
4 130 252 433 731 1647
5 127 260 444 732 1649
! 6 125 243 465 743 1640
7 130 259 425 708 1635
8 142 245 417 706 1604
9 138 257 419 719 1604
10 130 249 422 709 1562
1 124 251 461 755 1709
2 141 268 466 801 1693
3 126 262 491 769 1716
4 125 261 492 785 1753
5 129 265 466 781 1722
: 6 127 263 491 785 1674
7 129 267 479 797 1735
8 142 263 498 782 1746
9 131 268 458 766 1726
10 132 264 463 785 1761
1 135 285 537 931 2013
2 141 293 520 937 2028
3 134 296 533 924 2066
4 133 284 547 913 2008
5 133 284 537 951 2109
3 6 131 307 546 949 2078
7 135 288 557 940 2113
8 136 286 542 920 2022
9 135 289 548 925 2105
10 130 275 574 924 2063
1 128 239 420 716 1603
2 129 242 417 717 1620
3 139 235 415 713 1598
4 119 249 430 708 1590
5 120 233 428 706 1594
N 6 122 240 424 717 1580
7 128 250 438 713 1580
8 120 262 440 727 1581
9 125 239 419 709 1576
10 119 234 416 707 1576

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E7

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 110 242 456 782 1715
2 119 250 458 753 1741
3 119 262 449 775 1778
4 131 251 477 755 1735
5 129 238 449 793 1787
° 6 123 250 478 807 1750
7 115 262 442 787 1754
8 125 263 493 785 1771
9 122 246 468 799 1712
10 118 235 456 773 1713
1 132 254 466 784 1666
2 134 246 455 774 1712
3 125 268 439 768 1714
4 128 258 457 751 1720
5 121 249 442 765 1765
6 6 128 274 479 763 1733
7 130 261 477 797 1763
8 127 264 460 756 1748
9 134 264 457 762 1751
10 131 273 459 784 1716

Priloga E8: Vrnjeni rezultati laboratorijev 3 in 4 za 4. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5

1 142 277 470 808 1727

2 129 268 460 764 1679

3 135 265 459 741 1714

4 129 272 467 764 1711

5 131 270 464 755 1726

3 6 129 276 448 751 1692
7 140 256 456 755 1703

8 126 257 460 762 1731

9 130 260 484 729 1721

10 126 269 461 732 1722

1 122 253 494 809 1803

2 120 241 480 809 1801

3 121 258 474 787 1783

4 123 247 480 783 1800

5 115 247 471 811 1751

N 6 122 253 465 806 1743
7 116 256 450 790 1756

8 117 246 465 797 1789

9 118 266 469 801 1738

10 123 248 461 786 1751
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Priloga E9: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 5. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 151 285 530 774 1028
2 151 279 545 781 1059
3 154 299 548 800 1033
4 158 317 527 815 1089
5 155 295 523 816 1048
! 6 166 289 510 774 1054
7 165 279 559 807 1037
8 161 269 541 799 1025
9 152 316 550 811 1061
10 167 286 546 778 1068
1 153 282 493 748 1045
2 157 297 472 770 1032
3 143 275 481 780 1031
4 157 273 491 777 1025
5 143 275 487 753 1008
: 6 154 274 489 763 1005
7 147 278 475 757 1038
8 154 278 478 749 1004
9 158 274 488 755 1017
10 158 278 490 747 1029
1 171 278 547 759 1001
2 156 299 534 747 982
3 152 290 545 755 1001
4 164 279 522 785 1011
5 167 285 518 762 989
3 6 164 290 526 757 990
7 160 282 514 747 1044
8 147 275 528 766 1021
9 159 313 524 768 998
10 161 277 518 748 972
1 184 335 627 919 1192
2 174 333 605 908 1216
3 171 315 612 923 1203
4 176 319 638 933 1183
5 170 325 630 927 1176
N 6 180 319 636 921 1193
7 168 329 623 918 1240
8 180 322 616 918 1167
9 164 323 635 899 1159
10 170 327 600 933 1173

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E9

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 158 298 522 803 1102
2 164 276 538 792 1093
3 157 302 531 810 1066
4 167 316 519 811 1105
5 161 299 531 796 1107
° 6 164 288 530 802 1086
7 163 296 517 831 1080
8 152 303 526 830 1115
9 153 292 535 839 1103
10 158 296 528 796 1076
1 143 279 545 776 1015
2 152 274 531 781 1073
3 152 277 542 757 1075
4 159 300 560 774 1080
5 150 294 529 786 1061
6 6 155 282 536 783 1072
7 157 300 549 798 1057
8 163 279 548 764 1064
9 166 274 516 784 1057
10 149 284 532 763 1059

Priloga E10: Vrnjeni rezultati laboratorijev 3 in 4 za 5. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 160 294 584 794 1030
2 157 306 542 809 1054
3 172 309 570 807 1010
4 162 306 561 811 1059
5 166 288 559 798 1053
3 6 172 289 525 800 1057
7 171 312 559 816 1003
8 147 293 553 796 1049
9 158 302 552 773 1027
10 164 289 553 816 1012
1 150 293 552 836 1020
2 154 286 532 816 1051
3 150 292 526 808 1039
4 140 284 540 810 1024
5 148 277 526 815 1035
N 6 150 284 542 820 1070
7 156 292 547 724 1042
8 155 290 560 812 1059
9 150 292 545 800 1070
10 149 286 538 792 1049
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Priloga E11: Vrnjeni rezultati laboratorijev za 6. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumenti z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0 (podatki S).

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 142 308 498 872 1308
2 158 326 510 849 1380
3 154 295 503 875 1403
4 152 325 527 882 1411
5 165 314 548 869 1410
! 6 156 307 506 865 1410
7 150 302 526 871 1417
8 165 306 520 865 1417
9 153 298 531 874 1441
10 163 295 526 864 1393
1 132 287 425 827 1171
2 138 277 438 816 1177
3 149 286 453 799 1180
4 143 280 435 794 1184
5 157 279 408 818 1182
: 6 150 282 446 829 1156
7 148 279 417 821 1169
8 149 278 461 808 1219
9 139 266 444 825 1213
10 147 278 442 832 1201
1 149 306 436 838 1255
2 167 294 461 828 1266
3 161 322 448 819 1253
4 144 290 437 864 1211
5 158 318 433 848 1270
3 6 167 300 450 846 1254
7 153 288 453 802 1242
8 158 289 438 818 1239
9 146 288 446 829 1209
10 155 280 448 838 1261
1 173 324 577 978 1575
2 162 320 576 995 1561
3 161 310 573 974 1525
4 165 342 585 1010 1554
5 166 333 592 1023 1588
N 6 162 341 582 1006 1560
7 166 340 575 1021 1562
8 166 326 591 1005 1576
9 163 330 582 998 1584
10 173 338 586 981 1516

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge E11

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 159 297 451 858 1286
2 163 311 457 849 1253
3 163 295 469 873 1247
4 165 295 446 851 1286
5 172 298 476 830 1276
° 6 168 295 456 836 1276
7 152 310 477 874 1289
8 157 299 491 877 1277
9 158 304 475 821 1243
10 159 301 443 852 1279
1 151 302 479 846 1313
2 157 286 488 837 1290
3 141 287 480 836 1302
4 157 289 513 863 1362
5 144 309 474 846 1336
6 6 150 301 502 868 1305
7 163 303 492 842 1329
8 155 305 481 842 1291
9 152 284 471 807 1288
10 158 304 493 870 1273

Priloga E12: Vrnjeni rezultati laboratorijev 3 in 4 za 6. ponovitev poskusa, izmerjeni z
inStrumentom z nastavitvami za naklon in odsek na ordinati glede na sistem T.

SSC (1000/ml)
Laboratorij | Ponovitev Vzorec
1 2 3 4 5
1 158 317 492 895 1313
2 159 321 470 880 1278
3 165 330 490 886 1303
4 159 315 474 854 1306
5 173 304 489 866 1328
3 6 169 303 488 880 1293
7 169 301 460 894 1183
8 161 311 464 891 1256
9 162 300 469 871 1265
10 158 307 488 876 1282
1 150 301 521 905 1427
2 145 300 518 890 1441
3 148 308 539 881 1422
4 155 291 519 879 1370
5 148 288 518 894 1397
N 6 149 299 515 875 1362
7 149 293 517 897 1403
8 149 297 523 882 1415
9 155 304 510 870 1402
10 148 306 523 887 1404
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Priloga F
Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u za posamezno ponovitev poskusa

Priloga F1: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
1. ponovitev poskusa.

Vzorec

1 2 3 4 5
Povprecje
($SCx1000/ml) 36,20 247,20 574,71 839,02 1338,45
Sd
($SCx1000/ml) 3,35 16,34 36,66 39,99 95,06
Iérmcna vrednost 3,20 3,13 3,19 3,19 3,20
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne

Priloga F2: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
2. ponovitev poskusa.

Vzorec

1 2 3 4 5
Povprecje
($SCx1000/ml) 164,73 402,27 685,55 266,93 994,30
Sd
(§SCx1000/ml) 10,43 26,55 43,23 15,83 51,29
Iérmcna vrednost 3,20 3,20 3,20 3,20 3,20
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne

Priloga F3: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
3. ponovitev poskusa.

Vzorec

1 2 3 4 3
Povprecje
(§SCx1000/ml) 114,92 225,33 648,32 1053,73 1451,83
Sd
($SCx1000/ml) 7,77 17.96 45.48 134,54 222,63
Iérmcna vrednost 3,20 3,20 3,20 3,20 3,20
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne

Priloga F4: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
4. ponovitev poskusa.

Vzorec

1 2 3 4 3
Povprecje
(§SCx1000/ml) 128,70 259,97 466,67 782,68 1745,73
Sd
(§SCx1000/ml) 6,83 16,86 41,37 73,79 155,75
I({;rltlcna vrednost 3.20 320 3,20 320 320
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne
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Priloga F5: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
5. ponovitev poskusa.

Vzorec

Vzorec I 3 3 7 -
Povprecje
(8§SC*1000/ml) 159,75 293,70 539,77 803,72 1069,88
Sd
($5Cx1000/ml) 9,13 18,24 4291 57,12 64,30
I({;rltlcna vrednost 3.20 320 3.20 320 320
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne

Priloga F6: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke S za
6. ponovitev poskusa.

Vzorec

1 2 3 4 5
Povprecje
(§SCx1000/ml) 156,15 302,03 489,12 869,23 1328,40
Sd
($SCx1000/ml) 9,13 18,09 51,70 62,67 125,51
Ié“t‘cna vrednost 3.20 3.20 3.20 3.20 3,20
Zaznan osamelec? Ne Ne Ne Ne Ne

Priloga F7: Ugotavljanje osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) za podatke
sistema T.

Ponovitev Vzorec
poskusa 1 2 3 4 5

1 Ne Ne Ne Ne Ne

Zaznan 2 Ne Ne Ne Ne Ne
osamelec? 3 Ne Ne Ne Ne Ne
4 Ne Ne Ne Ne Ne

5 Ne Ne Ne Ne Ne

6 Ne Ne Ne Ne Ne




Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

Priloga F8: Primerjava ugotavljanja osamelcev z metodo po Grubbs-u (a = 0,05) in
metodo kvartilov za podatke S.

Stevilo osamelcev

Podatki Lastnosti Metoda kvartilov Metoda Grubbs (a = 0,05)
Medlaboratorijska 29 ‘(])Zn(g\fii‘\ii
primerjava 1 lell)boratori‘ev 6 ni osamelcev
(oktober 2014) N0 )
25 2

5 vzorcev (brez izloCitve podatkov, ki so o€itno (brez izloc€itve podatkov, ki so o€itno
1. ponovitev poskusa 61 1(11 t}:g;(;zﬁ;v\/ odstopali) odstopali)
(november 2014) N=300 12 ni osamelcev

Ne12=288 (po izlocitvi 12-ih podatkov, ki so (po izlocitvi 12-ih ih podatkov, ki so

olitno odstopali) ocitno odstopali)
5 vzorcev

2. ponovitev poskusa

10 ponovitev

(december 2014) 6 laboratorijev 16 ni osamelcey
N=300
5 vzorcev
3. ponovitev poskusa 10 ponovitev .
(januar 2015) 6 laboratorijev 21 ni osamelcev
N=300
5 vzorcev
4. ponovitev poskusa 10 ponovitev .
(februar 2015) 6 laboratorijev 23 ni osamelcev
N=300
5 vzorcev
5. ponovitev poskusa 10 ponovitev .
(marec 2015) 6 laboratorijev 23 ni osamelcev
N=300
5 vzorcev
6. ponovitev poskusa 10 ponovitev 10 ni osamelcey

(april 2015)

6 laboratorijev
N=300
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Priloga G
Ugotavljanje homogenosti in stabilnosti vzorcev pri posamezni ponovitvi poskusa

Priloga G1: Homogenost za vzorec 1; 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, x,» sample average (B.4), x| between-test-portion ranges (B.5), w,
1 36 43 39,5 7
2 34 43 38,5 9
3 36 35 35,5 1
4 35 36 35,5 1
5 35 43 39 8
6 39 46 42,5 7
7 42 36 39 6
8 44 34 39 10
9 42 35 38,5 7
10 40 39 39,5 1

number of samples g 10

general average (B.6) 38,65

STD of sample averages (B.7), sx 2,014530549

within-samples STD (B.8), s 4,642197755

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 2,966
Homogeneity | ok

Priloga G2: Homogenost za vzorec 2; 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, x,» sample average (B.4), x| between-test-portion ranges (B.5), w,
1 245 250 247,5 5
2 257 246 251,5 11
3 241 248 244.,5 7
4 247 251 249 4
5 242 254 248 12
6 259 246 252,5 13
7 258 250 254 8
8 254 248 251 6
9 255 234 244,5 21
10 244 253 248,5 9

number of samples g 10

general average (B.6) 249,1

STD of sample averages (B.7), sx 3,186778241

within-samples STD (B.8), sw 7,569676347

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment *13,57
Homogeneity | ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626

(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G3: Homogenost za vzorec 3; 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, x, value#2, x> sample average (B.4), x,_| between-test-portion ranges (B.5), w,
1 581 590 585,5 9
2 566 578 572 12
3 560 563 561,5 3
4 570 584 577 14
5 538 586 562 48
6 579 545 562 34
7 548 544 546 4
8 560 578 569 18
9 576 586 581 10
10 545 579 562 34

number of samples g 10

general average (B.6) 567,8

STD of sample averages (B.7), s« 11,5811149

within-samples STD (B.8), sy 16,56200471

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 39,2995
Homogeneity | ok

Priloga G4: Homogenost za vzorec 4; 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w,
1 842 877 859,5 35
2 893 839 866 54
3 827 840 833,5 13
4 850 858 854 8
5 854 806 830 48
6 828 812 820 16
7 845 846 845,5 1
8 821 839 830 18
9 822 819 820,5 3
10 856 833 844,5 23

number of samples g 10

general average (B.6) 840,35

STD of sample averages (B.7), s« 16,06938082

within-samples STD (B.8), sw 19,74461952

between-samples STD (B.9), ss 7,956129712
Expected standard deviation for proficiency assessment 90,463
Homogeneity | ok
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Priloga G5: Homogenost za vzorec 5; 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1273 1300 1286,5 27
2 * *

3 1266 1269 1267,5 3
4 1302 1271 1286,5 31
5 1303 1248 1275,5 55
6 1249 1307 1278 58
7 1272 1304 1288 32
8 1320 1309 1314,5 11
9 1289 1289 1289 0
10 1346 1305 1325,5 41

number of samples g 9

general average (B.6) 1290,111111

STD of sample averages (B.7), s« 18,54180712

within-samples STD (B.8), sw 24,62383669

between-samples STD (B.9), ss 6,374319136
Expected standard deviation for proficiency assessment 96,395
Homogeneity | ok

*Podatka sta bila izloGena zaradi napake pri meritvi z in§trumentom. Meritvi sta bili 1018 in 1010 SSCx1000/ml.
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Priloga G6: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 1. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
04.11.2014) 05.11.14 | 06.11.14 | 07.11.14 | 10.11.14 | 11.11.14
Vzorec X ya V3 Ve y7

1 38,7 37,5 39,2 39,3 39,8
| x-vi | 1,2 0,5 0,6 1,1
8 2,966 | 2,966 | 2,966 | 2,966
0.3%6 0,9 0,9 0,9 0,9
| x-yi | <0,3x6 FALSE | ok ok | FALSE
r 6,5 6,5 6,5 6,5
| x-yi| <t ok ok ok ok

2 249,1 | 242,7 | 242,5 | 2473 | 2453
| x-vi | 6,4 6,6 1,8 38
8 13,57* | 13,57* | 13,57* | 13,57*
0.3%6 4,1 4,1 4,1 4,1
| x-yi | <0,3%6 FALSE | FALSE | ok ok
r 34,9 34,9 34,9 34,9
| x-yi| <t ok ok ok ok

3 567,8 | 5787 | 5752 | 5673 | 5673
| x-vi | 10,9 7.4 0,5 0,5
8 39,2995 | 39,2995 | 39,2995 | 39,2995
0,3%6 11,8 11,8 11,8 11,8
| x-yi| <0,3x6 ok ok ok ok
r 63,6 63,6 63,6 63,6
| X-Yi | <r ok ok ok ok

4 8404 | 8493 | 8298 | 8148 | 8223
| x-vi | 8,9 10,6 25,6 18,1
& 90,463 | 90,463 | 90,463 | 90,463
0,3%6 27,1 27,1 27,1 27,1
| x-yi | <0,3%6 ok ok ok ok
r 70,6 70,6 70,6 70,6
| X-Yi | <r ok ok ok ok

5 1290,1 | 12852 | 1317,3 | 1291,2 | 1306,7
| x-vi | 4.9 27,2 1,1 16,6
& 96,395 | 96,395 | 96,395 | 96,395
0,3%6 28,9 28,9 28,9 28,9
| X-Yi | <0,3%x6 ok ok ok ok
r 1084 | 1084 | 1084 | 1084
| X-Yi | <r ok ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v
standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G7: Homogenost za vzorec 1; 2. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 172 171 171,5 1
2 170 170 170 0
3 178 168 173 10
4 169 159 164 10
5 180 157 168,5 23
6 184 153 168,5 31
7 174 166 170 8
8 157 167 162 10
9 162 171 166,5 9
10 169 180 174,5 11

number of samples g 10

general average (B.6) 168,85

STD of sample averages (B.7), s« 3,873341939

within-samples STD (B.8), sw 10,1414989

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity | ok

Priloga G8: Homogenost za vzorec 2; 2. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 381 436 408,5 55
2 382 393 3875 11
3 392 391 391,5 1
4 390 392 391 2
5 391 379 385 12
6 386 419 402,5 33
7 394 417 405,5 23
8 386 391 388,5 5
9 393 413 403 20
10 399 394 396,5 5

number of samples g 10

general average (B.6) 395,95

STD of sample averages (B.7), s¢ 8,384675174

within-samples STD (B.8), s« 16,37528626

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 32,626
Homogeneity | ok
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Priloga G9: Homogenost za vzorec 3; 2. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 695 669 682 26
2 672 677 674,5 5
3 678 677 677,5 1
4 647 690 668,5 43
5 676 693 684,5 17
6 668 676 672 8
7 714 697 705,5 17
8 705 663 684 42
9 717 674 695,5 43
10 662 679 670,5 17

number of samples g 10

general average (B.6) 681,45

STD of sample averages (B.7), s« 11,70339457

within-samples STD (B.8), sw 18,8348082

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 39,2995
Homogeneity | ok

Priloga G10: Homogenost za vzorec 4; 2. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 271 281 276 10
2 276 274 275 2
3 254 269 261,5 15
4 266 263 264.,5 3
5 260 262 261 2
6 272 277 274,5 5
7 265 258 261,5 7
8 259 266 262,5 7
9 261 271 266 10
10 266 276 271 10

number of samples g 10

general average (B.6) 267,35

STD of sample averages (B.7), s¢ 6,146588937

within-samples STD (B.8), s« 5,766281297

between-samples STD (B.9), ss 4,599516883
Expected standard deviation for proficiency assessment *16,594
Homogeneity | ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G11: Homogenost za vzorec 5; 2.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1025 996 1010,5 29
2 1032 991 1011,5 41
3 1020 979 999,5 41
4 1016 985 1000,5 31
5 954 987 970,5 33
6 977 990 983,5 13
7 996 995 995,5 1
8 1003 1022 1012,5 19
9 952 968 960 16
10 963 1003 983 40

number of samples g 10

general average (B.6) 992,7

STD of sample averages (B.7), s« 18,00648031

within-samples STD (B.8), sw 20,78460969

between-samples STD (B.9), ss 10,40352504
Expected standard deviation for proficiency assessment 90,463
Homogeneity | ok
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Priloga G12: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 2. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
02.12.2014) 3.12.2014 | 4.12.2014 | 5.12.2014 | 8.12.2014 | 9.12.2014
Vzorec X Y2 V3 Yo y7
1 168,9 168,7 174,7 170,0 170,5
| x| 0,2 5,8 1,1 1,6
6 4,449 4,449 4,449 4,449
0,3x3 1,3 1,3 1,3 1,3
| x-yi| <0,3%6 ok FALSE ok FALSE
r 28,4 28,4 28,4 28,4
| xvi|<r ok ok ok ok
2 396,0 403,2 391,8 396,0 399,5
| %] 72 42 0,0 3,5
6 32,626 | 32,626 | 32,626 | 32,626
0,3x3 9,8 9,8 9,8 9,8
| x-vi| <0,3%6 ok ok ok ok
r 44,4 44,4 44,4 44,4
| xvi|<r ok ok ok ok
3 681,5 683,0 671,7 6783 686,7
| x-vi | 1,5 9,8 3,2 52
6 39,2995 | 39,2995 | 39,2995 | 39,2995
0,3x5 11,8 11,8 11,8 11,8
| x-vi]| <0,3%6 ok ok ok ok
r 57,2 57,2 57,2 57,2
| X-Yi | <r ok ok ok ok
4 2674 273,0 264,7 254,7 273,5
| x-vi | 5,6 2,7 12,7 6,1
& 16,594* | 16,594% | 16,594* | 16,594*
0,3x5 5,0 5,0 5,0 5,0
| x-yi | <0,3%6 FALSE ok FALSE | FALSE
r 374 37,4 374 37,4
| X-Yi | <r ok ok ok ok
5 992,7 10043 996,8 984,5 9823
| x-vi | 11,6 4,1 8,2 10,4
& 90,463 | 90,463 | 90,463 | 90,463
0,3x5 27,1 27,1 27,1 27,1
| X-Yi | <0,3%x6 ok ok ok ok
r 83,4 83,4 83,4 83,4
| X-Yi | <r ok ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v

standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G13: Homogenost za vzorec 1; 3. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 115 118 116,5 3
2 113 124 118,5 11
3 107 108 107,5 1
4 112 107 109,5 5
5 108 117 112,5 9
6 115 107 111 8
7 123 127 125 4
8 124 115 119,5 9
9 117 102 109,5 15
10 111 113 112 2

number of samples g 10

general average (B.6) 114,15

STD of sample averages (B.7), s« 5,532981917

within-samples STD (B.8), sw 5,599107072

between-samples STD (B.9), ss 3,865085884
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity [ not ok

Priloga G14: Homogenost za vzorec 2; 3. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 217 223 220 6
2 218 227 222,5 9
3 220 232 226 12
4 216 222 219 6
5 215 235 225 20
6 212 218 215 6
7 228 226 227 2
8 226 224 225 2
9 226 223 224,5 3
10 226 217 221,5 9

number of samples g 10

general average (B.6) 222,55

STD of sample averages (B.7), s¢ 3,722678247

within-samples STD (B.8), s« 6,445928948

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment *9,171
Homogeneity | ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G15: Homogenost za vzorec 3; 3. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 613 645 629 32
2 619 652 635,5 33
3 658 628 643 30
4 632 622 627 10
5 638 621 629,5 17
6 635 614 624,5 21
7 653 631 642 22
8 634 612 623 22
9 641 645 643 4
10 622 641 631,5 19

number of samples g 10

general average (B.6) 632,8

STD of sample averages (B.7), s« 7,64198927

within-samples STD (B.8), sw 16,10589954

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 39,2995
Homogeneity | ok

Priloga G16: Homogenost za vzorec 4; 3. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 999 1009 1004 10
2 1036 984 1010 52
3 1006 1004 1005 2
4 1024 1052 1038 28
5 976 1006 991 30
6 993 961 977 32
7 1045 995 1020 50
8 1031 1000 1015,5 31
9 989 991 990 2
10 991 983 987 8

number of samples g 10

general average (B.6) 1003,75

STD of sample averages (B.7), s¢ 18,14639542

within-samples STD (B.8), s« 21,26617032

between-samples STD (B.9), ss 10,15709932
Expected standard deviation for proficiency assessment 96,395
Homogeneity | ok
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Priloga G17: Homogenost za vzorec 5; 3.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1395 1433 1414 38
2 1403 1391 1397 12
3 1335 1408 1371,5 73
4 1346 1351 1348,5 5
5 1377 1384 1380,5 7
6 1339 1422 1380,5 83
7 1369 1345 1357 24
8 1358 1371 1364,5 13
9 1349 1365 1357 16
10 1346 1399 1372,5 53

number of samples g 10

general average (B.6) 13743

STD of sample averages (B.7), s« 19,83151252

within-samples STD (B.8), sw 29,74054472

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 131,2455
Homogeneity | ok
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Priloga G18: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 3. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
06.01.2015) 7.1.2015 | 8.1.2015 | 9.1.2015 | 12.1.2015 | 13.1.2015
Vzorec X V2 V3 Yo y7
1 114,2 114,0 118,0 119,5 110,3
| x| 0,2 3,8 53 3,9
6 4,449 4,449 4,449 4,449
0,3x6 13 1,3 13 13
| x-vi| <0,3%6 ok FALSE | FALSE | FALSE
r 19,2 19,2 19,2 19,2
| xvi|<r ok ok ok ok
2 2226 236,2 232,35 225,7 2278
| %] 13,6 9,9 3,1 52
5 9,171* 9,171* 9,171* 9,171*
0,3x6 2,8 2.8 2,8 2.8
| x-yi| <0,3%6 FALSE | FALSE | FALSE | FALSE
r 374 374 374 374
| xvi|<r ok ok ok ok
3 632,8 642,7 638,5 624,7 637,
| %-¥i] 9,9 5,7 8,1 47
6 39,2995 | 39,2995 | 39,2995 | 39,2995
0,3x6 11,8 11,8 11,8 11,8
| x-vi] <0,3%6 ok ok ok ok
r 53,2 532 53,2 53,2
| X-Yi | <r ok ok ok ok
4 1003,8 978,7 1011,0 1005,3 1020,5
| x-vi | 25,1 7,2 L5 16,7
5 96,395 96,395 96,395 96,395
0,3x6 28,9 28,9 28,9 28,9
| x-yi| <0,3%6 ok ok ok ok
r 84,3 84,3 84,3 84,3
| X-Yi | <r ok ok ok ok
5 1374,3 1375,2 1414,0 1375,3 1436,0
| x-vi | 0,9 39,7 1,0 61,7
5 131,2455 | 131,2455 | 131,2455 | 131,2455
0,3x6 394 394 39,4 394
| x-yi| <0,3x6 ok FALSE ok FALSE
r 1154 1154 1154 1154
| X-Yi | <r ok ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v
standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G19: Homogenost za vzorec 1; 4. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 129 131 130 2
2 133 124 128,5 9
3 115 133 124 18
4 131 124 127,5 7
5 133 139 136 6
6 138 138 138 0
7 127 133 130 6
8 136 125 130,5 11
9 129 133 131 4
10 135 128 131,5 7

number of samples g 10

general average (B.6) 130,7

STD of sample averages (B.7), s« 3,987480407

within-samples STD (B.8), sw 5,983310121

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity | ok

Priloga G20: Homogenost za vzorec 2; 4. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 260 246 253 14
2 245 250 247,5 5
3 260 252 256 8
4 249 257 253 8
5 259 258 258,5 1
6 277 269 273 8
7 244 251 247.5 7
8 273 261 267 12
9 260 268 264 8
10 255 278 266,5 23

number of samples g 10

general average (B.6) 258,6

STD of sample averages (B.7), s¢ 8,72671505

within-samples STD (B.8), s« 7,745966692

between-samples STD (B.9), ss 6,793788012
Expected standard deviation for proficiency assessment *15,144
Homogeneity | not ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G21: Homogenost za vzorec 3; 4.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 467 447 457 20
2 459 443 451 16
3 470 474 472 4
4 468 461 464.,5 7
5 474 447 460,5 27
6 468 470 469 2
7 466 437 451,5 29
8 456 446 451 10
9 469 478 473,5 9
10 458 469 463,5 11

number of samples g 10

general average (B.6) 461,35

STD of sample averages (B.7), s« 8,596026214

within-samples STD (B.8), sw 11,39517442

between-samples STD (B.9), ss 2,994439291
Expected standard deviation for proficiency assessment 40,7825
Homogeneity | ok

Priloga G22: Homogenost za vzorec 4; 4.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 782 757 769,5 25
2 769 795 782 26
3 782 808 795 26
4 818 788 803 30
5 773 779 776 6
6 746 759 752,5 13
7 768 741 754,5 27
8 774 763 768,5 11
9 772 793 782,5 21
10 768 761 764,5 7

number of samples g 10

general average (B.6) 774,8

STD of sample averages (B.7), s¢ 16,32686947

within-samples STD (B.8), s« 14,86943173

between-samples STD (B.9), ss 12,49066318
Expected standard deviation for proficiency assessment 60,0615
Homogeneity | ok
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Priloga G23: Homogenost za vzorec 5; 4.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1702 1700 1701 2
2 1705 1663 1684 42
3 1743 1705 1724 38
4 1764 1704 1734 60
5 1694 1705 1699,5 11
6 1707 1756 1731,5 49
7 1724 1764 1744 40
8 1727 1744 1735,5 17
9 1729 1695 1712 34
10 1707 1706 1706,5 1

number of samples g 10

general average (B.6) 1717,2

STD of sample averages (B.7), s« 19,45250627

within-samples STD (B.8), sw 24,87971061

between-samples STD (B.9), ss 8,300602388
Expected standard deviation for proficiency assessment 131,2455
Homogeneity | ok
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Priloga G24: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 4. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
03.02.2015) 4.2.2015 | 5.2.2015 | 6.2.2015 | 9.2.2015 | 10.2.2015
Vzorec X Y2 V3 s iz
1 130,7 | 1325 127,8 124,7 131,3
| x-vi | 1,8 2,9 6,0 0,6
6 4,449 | 4,449 | 4449 4,449
0,3x3 1,3 1,3 13 1,3
| x-yi| <0,3x6 FALSE | FALSE | FALSE ok
r 22,0 22,0 22,0 22,0
| xvi| <t ok ok ok ok
2 2586 | 261,7 | 2565 252,8 2593
| x-vi 3,1 2.1 5.8 0,7
6 15,144% | 15,144% | 15,144% | 15,144*
0,3x3 4,5 4,5 4,5 45
| x-yi | <0,3%6 ok ok FALSE ok
r 36,2 36,2 36,2 36,2
| xvi| <t ok ok ok ok
3 4614 | 4648 | 4602 | 4602 454,7
| x-vi | 3,4 1,2 1,2 6,7
6 40,7825 | 40,7825 | 40,7825 | 40,7825
0,3x5 12,2 12,2 12,2 12,2
| x-yi| <0,3%x6 ok ok ok ok
r 51,7 51,7 51,7 51,7
| X-Yi | <r ok ok ok ok
4 7748 | 7642 | 7602 | 7677 764,5
| x-vi | 10,6 14,6 7,1 10,3
& 60,0615 | 60,0615 | 60,0615 | 60,0615
0,3x5 18,0 18,0 18,0 18,0
| x-yi | <0,3%6 ok ok ok ok
r 65,1 65,1 65,1 65,1
| X-Yi | <r ok ok ok ok
5 17172 | 17082 | 16842 | 1702,0 | 1741,0
| x-vi | 9,0 33,0 15,2 23,8
8 131,2455 | 131,2455 | 131,2455 | 131,2455
0,3x5 39,4 39,4 39,4 39,4
| X-Yi | <0,3%x6 ok ok ok ok
r 144,2 144,2 144,2 144,2
| X-Yi | <r ok ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v
standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G25: Homogenost za vzorec 1; 5. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 163 147 155 16
2 169 159 164 10
3 153 163 158 10
4 152 167 159,5 15
5 140 161 150,5 21
6 158 165 161,5 7
7 146 158 152 12
8 155 153 154 2
9 152 148 150 4
10 153 156 154,5 3

number of samples g 10

general average (B.6) 155,9

STD of sample averages (B.7), s« 4,712866549

within-samples STD (B.8), sw 8,197560613

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity | ok

Priloga G26: Homogenost za vzorec 2; 5. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 277 268 2725 9
2 289 287 288 2
3 286 291 288.,5 5
4 281 280 280,5 1
5 277 284 280,5 7
6 294 281 287,5 13
7 287 288 287,5 1
8 293 282 287,5 11
9 283 291 287 8
10 279 290 284,5 11

number of samples g 10

general average (B.6) 2844

STD of sample averages (B.7), s¢ 5,135930079

within-samples STD (B.8), s« 5,639148872

between-samples STD (B.9), ss 3,23693957
Expected standard deviation for proficiency assessment *19,419
Homogeneity | ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G27: Homogenost za vzorec 3; 5. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 531 544 537,5 13
2 540 542 541 2
3 530 526 528 4
4 507 519 513 12
5 524 521 522,5 3
6 502 512 507 10
7 541 517 529 24
8 541 499 520 42
9 523 521 522 2
10 510 529 519,5 19

number of samples g 10

general average (B.6) 523,95

STD of sample averages (B.7), s« 10,35334085

within-samples STD (B.8), sw 12,54392283

between-samples STD (B.9), ss 5,340099874
Expected standard deviation for proficiency assessment 39,2995
Homogeneity | ok

Priloga G28: Homogenost za vzorec 4; 5. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 775 778 776,5 3
2 779 762 770,5 17
3 803 764 783,5 39
4 749 738 743,5 11
5 763 763 763 0
6 760 785 772,5 25
7 795 800 797,5 5
8 798 757 7717,5 41
9 787 786 786,5 1
10 763 784 773,5 21

number of samples g 10

general average (B.6) 774,45

STD of sample averages (B.7), s¢ 14,45769691

within-samples STD (B.8), s« 15,35089574

between-samples STD (B.9), ss 9,549869109
Expected standard deviation for proficiency assessment 60,0615
Homogeneity | ok
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Priloga G29: Homogenost za vzorec 5; 5.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1006 1041 1023,5 35
2 1062 1053 1057,5 9
3 1047 1010 1028,5 37
4 1041 1043 1042 2
5 1057 1009 1033 48
6 1042 1056 1049 14
7 1084 1077 1080,5 7
8 1077 1068 1072,5 9
9 1051 1042 1046,5 9
10 1046 1033 1039,5 13

number of samples g 10

general average (B.6) 1047,25

STD of sample averages (B.7), s« 18,43343882

within-samples STD (B.8), sw 16,67183253

between-samples STD (B.9), ss 14,17097974
Expected standard deviation for proficiency assessment 96,395
Homogeneity | ok
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Priloga G30: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 5. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 6 7
(dan priprave vzorcev = 0;
03.03.2015) 4.3.2015 | 5.3.2015 | 6.3.2015 | 9.3.2015 | 10.3.2015
Vzorec X 2 V3 Yo 7
1 1559 | 1520 | 1630 | 1545 156,7
| x-vi | 3,9 7,1 1,4 0,8
& 4449 | 4449 | 4449 | 4,449
0,3x6 13 1,3 13 13
| x-yi| <0,3x6 FALSE | FALSE | FALSE ok
r 26,2 26,2 26,2 26,2
| x-yi| <r ok ok ok ok
2 2844 | 287,7 | 2905 | 281,0 | 2832
| x-vi | 33 6,1 3.4 1,2
6 19,419 | 19,419 | 19,419*% | 19,419*
0,3x6 5.8 5.8 5.8 5.8
| x-yi | <0,3%6 ok | FALSE | ok ok
r 39,8 39,8 39,8 39,8
| x-yi| <r ok ok ok ok
3 524,0 | 527,5 | 5397 | 5253 | 5255
| x-vi | 3,5 15,7 1,3 1,5
6 39,2995 | 39,2995 | 39,2995 | 39,2995
0,3x6 11,8 11,8 118 11,8
| x-yi | <0,3%6 ok | FALSE | ok ok
r 58,7 58,7 58,7 58,7
| X-Yi | <r ok ok ok ok
4 7745 | 7802 | 7683 | 768, | 7612
| x-vi | 5,7 6,2 58 13,3
5 60,0615 | 60,0615 | 60,0615 | 60,0615
0,3x6 18,0 18,0 18,0 18,0
| x-yi | <0,3%6 ok ok ok ok
r 65,1 65,1 65,1 65,1
| X-Yi | <r ok ok ok ok
5 1047,3 | 1056,3 | 1049,5 | 1028,0 | 10258
| x-vi | 9,0 22 19,3 21,5
5 96,395 | 96,395 | 96,395 | 96,395
0,3x6 28,9 28,9 28,9 28,9
| X-Yi | <0,3x6 ok ok ok ok
r 88,0 88,0 88,0 88,0
| X-Yi | <r ok ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v
standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G31: Homogenost za vzorec 1; 6. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 171 143 157 28
2 151 150 150,5 1
3 155 162 158,5 7
4 156 151 153,5 5
5 150 150 150 0
6 158 148 153 10
7 151 151 151 0
8 158 151 154,5 7
9 143 147 145 4
10 155 161 158 6

number of samples g 10

general average (B.6) 153,1

STD of sample averages (B.7), s« 4,175324339

within-samples STD (B.8), sw 7,280109889

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 4,449
Homogeneity | ok

Priloga G32: Homogenost za vzorec 2; 6.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 304 289 296,5 15
2 291 276 283,5 15
3 294 291 292,5 3
4 309 290 299,5 19
5 288 295 291,5 7
6 299 294 296,5 5
7 311 278 294,5 33
8 307 311 309 4
9 293 291 292 2
10 296 299 297,5 3

number of samples g 10

general average (B.6) 2953

STD of sample averages (B.7), s¢ 6,549809158

within-samples STD (B.8), s« 10,02995513

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment *21,225
Homogeneity | ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626

(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014).
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Priloga G33: Homogenost za vzorec 3; 6.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 500 490 495 10
2 471 476 476,5 1
3 497 483 490 14
4 501 470 485,5 31
5 498 483 490,5 15
6 465 486 475,5 21
7 475 466 470,5 9
8 484 472 478 12
9 488 487 487,5 1
10 489 491 490 2

number of samples g 10

general average (B.6) 483,9

STD of sample averages (B.7), s« 8,140434059

within-samples STD (B.8), sw 10,37786105

between-samples STD (B.9), ss 3,523729085
Expected standard deviation for proficiency assessment 40,7825
Homogeneity | ok

Priloga G34: Homogenost za vzorec 4; 6.

ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#l, X1 value#2, X, sample average (B.4), X, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 842 856 849 14
2 859 843 851 16
3 886 841 863,5 45
4 848 881 864,5 33
5 851 869 860 18
6 856 838 847 18
7 846 840 843 6
8 851 839 845 12
9 843 860 851,5 17
10 840 867 853,5 27

number of samples g 10

general average (B.6) 852,8

STD of sample averages (B.7), s¢ 7,554248253

within-samples STD (B.8), s« 16,44992401

between-samples STD (B.9), ss 0
Expected standard deviation for proficiency assessment 90,463
Homogeneity | ok
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Priloga G35: Homogenost za vzorec 5; 6. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Homogeneity check (ISO 13528 Annex B) Example data
Sample t value#1, X, value#2, X, sample average (B.4), x, | between-test-portion ranges (B.5), w;
1 1381 1353 1367 28
2 1363 1330 1346,5 33
3 1384 1332 1358 52
4 1358 1307 1332,5 51
5 1391 1371 1381 20
6 1306 1348 1327 42
7 1340 1302 1321 38
8 1362 1385 1373,5 23
9 1382 1371 1376,5 11
10 1365 1326 1345,5 39

number of samples g 10

general average (B.6) 1352,85

STD of sample averages (B.7), s« 21,59224398

within-samples STD (B.8), sw 25,45289767

between-samples STD (B.9), ss 11,92895637
Expected standard deviation for proficiency assessment 131,2455
Homogeneity | ok
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Priloga G36: Ugotavljanje stabilnosti vzorcev za 6. ponovitev poskusa (SSCx1000/ml).

Dan 1 2 3 7
(dan priprave vzorcev = 0;
31.03.2015) 1.4.2015 | 2.4.2015 | 3.4.2015 | 7.4.2015
Vzorec X Y2 V3 v7
1 1531 | 1522 150,5 146,5
| x| 0,9 2,6 6,6
5 4,449 | 4449 | 4449
0,3%6 13 1,3 13
| x-yi| <0,3%6 ok FALSE | FALSE
r 25,7 25,7 25,7
| xvi|<r ok ok ok
2 2953 | 2923 | 2928 | 2880
| x-vi | 3,0 2,5 73
5 21,225% | 21,225% | 21,225%
0,3x6 6,4 6,4 6,4
| x-yi| <0,3%6 ok ok FALSE
r 413 413 413
| xvi|<r ok ok ok
3 4839 | 4730 | 4752 | 4658
| x-vi | 10,9 8,7 18,1
5 40,7825 | 40,7825 | 40,7825
0,3x6 12,2 12,2 12,2
| x-yi| <0,3%6 ok ok FALSE
r 54,2 54,2 54,2
| X-Yi | <r ok ok ok
4 852,8 | 843,0 | 8432 | 8280
| x-vi | 9,8 9,6 24,8
5 90,463 | 90,463 | 90,463
0,3x6 27,1 27,1 27,1
| x-yi | <0,3%6 ok ok ok
r 71,6 71,6 71,6
| X-Yi | <r ok ok ok
5 1352,9 | 12840 | 1329,7 | 12778
| X-yi 68,9 232 75,1
& 131,2455 | 131,2455 | 131,2455
0,3x6 394 394 394
| x-yi| <0,3x6 FALSE ok FALSE
r 113,6 113,6 113,6
| X-Yi | <r ok ok ok

*G je interpolirana (glede na x) med vrednostjo za 6=4,449 (pri 194 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014) in vrednostjo za 6=32,626
(pri 364 x1000 celic/ml iz MP oktober 2014). Vrednosti za r so dobljene s preraunom iz podanih kriterijev za s, (r = 2,8s,) v
standardu ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006) glede na Stevilo somatskih celic.
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Priloga G37: Povzetek ugotavljanja stabilnosti vzorcev pri ponovitvah poskusa (dan
priprave vzorcev t = 0) pri upoStevanju kriterija iz standarda ISO 13528 (2005).

e | vaons )

2 3 6 7

1 x v v x

2 x x v v

1 3 v v v v
4 v v v v

5 v v v v

1 v x v x

2 v v v v

2 3 v v v v
4 x v x x

5 v v v v

1 v x x x

2 x x x x

3 3 v v v v
4 v v v v

5 v x v x

1 x x x v

2 v v x v

4 3 v v v v
4 v v v v

5 v v v v

1 x x x v

2 v x v v

5 3 v x v v
4 v v v v

5 v v v v

1 v x x

2 v v x

6 3 v v ni meritev x
4 v v v

5 x v x

Legenda: v ustrezna stabilnost, ¥ neustrezna stabilnost
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Priloga G38: Ugotavljanje homogenosti in stabilnosti zamrznjenjih (-20 °C) vzorcev
(april 2015).

Dan 2 22 31 45
(dan priprave vzorcev = 0;
14.04.2015) 16.4.2015 6.5.2015 15.5.2015 29.5.2015
Vzorec Test X y y y.
homogenosti ¥ e Yas
1 153,1 155,2 156,8 163,0
| x-vi | 2,1 3,7 9,9
0,3x6 (6=28,898) 2,7 2,7 2,7
ok
| x-yi | <0,3x6 ok FALSE FALSE
r 25,0 25,0 25,0
|§-§, | <r ok ok ok
2 465,1 479,5 468,2 4747
| x-vi | 14,4 3,1 9,6
0,3x6 (6=16,313) 49 49 49
ok
| x-yi | <0,3%6 FALSE ok FALSE
r 50,0 50,0 50,0
| X-Yi | <r ok ok ok

Vrednosti za 6 so izraCunane iz medlaboratorijske primerjave organizirane (IML-PRO)
v aprilu 2015, vrednosti za r pa so povzete iz standarda ISO 13366-2/IDF 148-2 (2006)
glede na raven Stevila somatskih celic.
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Priloga H
Podatki za statisticno analizo:
Povprecja za sisteme umerjanja A, A,, B, C in D, izracunana iz vrnjenih podatkov
S z upoStevanjem umeritvenih enacb, ter povprecja sistema T

Priloga H1: Povprecja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme
umerjanj Aj, A;, B, C, D in T ter podatki S za 1. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij ur?liesrtjeanlzja a Os()%?ml) Vzorec Laboratorij urilsrtji;lja a OSO%?ml)
1 1 Al 44,5 1 6 D 37,7
1 1 A2 47,1 1 6 T 36,7
1 1 B 41,8 1 6 S 36,7
1 1 C 45,2 2 1 Al 227,6
1 1 D 31,8 2 1 A2 2344
1 1 T 35,2 2 1 B 2234
1 1 S 34,4 2 1 C 228,1
1 2 Al 36,5 2 1 D 217,6
1 2 A2 38,5 2 1 T 254,0
1 2 B 33,9 2 1 S 235,6
1 2 C 37,5 2 2 Al 250,1
1 2 D 43,7 2 2 A2 257,1
1 2 T 39,3 2 2 B 245,8
1 2 S 39,3 2 2 C 250,7
1 3 Al 39,4 2 2 D 255,5
1 3 A2 41,5 2 2 T 229,7
1 3 B 36,8 2 2 S 229,7
1 3 C 40,5 2 3 Al np
1 3 D 37,4 2 3 A2 np
1 3 T 35,9 2 3 B np
1 3 S 359 2 3 C np
1 4 Al 40,0 2 3 D np
1 4 A2 42,3 2 3 T np
1 4 B 37,4 2 3 S np
1 4 C 40,8 2 4 Al 239,1
1 4 D 28,7 2 4 A2 2459
1 4 T 29,7 2 4 B 2349
1 4 S 33,5 2 4 C 239,6
1 5 Al 40,5 2 4 D 2304
1 5 A2 43,1 2 4 T 238,0
1 5 B 37,6 2 4 S 268,5
1 5 C 40,9 2 5 Al 261,9
1 5 D 37,8 2 5 A2 269,5
1 5 T 37,4 2 5 B 2573
1 5 S 37,4 2 5 C 262,2
1 6 Al 37,5 2 5 D 259,9
1 6 A2 40,1 2 5 T 2574
1 6 B 34,7 2 5 S 2574
1 6 C 37,5 se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H1

Vzorec Laboratorij urii;;jzr;lja (1OSO§)?ml)
5 5 Al 251,5
5 6 A2 258,8
2 6 B 247,0
> 6 C 251,5
B 6 D 251,6
5 6 T 2448
5 6 S 2448
3 1 Al 530,7
3 1 A2 544,3
3 1 B 524,1
3 1 C 530,8
3 1 D 525,2
3 1 T 611,4
3 1 S 568,7
3 2 Al 583,9
3 2 A2 598,7
3 2 B 576,9
3 2 C 584,0
3 2 D 586,5
3 2 T 5272
3 2 S 527,2
3 3 Al 577,6
3 3 A2 592,2
3 3 B 570,6
3 3 C 571,7
3 3 D 576,8
3 3 T 554,3
3 3 S 554,3
3 4 Al 552,8
3 4 A2 566,9
3 4 B 546,1
3 4 C 553,0
3 4 D 548,3
3 4 T 566,3
3 4 S 639,0
3 5 Al 589,8
3 5 A2 604,8
3 5 B 582,7
3 5 C 589,9
3 5 D 588.,9
3 5 T 583,2
3 5 S 583,2
3 6 Al 591,2
3 6 A2 606,3
3 6 B 584,2
3 6 C 591,2
3 6 D 591,3

Vzorec Laboratorij ui?:j?::j a (1 OS()%(/:ml)
3 6 T 5753
3 6 S 575,3
4 1 Al 776,6
4 1 A2 795,8
4 1 B 768,0
2 1 C 776,4
2 1 D 774,71
4 1 T 903,0
4 1 S 838,9
4 2 Al 880,8
4 2 A2 902,5
4 2 B 871,4
4 2 C 880,4
4 2 D 880,9
2 ) T 791,8
2 ) S 7918
2 3 Al 842,2
4 3 A2 863,0
4 3 B 833,1
4 3 C 841,9
2 3 D 842,1
4 3 T 809,2
4 3 S 809,2
4 4 Al 780,4
2 4 A2 799,7
2 4 B 771,9
4 4 C 780,2
4 4 D 778,9
4 4 T 804,4
4 4 S 907,7
2 5 Al 861,8
4 5 A2 882,9
4 5 B 852,7
2 5 C 861,7
2 5 D 861,7
2 5 T 8534
4 5 S 853,4
4 6 Al 857,7
2 6 A2 878,7
2 6 B 848,6
2 6 C 857,7
4 6 D 857,7
4 6 T 834,5
4 6 S 834,5
5 1 Al 1208,0
5 1 A2 1237,1
5 1 B 1196,1

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H1

Vzorec Laboratorij urii;;jzr;lja (1OSO§)?ml)
P ) c 12074
P ) D 1212,6
P ) T 1399,9
P 1 S 1313,1
P ) Al 1384,6
P 5 A2 1418,1
P ) B 1371,2
P ) c 13834
e ) D 1380,5
P ) T 1240,9
P > S 1240,9
5 3 Al 1348,0
P 3 A2 1380,7
P 3 B 1334,9
P 3 c 1346,9
P 3 D 1349,1
5 3 T 1296,5
P 3 S 1296,5
P 4 Al 1309,5

Opomba: np - ni podatka; podatki S - meritve na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na

ordinati 0.

Vzorec Laboratorij ui?:j?::j a (1 OS()%(/:ml)
5 4 A2 1341,1
5 4 B 1296,8
5 4 C 1308,7
5 4 D 1315,0
5 4 T 1358,2
5 4 S 1532,5
5 5 Al 1353,1
5 5 A2 1385,2
5 5 B 1340,1
5 5 C 1352,7
5 5 D 1354,5
5 5 T 1341,5
5 5 S 1341,5
5 6 Al 1342,7
5 6 A2 1374,6
5 6 B 1329,8
5 6 C 13427
5 6 D 1342,5
5 6 T 1306,2
5 6 S 1306,2
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Priloga H2: Povpre¢ja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme

umerjanj Aj, Ay, B, C, D in T ter podatki S za 2. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij ui?:ji::ja (los()%fml)
1 1 Al 154,1
1 1 A2 159,2
1 1 B 150,5
1 1 C 154,7
1 1 D 143,0
1 1 T 161,0
1 1 S 154,8
1 2 Al 183,5
1 2 A2 189,1
1 2 B 179,8
1 2 C 184,3
1 2 D 189,6
1 2 T 170,4
1 2 S 170,4
1 3 Al 162,7
1 3 A2 167,7
1 3 B 159,2
1 3 C 163,6
1 3 D 161,0
1 3 T 154,7
1 3 S 154,7
1 4 Al 159,0
1 4 A2 164,0
1 4 B 155,4
1 4 C 159,6
1 4 D 149,2
1 4 T 156,7
1 4 S 173,9
1 5 Al 169,1
1 5 A2 174,6
1 5 B 165,2
1 5 C 169,4
1 5 D 166,8
1 5 T 165,2
1 5 S 165,2
1 6 Al 173,9
1 6 A2 179,6
1 6 B 170,1
1 6 C 173,9
1 6 D 174,1
1 6 T 169,4
1 6 S 169,4
5 1 Al 360,9
2 1 A2 370,7
2 1 B 355,7

Vzorec Laboratorij mi?rtje;}a (1 OSO?)(/:ml)
2 1 C 361,3
2 1 D 3529
2 1 T 402,5
2 1 S 382,1
2 2 Al 431,1
2 2 A2 4423
2 2 B 4253
2 2 C 4314
2 2 D 435,0
2 2 T 391,0
2 2 S 391,0
2 3 Al 3973
2 3 A2 407,8
2 3 B 391,9
2 3 C 397,8
2 3 D 396,2
2 3 T 380,7
2 3 S 380,7
2 4 Al 389,3
2 4 A2 399,6
2 4 B 383,9
2 4 C 389,7
2 4 D 382,6
2 4 T 401,7
2 4 S 4459
2 5 Al 427,5
2 5 A2 438,8
2 5 B 421,6
2 5 C 427,6
2 5 D 426,0
2 5 T 4219
2 5 S 4219
2 6 Al 402,8
2 6 A2 413,6
2 6 B 397,2
2 6 C 402,3
2 6 D 402,9
2 6 T 392,0
2 6 S 392,0
3 1 Al 619,6
3 1 A2 6353
3 1 B 6123
3 1 C 619,7
3 1 D 615,4

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H2

Vzorec Laboratorij urii;;jzr;lja (1OSO§)?ml)
3 1 T 683,8
3 1 S 666,4
3 2 Al 733,9
3 2 A2 752,2
3 5 B 725.7
3 2 C 733,7
3 2 D 735,3
3 2 T 660,9
3 2 S 660,9
3 3 Al 676,4
3 3 A2 693,4
3 3 B 668,7
3 3 C 676,4
3 3 D 675,9
3 3 T 649,5
3 3 S 649,5
3 4 Al 666,2
3 4 A2 682,9
3 4 B 658,6
3 4 C 666,2
3 4 D 663,2
3 4 T 696,3
3 4 S 772,9
3 5 Al 696,3
3 5 A2 713,7
3 5 B 688,4
3 5 C 696,3
3 5 D 695,7
3 5 T 689,0
3 5 S 689,0
3 6 Al 693,3
3 6 A2 710,6
3 6 B 685,5
3 6 C 693,3
3 6 D 693,4
3 6 T 674,6
3 6 S 674,6
4 1 Al 246,5
4 1 A2 253,7
4 1 B 2422
4 1 C 247,0
4 1 D 236,8
4 1 T 260,9
4 1 S 256,4
4 2 Al 284,7
4 2 A2 292,6
4 2 B 280,2

Vzorec Laboratorij ui?:j?::j a (1 OS()%(/:ml)
2 2 C 2854
2 2 D 289,9
4 2 T 260,6
2 2 S 260,6
2 3 Al 264,0
4 3 A2 2713
2 3 B 259,6
4 3 C 264,7
2 3 D 2624
2 3 T 252,2
2 3 S 2522
2 4 Al 259,5
4 4 A2 266,8
4 4 B 255,1
2 4 C 260,0
2 4 D 251,1
2 4 T 263,6
4 4 N 292,6
2 5 Al 281,2
2 5 A2 289,3
2 5 B 276,5
4 5 C 281,5
4 5 D 279,3
2 5 T 276,6
2 5 S 276,6
2 6 Al 270,4
4 6 A2 278,2
2 6 B 265,8
2 6 C 270,4
2 6 D 270,5
2 6 T 263,2
4 6 S 263,2
5 1 Al 874,2
5 1 A2 895,7
5 1 B 864.,9
5 1 C 874,0
5 1 D 873,8
5 1 T 956,8
5 1 S 946,2
5 2 Al 1078,8
5 ) A2 1105,1
5 2 B 1067,8
5 ) C 1078,1
5 ) D 1077,2
5 ) T 968,3
5 2 S 968,3
5 3 Al 994,0

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H2

Vzorec Laboratorij urii;;jzr;lja (1OSO§)?ml)
P 3 A2 10184
P 3 B 983,7
P 3 C 9935
P 3 D 994,3
P 3 T 955,5
P 3 S 955,5
P 1 Al 934,5
P 4 A2 957.4
e 4 B 924.8
P 4 C 9342
5 4 D 935,1
P 4 T 981,7
P 4 S 1089,7

Opomba: podatki S - meritve na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati O.

Vzorec Laboratorij ui?:j?::j a (1 OS()%(/:ml)
5 5 Al 1015,5
5 5 A2 1040,1
5 5 B 1005,1
5 5 C 1015,3
5 5 D 1015,9
5 5 T 1006,1
5 5 S 1006,1
5 6 Al 1027,9
5 6 A2 1052,7
5 6 B 1017,4
5 6 C 1027,9
5 6 D 1027,8
5 6 T 1000,0
5 6 S 1000,0
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Priloga H3: Povpre¢ja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme

umerjanj Aj, Ay, B, C, D in T ter podatki S za 3. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij uriféznrzja (1 OSO?)(/:ml) Vzorec Laboratorij urif:jzrr%a a OSO%Sml)
1* 1 Al np 2 1 C 206,7
1* 1 A2 np 2 1 D 195,9
1* 1 B np 2 1 T 226,7
1* 1 C np 2 1 S 212,1
1* 1 D np 2 2 Al 2382
1* 1 T np 2 2 A2 245,0
1* 1 S np 2 2 B 234,0
1* 2 Al np 2 2 C 238,9
1* 2 A2 np 2 2 D 2437
1* 2 B np 2 2 T 219,1
1* 2 C np 2 2 S 219,1
1* 2 D np 2 3 Al 211,8
1* 2 T np 2 3 A2 218,0
1* 2 S np 2 3 B 207,9
1* 3 Al np 2 3 C 212,6
1* 3 A2 np 2 3 D 210,2
1* 3 B np 2 3 T 225,1
1* 3 C np 2 3 S 202,0
1* 3 D np 2 4 Al 220,8
1* 3 T np 2 4 A2 227,2
1* 3 S np 2 4 B 216,7
1* 4 Al np 2 4 C 221,3
1* 4 A2 np 2 4 D 211,9
1* 4 B np 2 4 T 2154
1% 4 C np 2 4 S 246,9
1* 4 D np 2 5 Al 2434
1* 4 T np 2 5 A2 250,6
1* 4 S np 2 5 B 239,0
1* 5 Al np 2 5 C 243,6
1* 5 A2 np 2 5 D 2413
1* 5 B np 2 5 T 239,0
1* 5 C np 2 5 S 239,0
1* 5 D np 2 6 Al 239,2
1* 5 T np 2 6 A2 246,3
1* 5 S np 2 6 B 2349
1* 6 Al np 2 6 C 239,2
1* 6 A2 np 2 6 D 2394
1* 6 B np 2 6 T 2329
1* 6 C np 2 6 S 2329
1* 6 D np 3 1 Al 589,2
1* 6 T np 3 1 A2 604,2
1* 6 S np 3 1 B 582,2

1 Al 206,2 3 1 C 589,3
1 A2 212,5 3 1 D 584,6
1 B 202,2 se nadaljuje




Jancigaj G. Primerjava sistemov umerjanja in§trumentov za dolocanje Stevila somatskih celic v mleku.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2016

nadaljevanje Priloge H3

Vzorec Laboratorij uriijrtjzzlja (IOSO%Sml)
3 1 T 660,9
3 1 S 633,0
3 2 Al 682,2
3 2 A2 699,3
3 P} B 674,4
3 P C 682,1
3 2 D 684,0
3 2 T 614,8
3 2 S 614,8
3 3 Al 623,5
3 3 A2 639,3
3 3 B 616,2
3 3 C 623,6
3 3 D 622,9
3 3 T 641,1
3 3 S 598,6
3 4 Al 631,9
3 4 A2 647,9
3 4 B 624,6
3 4 C 632,0
3 4 D 628,5
3 4 T 655,2
3 4 S 732,4
3 5 Al 676,3
3 5 A2 693,2
3 5 B 668,5
3 5 C 676,3
3 5 D 675,6
3 5 T 669,1
3 5 S 669,1
3 6 Al 659,8
3 6 A2 676,4
3 6 B 652,2
3 6 C 659.,8
3 6 D 659,8
3 6 T 642,0
3 6 S 642,0
2 1 Al 974,3
2 1 A2 998,0
4 1 B 964,2
4 1 C 973,9
4 1 D 975,4
4 1 T 1061,7
4 1 S 1056,2
4 2 Al 1052,8
2 P A2 1078,5
4 2 B 1042,0

Vzorec Laboratorij uriiczsrtjzrr%a (1 Os()%sjml)
2 2 C 1052,1
4 2 D 1051,4
2 2 T 945,1
2 2 S 945,1
2 3 Al 1012,1
2 3 A2 1036,9
4 3 B 1001,7
2 3 C 1011,5
2 3 D 1012,4
2 3 T 1035,7
2 3 S 972,9
4 4 Al 1145,3
2 4 A2 1173,1
2 4 B 1133,9
2 4 C 1144,7
4 4 D 1148,7
4 4 T 1167,1
2 4 S 1338,6
2 5 Al 1003,8
2 5 A2 1028,1
4 5 B 993,6
2 5 C 1003,6
2 5 D 1004,1
2 5 T 994,5
2 5 S 994,5
4 6 Al 1043,4
2 6 A2 1068,6
2 6 B 1032,9
2 6 C 1043.,4
2 6 D 1043,3
4 6 T 1015,1
2 6 S 1015,1
5 1 Al 1332,6
5 1 A2 1364,5
5 1 B 1319,7
5 1 C 1331,9
5 1 D 1339,1
5 1 T 1503,8
5 1 S 1450,0
5 2 Al 1423,9
5 2 A2 1458,3
5 2 B 1410,1
5 2 C 1422,6
5 2 D 1419,4
5 2 T 1275,9
5 2 S 12759
5 3 Al 1393.4

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H3

Vzorec Laboratorij uriisrtjzrga (IOSO%?ml)
5 3 A2 1427,1
5 3 B 1379,9
5 3 C 1392,1
5 3 D 1394,6
5 3 T 14355
5 3 S 1340,2
5 4 Al 1643,2
5 4 A2 1682,4
5 4 B 1627,8
5 4 C 1641,9
5 4 D 1653,1
5 4 T 1491,8
5 4 S 1926,5

Vzorec Laboratorij uiiesrtjzr%a (1 os()%sjml)
5 5 Al 1337,5
5 5 A2 1369,3
5 5 B 1324,7
5 5 C 1337,1
5 5 D 1338,9
5 5 T 1326,0
5 5 S 1326,0
5 6 Al 1431,3
5 6 A2 1465,2
5 6 B 1417,8
5 6 C 1431,3
5 6 D 1431,1
5 6 T 13924
5 6 S 13924

Opomba: *vzorec 1 je bil zaradi nehomogenosti iz obdelave izloCen; np - ni podatka; podatki S - meritve

na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0.
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Priloga H4: Povpre¢ja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme

umerjanj Aj, Ay, B, C, D in T ter podatki S za 4. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij uriféznrzja (1 OSO?)(/:ml) Vzorec Laboratorij urif:jzrr%a a OSO%Sml)

1 1 Al 123,4 2% 1 C np

1 1 A2 127,8 2% 1 D np

1 1 B 120,1 2% 1 T np

1 1 C 124,0 2% 1 S np

1 1 D 111,8 2% 2 Al np

1 1 T 121,1 2% 2 A2 np

1 1 S 121,1 2% 2 B np

1 2 Al 132,5 2% 2 C np

1 2 A2 136,8 2% 2 D np

1 2 B 129,2 2% 2 T np

1 2 C 1334 2% 2 S np

1 2 D 139,0 2% 3 Al np

1 2 T 1249 2% 3 A2 np

1 2 S 124,9 2% 3 B np

1 3 Al 139,5 2% 3 C np

1 3 A2 1439 2% 3 D np

1 3 B 136,1 2% 3 T np

1 3 C 140,4 2% 3 S np

1 3 D 137,7 2% 4 Al np

1 3 T 131,7 2% 4 A2 np

1 3 S 132,3 2% 4 B np

1 4 Al 1254 2% 4 C np

1 4 A2 129,7 2% 4 D np

1 4 B 122,1 2% 4 T np

1 4 C 126,1 2% 4 S np

1 4 D 1152 2% 5 Al np

1 4 T 119,7 2% 5 A2 np

1 4 S 1343 2% 5 B np

1 5 Al 1343 2% 5 C np

1 5 A2 139,0 2% 5 D np

1 5 B 130,7 2% 5 T np

1 5 C 134,6 2% 5 S np

1 5 D 131,9 2% 6 Al np

1 5 T 130,6 2% 6 A2 np

1 5 S 130,6 2% 6 B np

1 6 Al 132,4 2% 6 C np

1 6 A2 137,1 2% 6 D np

1 6 B 128,9 2% 6 T np

1 6 C 132,4 2% 6 S np

1 6 D 132,6 3 1 Al 4342

1 6 T 129,0 3 1 A2 445.6

1 6 S 129,0 3 1 B 4283
2% 1 Al np 3 1 C 4344
2% 1 A2 np 3 1 D 4272
2% 1 B np se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H4

Vzorec Laboratorij uriijrtjzzlja (IOSO%Sml)
3 1 T 462,6
3 1 S 462,6
3 2 Al 468,9
3 2 A2 481,0
3 P} B 462,8
3 P C 469,2
3 2 D 472,5
3 2 T 424,7
3 2 S 424,7
3 3 Al 451,6
3 3 A2 463,4
3 3 B 445,7
3 3 C 452,0
3 3 D 450,6
3 3 T 462,9
3 3 S 433,0
3 4 Al 472,5
3 4 A2 484,7
3 4 B 466,4
3 4 C 472,7
3 4 D 466,9
3 4 T 470,9
3 4 S 544,1
3 5 Al 482,4
3 5 A2 495,0
3 5 B 476,2
3 5 C 482,6
3 5 D 481,1
3 5 T 476,5
3 5 S 476,5
3 6 Al 471,8
3 6 A2 484,1
3 6 B 465,6
3 6 C 471,8
3 6 D 471,9
3 6 T 459,1
3 6 S 459,1
2 1 Al 723,8
2 1 A2 741,8
4 1 B 715,7
4 1 C 723,77
4 1 D 721,2
2 1 T 780,9
4 1 S 780,9
4 P Al 792,7
2 P A2 8124
4 2 B 784,0

Vzorec Laboratorij uriiczsrtjzrr%a (1 Os()%sjml)
2 2 C 792,4
4 2 D 793,5
2 2 T 7133
2 2 S 7133
2 3 Al 749,1
2 3 A2 767,71
4 3 B 740,7
2 3 C 748,9
4 3 D 748,7
4 3 T 756,1
2 3 S 719,5
4 4 Al 800,5
2 4 A2 820,3
2 4 B 791,8
2 4 C 800,3
4 4 D 799,2
4 4 T 791,9
4 4 S 9314
2 5 Al 788,5
2 5 A2 808,0
4 5 B 779,9
2 5 C 7884
2 5 D 788,2
2 5 T 780,6
2 5 S 780,6
4 6 Al 791,8
2 6 A2 811,3
2 6 B 7832
2 6 C 791,8
4 6 D 791,8
4 6 T 770,4
2 6 S 770,4
5 1 Al 1601,6
5 1 A2 1639,6
5 1 B 1586,5
5 1 C 1600,5
5 1 D 1612,1
5 1 T 1745,6
5 1 S 1745,6
5 2 Al 1776,1
5 2 A2 1818,7
5 2 B 1759,5
5 2 C 1774,2
5 2 D 1768,7
5 2 T 1589,8
5 2 S 1589,8
5 3 Al 1690,3

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H4

Vzorec Laboratorij uriisrtjzrga (IOSO%?ml)
5 3 A2 1730,9
5 3 B 1674,4
5 3 C 1688,5
5 3 D 1692,2
5 3 T 1712,6
5 3 S 1626,2
5 4 Al 1756,7
5 4 A2 1798,5
5 4 B 1740,3
5 4 C 17553
5 4 D 1768,1
5 4 T 1771,5
5 4 S 2060,5

Vzorec Laboratorij uiiesrtjzr%a (1 os()%sjml)
5 5 Al 1737,6
5 5 A2 1778,4
5 5 B 1721,7
5 5 C 1736.9
5 5 D 1740,2
5 5 T 1723,5
5 5 S 1723,5
5 6 Al 17772
5 6 A2 1818.8
5 6 B 1761,0
5 6 C 1777,2
5 6 D 1776,9
5 6 T 1728,8
5 6 S 1728,8

Opomba: *vzorec 2 je bil zaradi nehomogenosti iz obdelave izloCen ; np - ni podatka; podatki S - meritve

na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0.
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Priloga H5: Povpre¢ja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme

umerjanj Aj, Ay, B, C, D in T ter podatki S za 5. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij uriféznr:ja (1 OSO?)(/:ml) Vzorec Laboratorij uriiesrtjilrrrlga a OSO%Sml)
1 1 Al 157,0 2 1 C 278,8
1 1 A2 162,2 2 1 D 269,1
1 1 B 1534 2 1 T 2914
1 1 C 157,6 2 1 S 2914
1 1 D 1459 2 2 Al 304,7
1 1 T 158,0 2 2 A2 313,0
1 1 S 158,0 2 2 B 300,0
1 2 Al 163,3 2 2 C 305,3
1 2 A2 168,4 2 2 D 309,7
1 2 B 159,8 2 2 T 278,44
1 2 C 164,2 2 2 S 278,4
1 2 D 169,5 2 3 Al 299,9
1 2 T 152,4 2 3 A2 308,1
1 2 S 1524 2 3 B 295,2
1 3 Al 168,3 2 3 C 300,5
1 3 A2 173,5 2 3 D 2984
1 3 B 164,7 2 3 T 298,8
1 3 C 169,2 2 3 S 286,8
1 3 D 166,6 2 4 Al 286,7
1 3 T 162,9 2 4 A2 294,6
1 3 S 160,1 2 4 B 282,1
1 4 Al 158,8 2 4 C 287,1
1 4 A2 163,8 2 4 D 278,6
1 4 B 1552 2 4 T 287,6
1 4 C 159,4 2 4 S 324,7
1 4 D 149,1 2 5 Al 301,4
1 4 T 150,2 2 5 A2 309,8
1 4 S 173,7 2 5 B 296,5
1 5 Al 163,6 2 5 C 301,6
1 5 A2 168,9 2 5 D 299,5
1 5 B 159,8 2 5 T 296,6
1 5 C 163,9 2 5 S 296,6
1 5 D 161,2 2 6 Al 292,1
1 5 T 159,7 2 6 A2 300,4
1 5 S 159,7 2 6 B 2873
1 6 Al 158,7 2 6 C 292,1
1 6 A2 164,0 2 6 D 292,2
1 6 B 155,0 2 6 T 2843
1 6 C 158,7 2 6 S 284,3
1 6 D 158,9 3 1 Al 502,7
1 6 T 154,6 3 1 A2 515,7
1 6 S 154,6 3 1 B 496,3
2 1 Al 278,4 3 1 C 502,9
2 1 A2 286,3 3 1 D 496,8
2 1 B 273,8 se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H5

Vzorec Laboratorij uriijrtjzzlja (IOSO%Sml)
3 1 T 537,9
3 1 S 537,9
3 2 Al 535,9
3 2 A2 549,6
3 P} B 529,3
3 P C 536,0
3 2 D 538,9
3 2 T 4844
3 2 S 4844
3 3 Al 549,8
3 3 A2 563,9
3 3 B 543,1
3 3 C 550,0
3 3 D 549,0
3 3 T 555,8
3 3 S 527,6
3 4 Al 538,6
3 4 A2 552,4
3 4 B 532,0
3 4 C 538,8
3 4 D 533,9
3 4 T 540,8
3 4 S 6222
3 5 Al 534,0
3 5 A2 547,7
3 5 B 5273
3 5 C 534,1
3 5 D 532,8
3 5 T 527,7
3 5 S 527,7
3 6 Al 553,7
3 6 A2 567,9
3 6 B 546,9
3 6 C 553,7
3 6 D 553,8
3 6 T 538,8
3 6 S 538,8
4 1 Al 737,1
2 1 A2 7554
4 1 B 728,8
4 1 C 737,0
4 1 D 734,6
2 1 T 795,5
4 1 S 795,5
2 P Al 845,0
2 2 A2 865,9
4 2 B 835,9

Vzorec Laboratorij uriiczsrtjzrr%a (1 Os()%sjml)
2 2 C 844,6
4 2 D 845.,4
2 2 T 759,9
4 2 S 759.9
4 3 Al 790,5
4 3 A2 810,1
4 3 B 781,8
2 3 C 790,3
2 3 D 790,2
2 3 T 802,0
2 3 S 759,4
4 4 Al 790,7
2 4 A2 810,3
2 4 B 782,1
2 4 C 790,6
4 4 D 789,4
4 4 T 803,3
2 4 S 919,9
2 5 Al 819,1
2 5 A2 839,3
4 5 B 810,3
2 5 C 819,0
2 5 D 818,9
2 5 T 811,0
2 5 S 811,0
4 6 Al 798,2
2 6 A2 817,9
2 6 B 789.5
2 6 C 798,2
2 6 D 798,2
4 6 T 776,6
2 6 S 776,6
5 1 Al 968.8
5 1 A2 992,4
5 1 B 958,8
5 1 C 968,5
5 1 D 969,9
5 1 T 1050,2
5 1 S 1050,2
5 2 Al 1140,6
5 2 A2 1168,4
5 2 B 1129,1
5 2 C 1139.8
5 2 D 1138,5
5 2 T 1023,4
5 2 S 10234
5 3 Al 1041,2

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H5

Vzorec Laboratorij uriisrtjzrga (IOSO%?ml)
5 3 A2 1066,7
5 3 B 1030,5
5 3 C 1040,5
5 3 D 1041,5
5 3 T 1035,4
5 3 S 1000,9
5 4 Al 1019,7
5 4 A2 1044,5
5 4 B 1009,2
5 4 C 1019,2
5 4 D 1021,3
5 4 T 1045,9
5 4 S 1190,2

Opomba: podatki S - meritve na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati O.

Vzorec Laboratorij uiiesrtjzr%a (1 os()%sjml)
5 5 Al 1103,3
5 5 A2 1129,8
5 5 B 1092,2
5 5 C 1103,0
5 5 D 1103,9
5 5 T 1093,3
5 5 S 1093,3
5 6 Al 1090,9
5 6 A2 1117,1
5 6 B 1080,0
5 6 C 1090,9
5 6 D 1090,8
5 6 T 1061,3
5 6 S 1061,3
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Priloga H6: Povpre¢ja za posamezen vzorec po laboratorijih za posamezne sisteme

umerjanj Aj, Ay, B, C, D in T ter podatki S za 6. ponovitev poskusa.

Vzorec Laboratorij uriféznr:ja (1 OSO?)(/:ml) Vzorec Laboratorij uriiesrtjilrrrlga a OSO%Sml)
1 1 Al 155,0 2 1 C 293,5
1 1 A2 160,1 2 1 D 284,1
1 1 B 151,4 2 1 T 307,6
1 1 C 155,6 2 1 S 307,6
1 1 D 1439 2 2 Al 305,6
1 1 T 155,8 2 2 A2 314,0
1 1 S 155,8 2 2 B 300,9
1 2 Al 1553 2 2 C 306,2
1 2 A2 160,1 2 2 D 310,6
1 2 B 151,8 2 2 T 279,2
1 2 C 156,1 2 2 S 279,2
1 2 D 161,5 2 3 Al 311,0
1 2 T 1452 2 3 A2 3194
1 2 S 1452 2 3 B 306,2
1 3 Al 163.,9 2 3 C 311,6
1 3 A2 168,9 2 3 D 309,6
1 3 B 160,3 2 3 T 310,9
1 3 C 164,8 2 3 S 297,5
1 3 D 162,1 2 4 Al 291,5
1 3 T 163,3 2 4 A2 299,6
1 3 S 155,8 2 4 B 286,9
1 4 Al 152,0 2 4 C 292,0
1 4 A2 156,9 2 4 D 283,5
1 4 B 148,5 2 4 T 298,7
1 4 C 152,7 2 4 S 330,4
1 4 D 1422 2 5 Al 305,3
1 4 T 149,6 2 5 A2 313,9
1 4 S 165,7 2 5 B 300,4
1 5 Al 165,5 2 5 C 305,5
1 5 A2 170,9 2 5 D 303,4
1 5 B 161,7 2 5 T 300,5
1 5 C 165.8 2 5 S 300,5
1 5 D 163,2 2 6 Al 305,1
1 5 T 161,6 2 6 A2 313,7
1 5 S 161,6 2 6 B 300,2
1 6 Al 156,9 2 6 C 305,1
1 6 A2 162,1 2 6 D 305,3
1 6 B 153,1 2 6 T 297,0
1 6 C 156,9 2 6 S 297,0
1 6 D 157,0 3 1 Al 4859
1 6 T 152,8 3 1 A2 498,6
1 6 S 152,8 3 1 B 479,7
2 1 Al 293,1 3 1 C 486,1
2 1 A2 301,4 3 1 D 479,8
2 1 B 2884 se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H6

Vzorec Laboratorij uriijrtjzzlja (IOSO%Sml)
3 1 T 519,5
3 1 S 519,5
3 2 Al 482,6
3 2 A2 495,0
3 P} B 476,4
3 P C 4828
3 2 D 486,1
3 2 T 436,9
3 2 S 436,9
3 3 Al 464,1
3 3 A2 476,1
3 3 B 458,1
3 3 C 4644
3 3 D 463,1
3 3 T 4784
3 3 S 445,0
3 4 Al 504,5
3 4 A2 517,5
3 4 B 498,2
3 4 C 504,7
3 4 D 4993
3 4 T 520,3
3 4 S 581,9
3 5 Al 470,0
3 5 A2 4822
3 5 B 463,8
3 5 C 470,1
3 5 D 468,6
3 5 T 464,1
3 5 S 464,1
3 6 Al 500,8
3 6 A2 513,8
3 6 B 4944
3 6 C 500,8
3 6 D 500,8
3 6 T 487,3
3 6 S 4873
2 1 Al 803,6
2 1 A2 8234
4 1 B 794,8
4 1 C 803,4
4 1 D 802,2
2 1 T 868,6
2 1 S 868.,6
4 P Al 908,9
2 2 A2 931,3
4 2 B 899,3

Vzorec Laboratorij uriiczsrtjzrr%a (1 Os()%sjml)
2 2 C 908,5
4 2 D 908,8
2 2 T 816,9
2 2 S 816,9
2 3 Al 866,9
2 3 A2 8883
4 3 B 857,6
2 3 C 866,5
2 3 D 866,8
2 3 T 879,3
2 3 S 833,0
4 4 Al 857,8
2 4 A2 878,9
2 4 B 848,6
2 4 C 857,5
4 4 D 8573
4 4 T 886,0
2 4 S 999,1
2 5 Al 860,5
2 5 A2 881,6
4 5 B 851,3
2 5 C 860,4
2 5 D 860,4
2 5 T 852,1
2 5 S 852,1
4 6 Al 869,2
2 6 A2 890,5
2 6 B 860,0
2 6 C 869,2
2 6 D 869,2
4 6 T 845,7
2 6 S 845,7
5 1 Al 1286,2
5 1 A2 1317,0
5 1 B 1273,6
5 1 C 1285,5
5 1 D 1292,0
5 1 T 1399,0
5 1 S 1399,0
5 2 Al 1322,2
5 2 A2 1354,1
5 2 B 1309,2
5 2 C 1321,0
5 2 D 1318,5
5 2 T 1185,2
5 2 S 1185,2
5 3 Al 1295,6

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H6

Vzorec Laboratorij uriisrtjzrga (IOSO%?ml)
5 3 A2 1327,0
5 3 B 1282,9
5 3 C 1294,5
5 3 D 1296,6
5 3 T 1280,7
5 3 S 1246,0
5 4 Al 1332,9
5 4 A2 1365,0
5 4 B 1319,9
5 4 C 1332,0
5 4 D 1338,7
5 4 T 1404,3
5 4 S 1560,1

Opomba: podatki S - meritve na inStrumentih z nastavitvami za naklon 1 in odsek na ordinati 0.

Vzorec Laboratorij uiiesrtjzr%a (1 os()%sjml)
5 5 Al 12823
5 5 A2 1312,9
5 5 B 1269,9
5 5 C 1281,9
5 5 D 1283,5
5 5 T 1271,2
5 5 S 1271,2
5 6 Al 1345,5
5 6 A2 1377.4
5 6 B 1332,6
5 6 C 1345,5
5 6 D 13453
5 6 T 1308,9
5 6 S 1308,9
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Priloga I
Aplikacija sistemov umerjanja na primeru »Master instrument«-a

Priloga I1: Primerjava sistemov umerjanja za »Master instrument« in njihov vpliv na
uspesnost v medlaboratorijski primerjavi »MIH Hiifner Oktober 2014« (MIH, 2014).

Vzorec (SSCx1000/ml) Vrednosti umeritvene enacbe
Sistem umerjanja
1 2 3 naklon odklon
A 149 383 622 1,0281 -0,2204
Ay 154 394 637 1,0512 1,504
B 145 378 614 1,0202 -2,7521
D 149 383 622 1,0278 0
T 145 373 605 1 0
REF 140 376 600 / /
Odstotek od REF (%) Povpreéje (%)
A 106 102 104 104
A, 110 105 106 107
B 104 100 102 102
D 106 102 104 104
T 104 99 101 101

REF = referen¢na vrednost iz MP, Razlika = vrednost SSC — REF, % = vrednost SSC/REF x 100

Priloga I2: Primerjava sistemov umerjanja za »Master instrument« in njihov vpliv na
uspesnost v medlaboratorijski primerjavi »MIH Hiifner Marec 2015« (MIH, 2015).

Vzorec (SSCx1000/ml) Vrednosti umeritvene enacbe
Sistem umerjanja
1 2 3 naklon odklon
A 110 285 613 1,0281 -0,2204
A, 114 293 628 1,0512 1,504
B 106 280 605 1,0202 -2,7521
D 110 285 613 1,0278 0
T 107 277 596 1 0
REF 106 279 582 / /
Odstotek od REF (%) Povprecje (%)
A 104 102 105 104
A, 108 105 108 107
B 100 100 104 102
D 104 102 105 104
T 101 99 102 101

REF = referen¢na vrednost iz MP, Razlika = vrednost SSC — REF, % = vrednost SSC/REF x 100



