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ABSTRAKT

Mastitida patri medzi najdodlezitejSie ochorenia hovddzieho dobytka. Hlavnym
indikatorom a diagnostickym Standardom pri zistovani mastitidy st somatické bunky.
V sticasnosti sa na hodnotenie poctu somatickych buniek v beznej praxi pouziva metdda,
podla STN EN ISO 13366-3 (2001) Fluorescenéna opticka elektronickd metoda. Ako
referencnd metéda sa pouziva metéda podla STN EN ISO 13366-1 (2001)
Mikroskopicka metoda za pouzitia farbiva metylénovej modrej alebo etidium bromidu.

V experimente 1 sme overili moznost' vyuZitia referenénej metddy s pouzitim
etidium bromidu. Metéodu sme porovnali s d’alSou mikroskopickou metddou, ktorej
farbenie bolo zalozené na principe farbenia pouzivanom u pristrojov typu Fossomatic.
Pri farbeni sa pouzil etidium bromid, farbiaci roztok sa pridaval priamo do vzorky
mlieka a teplota podas farbenia bola modifikovana na 100 °C. Statisticky zisteny rozdiel
medzi metoédami bol 21 000 SB . ml”'. Z empirickych poznatkov vyplyva, 7e metody
maju viaceré nedostatky, predovSetkym metodika pocitania jadier somatickych buniek a
vypocet mozu vyrazne ovplyvnit’ vysledok analyzy.

V nadvéznosti na experiment 1 sme vykonali experiment 2, v ktorom sme sa
zamerali na vyvoj sekundarneho referenéného materialu s presnym poc¢tom somatickych
buniek. Referenény material bol skusany v troch laboratériach. Referenény material
s nizkym po&tom somatickych buniek (233 500 SB . ml™) bol stabilny pocas celého
experimentu. Pri skiiSani referenéného materialu s vysokym poctom somatickych buniek
(454 625 SB . ml™") bol zaznamenany mierny vzostup poétu somatickych buniek
v laboratoriu €. 1 a v laboratoriu €. 2. V laboratoériu ¢. 3 bol zaznamenany pokles poctu
somatickych buniek.

V experimente 3 sme navzajom porovnali vysledky piatich mikroskopickych metod
stanovenia poctu somatickych buniek a in$trumentalnej metody. Zistili sme, Ze vysledky
metod sa v priemere vyznamne liSia. Vysledky stanovené modifikovanym pracovnym
postupom navrhu normy ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 pri pouziti etidium bromidu
afarbeni pri 100 °C boli o 50000 SB . ml' nizie v porovnani s vysledkami
stanovenymi pri farbeni metylénovou modrou. Vysledky stanovené pracovnym
postupom navrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 pri pouziti etidium bromidu
afarbeni pri 50 °C boli o 130000 SB . ml' niziie v porovnani s vysledkami
stanovenymi pri farbeni metylénovou modrou.

KPicéové slova: somatické bunky, etidium bromid, mikroskopicka metoda, mlieko,
epifluorescencia



ABSTRACT

Mastitis is one of the most important diseases of dairy cattle. Somatic cells are the
main indicator and diagnostic standard for determination of mastitis disease. In the
praxes, for routine determination of somatic cell count an instrumental fluoro-opto-
electronic method according to EN ISO 13366-3 (2001) is used. The reference method is
standard ISO 13366-1 (2001) Milk — Enumeration of somatic cells — part 1: Microscopic
method, staining with methylene blue or ethidium bromide.

In the experiment no. 1 we have verified the above mentioned reference method
with ethidium bromide staining. We compared this method with other microscopic
method which principle of staining copied the principle of staining in Fossomatic
instruments. Staining was performed with ethidium bromide, staining solution was
directly added to the milk sample and the temperature during staining was modified to
100 °C. The statistical difference between methods was 21 000 SC . mlI"'. Both methods
have several limitations, mostly that the methodology of somatic cells nuclei counting
and calculation can affect the results markedly.

Consecutively to the experiment no. 1 we performed the experiment no. 2, where
we focused on the development of the secondary reference material with accurate
somatic cells counts. The reference material was analysed at three laboratories.
Reference material with low level of somatic cells (233 500 SC . ml™") was stable during
the whole period of experiment. Results from the laboratory no. 1 and laboratory no. 2
prove that the reference material with high level of somatic cells (454 625 SC . ml™)
show an increase of somatic cells, while the results from laboratory no. 3 indicates a
decrease of somatic cells count.

During the experiment no. 3 we compared the results of five different microscopic
methods for somatic cells counting and an instrumental method. We experienced a big
difference between those methods. The results determined by modified working
procedure of the ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 draft with ethidium bromide staining and
the temperature of staining 100 °C were lower by 50 000 SC . ml”' in comparison with
results determined by methylene blue staining. The results determined by working
procedure of ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 draft with ethidium bromide staining and the
temperature of staining 50 °C, were lower by 130 000 SC . mI" while compared to the
results determined by methylene blue staining.

Key words: somatic cells, ethidium bromide, direct microscopic method, milk,
DMSCC, epifluorescence

ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOV

A.LA. L.S.L. — Associazione Italiana Allevatori — Laboratorio Standard Latte, Via dell’

Industria 24, 000 57 Maccarese, Rim, Taliansko, EtBr - etidium bromid,
ICAR - International Committee for Animal Recording, IDF — International Dairy
Federation, ISO —International Standard Organisation, NRLM — Narodné referenéné
laboratorium pre mlieko a mlie¢ne vyrobky, Statny veterinarny a potravinovy dstav
Nitra, SB — somatické bunky, SC — somatic cells
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1 UvoDp
1.1 Mastitida

DrahoSova a Droncovsky (2004) uvadzaju, Ze mastitida je zapalové ochorenie
mliecnej zl'azy, ktoré je charakterizované fyzikalnymi, chemickymi a mikrobidlnymi
zmenami, ako aj vzostupom poctu somatickych buniek a d’al§imi zmenami v zloZeni
mlieka. Patri medzi ekonomicky najzavaznejSie ochorenia hospodarskych zvierat.

Mastitida je zapalové ochorenie mlieénej zlazy a somatické bunky st vo
v§eobecnosti Standardom pri jej diagnostikovani (Pyorérla, 2003).

1.1.1  Vplyvy vyvolavajice mastitidu

Podl'a DrahoSovej a Droncovského (2004) mastitidu mézu vyvolat’ neinfekéné
alebo infekéné vplyvy. Za neinfekéné vplyvy sa povazuju traumatické, mechanické,
chemické, toxické a fyzikalne vplyvy. Infekéné vplyvy st mikrobidlneho pévodu
a v praxi sa s nimi stretdvame najcastejsie.

Infekéna mastitida patri k polyfaktorialnym ochoreniam, na vznik a Sireni ktorého
sa zucastiiuju tri biosystémy: makroorganizmus dojnice, vonkajsie prostredie a infekény
Cinitel’ (Burdova et al., 1999; DrahoSova a Droncovsky, 2004; Kovac et al., 2001).

1.2 Vplyv mastitidy na produkciu, zloZenie a technologicki kvalitu mlieka
a mlie€nych vyrobkov

Pokles produkcie mlieka u mastitidnych dojnic zavisi od druhu pritomného
patogénneho mikroorganizmu. K poklesu dojivosti dochadza uz niekol’ko tyzdiov pred
diagnostikovanim klinickej mastitidy (Gréhn et al., 2004).

Mastitida vyrazne vplyva na zlozenie mlieka, a tym na jeho technologicku kvalitu
ako aj kvalitu findlnych mlieénych vyrobkov. Vplyvom mastitidy sa zvySuje pocet
somatickych buniek v mlieku, menia sa zmyslové vlastnosti mlieka, jeho zlozenie
a fyzikalno — chemické znaky kvality (DrahoSova a Droncovsky, 2004).

Gerald, 2001 uvadza, ze ak je poCet somatickych buniek v bazénovom mlieku
500 000 . ml™, v stade je 16 % infikovanych Stvrtiek vemien a produkcia mlieka klesa
06 %.

1.3 Nebezpecenstvo asociované s konzumaciou mastitidneho mlieka

V suvislosti s mastitidou sa meni zloZzenie mlieka a dochddza k vyraznému
vzostupu poctu somatickych buniek (Gerald, 2001).

Zvyseny pocet somatickych buniek sam o sebe nie je rizikovym faktorom pre
Pudské zdravie, ale je nevyhnutné brat’ do uvahy ti skuto¢nost’, Ze v tomto ukazovateli
sa odraza celkovy zdravotny stav dojnice (Smith, 1996).

Vicsina zapalov mlieénej Zlazy je spOsobena pritomnostou mikroorganizmov
a teda infekciou (Harmon, 1994).



Pritomnost’ mikroorganizmov v surovom kravskom mlieku je sama o sebe rizikova.
Riziko sa vsak stupiiuje s pritomnost'ou ich toxinov (Zajac et al., 2005).

Pri liecbe mastitidy sa pouziva Siroké spektrum veterinarnych lie¢iv, predovsetkym
antibiotik. Rezidud tychto latok predstavuju velké riziko pre zdravie cloveka.
Pri vy$Som pocte somatickych buniek sa zvySuje riziko z pritomnosti antibiotik
v surovom kravskom mlieku (Ruegg a Tabone, 2000).

Mikroorganizmy, predovsetkym patogénne baktérie a ich toxické produkty ako aj
veterinarne lieCiva predstavuju riziko, ktoré existuje v paralele so zvySenym poctom
somatickych buniek. Toto riziko moéze nepriaznivo ovplyvnit Tudské zdravie
(Zajac et al., 2005).

1.4 Pravne normy a pocet somatickych buniek

Legislativa Eurépskej unie upravuje pocet somatickych buniek prostrednictvom
Nariadenia ¢. 853 (2004) Eurdpskeho parlamentu a Rady z29. aprila 2004, ktoré
stanovuje Specifické hygienické pravidla pre potraviny Zivo¢isSneho poévodu.
Kritérium pre pocet somatickych buniek v surovom kravskom mlieku v bazénovej
vzorke je maximalne 400 000 somatickych buniek . ml™.

1.5 Charakteristika somatickych buniek

Somatické bunky pozostavaji  zviacerych typov  buniek zahffiajuc
polymorfonuklearne  leukocyty, makrofagy, lymfocyty a epitelové  bunky.
Pocet somatickych buniek v mlieku sa prudko zvySuje v pociatocnych fazach zapalu
vemena azniZzuje sa az postupnym lieenim. Somatické bunky, predovsetkym
neutrofilné leukocyty hraji doleziti obranna tGlohu voci infekcii vemena. Ich hlavnou
ulohou je fagocytovat a zni¢it’ infekéné agens (Grieger a Holec et al., 1990).

Podl'a Medzindrodnej mliekarenskej federdcie ma mlieko zdravej stvrtky mliecnej
7Pazy obsahovat’ menej ako 250 000 somatickych buniek . mI™.

1.5.1 Bunky pochadzajuce z krvi

Sekre¢ny parenchym mlieénej Zlazy je Ciastone priepustny pre bunky krvi.
Tato priepustnost sa zvySuje za nenormalnych podmienok sekrécie mlieka
(Grieger a Holec et al., 1990).

1.5.1.1 Bunky bieleho krvného obrazu

Bunky bieleho krvného obrazu popisuje Kovacik et al. (1996). Podla velkosti,
tvaru jadra a schopnosti farbenia sa mozno u leukocytov rozlisit monocyty (makrofagy),
lymfocyty (lymfocyty T, lymfocyty B, neSpecializované lymfocyty) a granulocyty
(eozinofily, neutrofily, bazofily).

Monocyty st bunky vel'ké 15 — 20 um, s oblickovitym alebo lalo¢natym jadrom,
excentricky ulozenym. Lymfocyty st vel'ké 6 — 18 pm, vyznacuju sa vel’kym, gulatym,
modro zafarbenym jadrom, vypliajicim takmer celt bielu krvinku. Granulocyty su
bunky, ktoré maju v mladom §tadiu ty€inkové jadro, na ktorom sa neskdr objavuja
zluCeniny. Jadro sa starnutim rozpadd na 2 — 5 Casti (segmentované). Velkost
granulocytov je 10 — 20 pm. Neutrofilné leukocyty sa zo vsetkych typov leukocytov



v mlieku vyskytuju najcastejsie. Stretdvame sa s nimi v $tddiu segmentovanych jadier,
spravidla si segmentované na 2 az 3 diely. U tychto buniek je vyvinuta fagocytarna
schopnost’ (Grieger a Holec et al., 1990).

1.5.1.2 Bunky ¢erveného krvného obrazu

Su zastupené erytrocytmi. Erytrocyty pri priprave preparatu za pouzitia beznych
farbiv nedaju zistit. Daju sa zafarbit’ Specidlnymi metédami a zistujeme ich pri tazkych
formach zapalu mlieénej zlazy, pri poraneni mlieénej zlazy, najmd pri poraneni
strukovych vyvodov (Grieger a Holec et al., 1990).

1.5.2 Bunky pochadzajice z mlie¢nej ZI'azy

Dlazdicovy vrstevnaty epitel sa nachddza na kozi na povrchu vemena, struku
a strukovych vyvodov. Bunky dlazdicového vrstevnatého epitelu maju tvar ovalnych
alebo polygonalne zvrasnenych ttvarov s prilezitostne sa vyskytujucimi fragmentmi
jadier.

Cylindricky epitel pochadza z mlie¢nych cisterien a véacsich mliekovodov.
Je dvojvrstvovy, bunky sii ovélne az obdiznikovité, s excentricky uloZenym jadrom.

Epitelové bunky pochadzaju z drobnych mliekovodov a sekreénych alveol.
Maju gulovity, az mierne ovalny tvar a dobre sa farbiace excentricky ulozené jadro.
(Grieger a Holec et al., 1990).

1.6 Stanovenie somatickych buniek v surovom kravskom mlieku
Podla International Committee for Animal Recording, Working Group on Milk
Testing Laboratories (ICAR, 2005), sa pre stanovenie po¢tu somatickych buniek mézu

pouzivat’ nasledovné metody:

Analytické laboratérne metody na stanovenie po¢tu somatickych buniek
Tabulka ¢. 1

Medzinarodna — referentna metoda

Mikroskopické stanovenie po¢tu somatickych ISO 13366-1 (IDF 148)
buniek STN EN ISO 13366-1

Standardizované rutinné metody

Metdda elektronického pocitania Castic (Coulter ISO 13366-2 (IDF 148),
Counter)” STN EN ISO 13366-2 (bola
zrusend)

*Po ukondeni revizie normy ISO 13366 (IDF 148)
bude tato metdda zruSena.

Fluoro-opto-elektronicka metdda (Rota¢né disky) | ISO 13366-3 (IDF 148),
STN EN ISO 13366-3

AOAC 978.26
Fluoro-opto-elektronicka metdda (Prietokova ISO 13366 (IDF 148)
cytometria)”" STN EN ISO 13366-3

s

*Po ukonéeni revizie normy ISO 13366 (IDF 148)
bude sucast’ou tejto normy.




Pokracovanie Tabulky &. 1

Rutinné in§trumentilne metédy pouZivané v ¢lenskych krajinich ICAR

Ratanie Castic Coultronic (UK) | Coulter counter
Fluoro-opto-elektronickd | Foss Electric Fossomatic 90, 180, 215, 250, 360, 400
metoda zalozena na (DK)
diskovej cytometrii.
Fluoro-opto-elektronicka | Anadis (F) Somatic Cell Counter 300, 500
metdda zaloZena na Bentley (USA) Somacount 150, 300, 500
prietokovej cytometrii. Chemunex (D) Partec CA 11
Delta Instruments | Somascope MKII Manual MKII Auto
(NL) 200 MKII Auto 400
Foss Electric Fossomatic 5000, CombiFoss 5000,
(DK) CombiFoss 6000 FC

(ICAR 2005)

1.6.1 Stanovenie po¢tu somatickych buniek prietokovou cytometriou (pristrojom
Fossomatic)

Princip stanovenia pristrojom je zalozeny na zafarbeni somatickych buniek,
ktoré su nasledne elektronicky pocitané.

Prietokova cytometria je zalozena na principe priechodu vel'mi malého mnozstva
vzorky pod pocitacou jednotkou pristroja.

1.6.2 Referencna metéda stanovenia poctu somatickych buniek

Referen¢nou metodou je mikroskopické stanovenie poctu somatickych buniek.
Vzorka mlieka sa nanesie na podlozné sklicko tak, aby vznikol tenky film.
Film sa vysu$i, zafarbi a nasleduje mikroskopické pocitanie zafarbenych buniek.
Spocitany pocet buniek na definovanej ploche sa nasobi pracovnym faktorom a tak sa
ziska pocet buniek v 1 ml (STN EN ISO 13366-1, 2001).

2 CIEL PRACE

2.1 Ciel’ experimentu 1 - stanovenie poc¢tu somatickych buniek v surovom
kravskom mlieku referen¢nou metédou.

Zaviest’ do praxe referen¢ni metddu stanovenia poctu somatickych buniek.
Porovnat’ metodu uvedent v norme STN EN ISO 13366-1 (2001) s modifikovanou
metdédou popisanou Vermuntom et al. (1995). Modifikacia tejto metody bola
vykonana v NRLM.

3. Vypodcitat’ neistoty merania pre obe metddy.

o =
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2.2 Ciel’ experimentu 2 - priprava sekundarnych referen¢nych materiilov

Preskimat’ moznost’ vyroby sekundarnych referenénych materialov (referenénych
vzoriek) s nizkym a vysokym poctom somatickych buniek podla postupu uvedeného v
praci Vermunta et al. (1995), urcenych pre dennt kontrolu automatickych pristrojov na
stanovenie po¢tu somatickych buniek vo vzorkach mlieka (pristroje typu Fossomatic).

1. Pripravit’ atestovat’ kvalitu referencnej vzorky snizkym poctom somatickych
buniek v NRLM.

2. Pripravit’ atestovat’” kvalitu referen¢nej vzorky s vysokym poétom somatickych
buniek v NRLM.

3. Pripravit’ referencné vzorky s nizkym a vysokym poctom somatickych buniek

a testovat’ ich kvalitu v redlnych laboratérnych podmienkach, porovnat’ vysledky

stanovené v troch laboratoriach.

2.3 Ciel’ experimentu 3 - porovnanie vysledkov mikroskopickych met6d
Porovnat’ vysledky stanovené nasledovnymi metédami:

A

STN EN ISO 13366-1 (2001) Mlieko - stanovenie po¢tu somatickych buniek, Cast’ 1:
Mikroskopickd metoda (referencna metoda) — farbenie etidium bromidom - vysledky
NRLM.

B

ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 (2005) Mlieko — stanovenie poctu somatickych buniek —
Cast’ 1: Mikroskopicka metéda (referentna metoda) — (modifikovand) farbenie etidium
bromidom pri teplote 100 °C — vysledky NRLM.

C

ISO 13366-3 (1997) Mlicko, Stanovenie poétu somatickych buniek, Cast 3:
Fluorescenc¢na optickd elektronickd metéda — pristroj Fossomatic (prevadzkova
metoda) — vysledky A.LLA.-L.S.L. Rim.

D

ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 (2005) Mlieko — stanovenie poctu somatickych buniek —
Cast’ 1: Mikroskopicka metdda (referenéna metoda) — farbenie etidium bromidom pri
teplote 50 °C — vysledky NRLM.

E

ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 (2005) Mlieko — stanovenie poctu somatickych buniek —
Cast’ 1: Mikroskopicka metoda (referenéna metoda) — farbenie metylénovou modrou —
vysledky kolaborativnej $tudie.

F

ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1 (2005) Mlieko — stanovenie poctu somatickych buniek —
Cast’ 1: Mikroskopicka metoda (referenénd metéda) — farbenie etidium bromidom —
vysledky kolaborativnej studie.
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 Experiment 1

3.1.1 Material

Na skusanie sa pouzili iba vzorky surového kravského mlieka. Odber vzoriek sa
realizoval podla STN EN ISO 707 (2001). Vzorky surového kravského mlieka
pochadzali prevazne z vybraného chovu RD Rumanova.

3.1.2 Pouzité metody

Metoda A: STN EN ISO 13366-1 (2001) Mlieko, Stanovenie poétu somatickych
buniek ¢ast’ 1: Mikroskopickd metdda.

Metdda B: metdda podla Vermunta et al. (1995), modifikovana na zaklade naSich
pozorovani a empirickych skusenosti. Pri pracovnom kroku farbenia somatickych
buniek bola zmenena teplota 50 °C teplotou 100 °C, nasledovalo pridanie farbiaceho
roztoku, farbenie pocas 1 minuty za staleho miesania a vychladenie laboratornej vzorky
na teplotu 20 °C.

Metoda C: STN EN ISO 13366-3 (2001) Mlieko, Stanovenie poétu somatickych
buniek, cast’ 3: Fluorescencna opticka elektronicka metdda.

3.1.3 Statistické vyhodnotenie experimentu 1

Na vyhodnotenie ziskanych vysledkov sa pouzila dvojfaktorova analyza rozptylu
(ANOVA) bez interakcii. Na mnohonasobné porovnanie metod sa pouzil Tukeyov test
a Sheffeho test. Pre vzajomné porovnanie metodd boli vypocitané korelaéné koeficienty.
Vypocet sa uskutoénil v profesionalnom $tatistickom programe STATISTICA CZ.

3.1.4 Vypoclet neistot merani

Vypocet neistdt merani metdd sa uskutocnil podla odbornej literatiry (Kazda,
2006; Lalik, 2006; Rimarcik, 2006; Urban 2006; Koller, 2002; Halaj, 2004;
Eurachem, 2000; SNAS, 1997). Zo zistenych udajov sa vypocitala Standardna
odchylka, variaény koeficient, neistota typu A, neistota typu B, kombinovana $tandardna
neistota typu C a rozsirena neistota merania.

3.2 Experiment 2

3.2.1 Material

Na sktisanie sa pouzili iba vzorky surového kravského mlieka. Odber vzoriek sa
realizoval podla STN EN ISO 707 (2001). Vzorky surového kravského mlieka
pochadzali prevazne z vybraného chovu RD Rumanova.

3.2.2 Pouzité metody

Priprava sekundarnych referenénych materialov sa vykonala podl'a Vermunta et
al. (1995). Na sku$anie poétu somatickych buniek sa pouzili metdody uvedené v bode
3.1.2. Experiment bol rozdeleny nasledovne:
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1. Priprava a skuSanie kvality referencnej vzorky snizkym poétom somatickych
buniek.

2. Priprava a sktSanie kvality referencnej vzorky s vysokym poctom somatickych
buniek.

3. Priprava referenénych vzoriek s nizkym a vysokym poctom somatickych buniek,
skusanie kvality pripravenych referencnych vzoriek v realnych laboratérnych
podmienkach, porovnanie vysledkov stanovenych v troch laboratoriach.

3.2.3 Statistické vyhodnotenie experimentu 2

Pre vyhodnotenie vysledkov experimentu sme vypocitali aritmeticky priemer
merani poctu somatickych buniek, Standardni odchylku a variaény koeficient.
Priemerné vysledky sa porovnali voci referen¢nej hodnote, ktora sa urcila na zaciatku
experimentu. Priemerné vysledky sa d’alej porovnali vo¢i internému limitu, ktory bol
dany Standardnou odchylkou, ktora sa stanovila na zaciatku experimentu pri urovani
referencnej hodnoty poctu somatickych buniek v pripravovanej referencnej vzorke.
Priemerné vysledky sa taktieZ porovnali vo¢i externému limitu, ktory sa urcil odbornym
odhadom a predstavoval priblizne dvojnasobok S$tandardnej odchylky vypocitanej
z hodnét nameranych pristrojom Fossomatic 5000 pri uréovani poctu somatickych
buniek (18 vysledkov) v pripravovanej referenénej vzorke. Priemerné vysledky
jednotlivych merani sa zoradili za sebou na ¢asovi os v podobe grafu a ur€il sa trend za
obdobie experimentu (stabilita referenéného materidlu). Vysledky druhej fazy
experimentu 2 sa okrem vysSie uvedeného postupu porovnali navzijom. Vysledky sa
porovnali s vysledkami zistenymi Vermuntom et al. (1995).

3.3 Experiment 3

3.3.1 Material

Na skuSanie sa pouzili vzorky mlieka konzervované 0,02 % w/w bronopolom.
Vzorky boli pripravené v A.LLA. Laboratorio Standard Latte, Via dell’ Industria 24,
00057 Maccarese, Rim, Taliansko, ktoré organizovalo medzindrodnu kolaborativnu
$tidiu stanovenia poctu somatickych buniek v surovom kravskom mlieku.

3.3.2 Pouzité metody

Na sktisanie 16 vzoriek mlieka sa pouzili metody A, B a D, uvedené v bode 2.3. Z
kazdej vzorky sa pripravili 2 preparaty zvlast pre kazdd metédu A, B aD
(spolu 96 preparatov).

Vysledky metéd A, B aD sa stanovili v NRLM. Vypocet sa realizoval podla
navrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 (2005). Vysledky metody C sa stanovili
v AIA - Laboratorio Standard Latte v Rime pomocou pristroja Fossomatic.
Vysledky metddy E a F sa stanovili laboratériami zacastnenymi v kolaborativnej §tadii.

3.3.3 Statistické vyhodnotenie experimentu 3

Na vyhodnotenie ziskanych vysledkov sa pouzila dvojfaktorova analyza rozptylu
(ANOVA) bez interakcii. Na mnohonasobné porovnanie metod sa pouzil Tukeyov test
a Sheffeho test. Pre vzajomné porovnanie metdd boli vypocitané korelacné koeficienty.
Vypocet sa uskutocnil v profesionalnom $tatistickom programe STATISTICA CZ.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vyhodnotenie experimentu 1

Vysledky metdd A, B, C, sa vyznamne liSia. Z porovnania priemernych vysledkov
nasledne metédou C, a najvyssie vysledky poctu somatickych buniek boli stanovené
metodou B.

Vysledky stanovené metddou A boli 021 000 somatickych buniek . ml™ niZsie
v porovnani s vysledkami metédy B ao 11 000 somatickych buniek . ml' nizsie
v porovnani s vysledkami metody C. Vysledky metdédy B boli o 10 000 somatickych
buniek . mI™' vy3ie v porovnani s vysledkami metody C.

Statisticky zisteny rozdiel medzi metédami A a C a rovnako B a C neprekraduje
hodnotu 5 %, ktora predstavuje variany koeficient pri merani na pristroji Fossomatic
(metoda C) na hladine 300 000 somatickych buniek . ml”. Z uvedeného vyplyva, Ze
metody A a B sa mézu zaviest’ do praxe.

Rozsirena neistota merania vypocitana pre metodu A je 2 %, resp. 7 % v zavislosti
od pouzitého sposobu pocitania jadier somatickych buniek.

Rozsirena neistota merania vypocitand pre metodu B je 8 %, resp. 10 %
v zavislosti od pouzitého spdsobu pocitania jadier somatickych buniek.

4.2 Vyhodnotenie experimentu 2

Bod 1 experimentu 2 (Priprava a skuSanie kvality referen¢nej vzorky s nizkym
poctom somatickych buniek)

Referenéna vzorka s nizkym poétom somatickych buniek bola skisana pocas
obdobia 4. 3. 2004 az 16. 6. 2004. Referencna vzorka si udrzala kvalitativne vlastnosti
pocas celej dizky experimentu. Bol zaznamenany iba mierny vzostup poétu somatickych
buniek.

Vypocitand hodnota opakovatelnosti merania na pristroji Fossomatic 5000, bola
£ 9 120 somatickych buniek . ml”, tato hodnota predstavovala interny limit pre
posudzovanie kvality referencnej vzorky. Interny limit bol nepatrne prekroceny iba pri
dvoch meraniach. Externy limit bola hodnota + 20 000 somatickych buniek . ml™.
Externy limit bol odhadnuty zo S$tandardnej odchylky vypocitanej z vysledkov
nameranych na pristroji Fossomatic 5000 pri uréovani poctu somatickych buniek
v pripravovane] referenénej vzorke a predstavoval dvojnasobok hodnoty Standardnej
odchylky. Externy limit nebol prekrogeny pocas celej dizky experimentu.

Pracovny postup pripravy referen¢nej vzorky s nizkym poctom somatickych buniek
je vhodny pre pripravu sekundarnych referenénych materidlov s presnym poctom
somatickych buniek.

Bod 2 experimentu 2 (Priprava a skuSanie kvality referencnej vzorky s vysokym
poctom somatickych buniek)

Referenéna vzorka s vysokym poctom somatickych buniek bola skisana pocas
obdobia 11. 5. 2004 az 4. 8. 2004. Referencna vzorka si neudrzala kvalitativne vlastnosti
podas celej dizky experimentu. Bol zaznamenany vzostup poétu somatickych buniek.
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Vypocitana hodnota opakovatelnosti merania na pristroji Fossomatic 5000 bola
+ 16 203 somatickych buniek . ml', tato hodnota predstavovala interny limit pre
posudzovanie kvality referencnej vzorky. Interny limit bol nepatrne prekroceny uz
14 dni od zacatia experimentu. Bolo pozorované zvySenie poctu somatickych buniek.
Externy limit bola hodnota £ 30 000 somatickych buniek . ml". Externy limit bol
odhadnuty zo Standardnej odchylky vypocitanej z vysledkov nameranych na pristroji
Fossomatic 5000 pri urovani poc¢tu somatickych buniek v pripravovanej referencne;j
vzorke a predstavoval dvojnasobok hodnoty Standardnej odchylky. Externy limit bol
prekroceny 37 dni od zacatia experimentu.

Referenéné vzorky pripravené tymto pracovnym postupom sa budi moct’ pouzit’ v
praxi iba za toho predpokladu, Ze sa zvysi hodnota externého limitu za sucasného
skratenia doby tuschovy referenénych vzoriek. Z vysledkov vyplyva, ze doba uschovy
referenénych vzoriek by mala byt maximalne jeden mesiac od ich pripravy.

Bod 3 experimentu 2 (Priprava referen¢nych vzoriek s nizkym a vysokym poctom
somatickych buniek, skuSanie kvality pripravenych referenénych vzoriek
v realnych laboratérnych podmienkach, porovnanie vysledkov stanovenych v troch
laboratoériach)

Referenéna vzorka s nizkym poétom somatickych buniek bola sk@sana pocas
obdobia 9. 2. 2005 az 11. 3. 2005 v troch akreditovanych skisobnych laboratériach.
Referenéna vzorka si udrzala kvalitativne vlastnosti po¢as celej dizky experimentu.
Bol zaznamenany vel'mi mierny vzostup po¢tu somatickych buniek v pripade laboratéria
¢. 1. V laboratériu ¢. 2 bol zaznamenany nepatrny pokles poctu somatickych buniek.
V laboratoriu €. 3 bol zaznamenany pokles poctu somatickych buniek.

Vypocitana hodnota opakovatelnosti merania na pristroji Fossomatic 5000 bola
£+ 10 579 somatickych buniek . ml', tato hodnota predstavovala interny limit pre
posudzovanie kvality referenénej vzorky s nizkym po¢tom somatickych buniek. Interny
limit bol nepatrne prekroceny iba pri jednom merani v laboratériu €. 3.

Hodnota reprodukovatelnosti stanovend z vysledkov merani troch zucastnenych
laboratorii bola v pripade referencnej vzorky s nizkym poctom somatickych buniek
£ 10 337 somatickych buniek . ml”'. Externy limit bola hodnota + 20 000 somatickych
buniek . ml’. Externy limit bol odhadnuty zo $tandardnej odchylky vypogitanej
z vysledkov nameranych na pristroji Fossomatic 5000 pri urCovani po¢tu somatickych
buniek v pripravovanej referenénej vzorke a predstavoval priblizne dvojnasobok
hodnoty Standardnej odchylky. Externy limit nebol prekro¢eny pocas celého
experimentu.

Z vysledkov experimentu vyplyva, ze vSetky tri zuCastnené laboratéria stanovili
pocet somatickych buniek priblizne na tej istej hladine.

Kvalita referencnej vzorky s nizkym poctom somatickych buniek bola overena
priamo v realnych laboratérnych podmienkach. Kvalita referencnej vzorky s nizkym
poétom somatickych buniek sa pocas celej dizky experimentu v pripade vysledkov
laboratoria ¢. 1 alaboratéria ¢. 2 nemenila. V laboratériu ¢. 3 bolo zaznamenané
zhorSenie kvality referencnej vzorky, namerané vysledky mali klesajicu tendenciu,
ale az na jeden vysledok sa vSetky nachadzali v tolerancii interného limitu.

15



Nami pouzity pracovny postup pripravy referenénej vzorky s nizkym poctom
somatickych buniek je vhodny pre pripravu sekundarnych referenénych materialov
s presnym poctom somatickych buniek.

Referencna vzorka s vysokym poctom somatickych buniek bola skiisana pocas
obdobia 9. 2. 2005 az 11. 3. 2005. Z vysledkov merani laboratéria €. 1 a laboratoria ¢. 2
vyplyva, Ze referenéna vzorka si zachovala kvalitativne vlastnosti podas celej dizky
experimentu.

Bol zaznamenany mierny vzostup poctu somatickych buniek v laboratoriu €. 1
a laboratoriu €. 2. V laboratoriu €. 3 bol zaznamenany pokles poétu somatickych buniek.

Vypocitana hodnota opakovatelnosti merania na pristroji Fossomatic 5000 bola
+ 14 997 somatickych buniek . ml', tato hodnota predstavovala interny limit pre
posudzovanie kvality referen¢nej vzorky.

V laboratoriu €. 1 tri vysledky prekrocili interny limit, ostatné vysledky boli
v tolerancii stanoveného interného limitu. Ziadny vysledok laboratéria 1 neprekroéil
externy limit. V laboratoriu ¢. 2 jeden vysledok prekrocil stanoveny interny limit,
ostatné vysledky boli v tolerancii stanoveného interného limitu. Laboratérium ¢. 1
a laboratorium ¢. 2 stanovili pocet somatickych buniek na tej istej hladine. Znacna Cast’
vysledkov merani laboratéria ¢. 3 sa nachadzala pod hranicou interného limitu
a vysledky piatich merani boli pod hranicou externého limitu. Laboratorium ¢. 3
v porovnani s laboratériami €. 1 a €. 2 stanovilo pocet somatickych buniek na hladine
priblizne o 30 000 somatickych buniek . ml’! nizsej.

Hodnota reprodukovatelnosti stanovend z vysledkov merani vSetkych troch
laboratorii bola + 21 802 somatickych buniek . ml™.

Externy limit bola hodnota + 30 000 somatickych buniek . ml". Externy limit bol
odhadnuty zo Standardnej odchylky vypoditanej z vysledkov nameranych na pristroji
Fossomatic 5000 pri uréovani poétu somatickych buniek v pripravovanej referencnej
vzorke a predstavoval priblizne dvojnadsobok hodnoty Standardnej odchylky.
Externy limit nebol prekroceny v pripade vysledkov laboratdria ¢. 1 a laboratéria €. 2.
Pat’ vysledkov merani laboratoria ¢. 3 sa nachadzalo pod hranicou externého limitu.

Kvalita referencnej vzorky s vysokym poctom somatickych buniek bola overena
priamo v redlnych laboratérnych podmienkach. Z vysledkov stanovenych v laboratoriu
¢. 1 alaboratoriu ¢. 2 sa da usudit, ze kvalita referencnej vzorky s vysokym poctom
somatickych buniek je postadujuca. Vysledky stanovené v laboratériu €. 3 naznacuju
ur€ity pokles kvality referenénej vzorky.

Z vysledkov vyplyva, Ze bude nutné zvysit’ hranicu externého limitu alebo pouzit
vhodnejsi sposob konzervacie referencnej vzorky.

4.3 Vyhodnotenie experimentu 3

Vysledky metod A, B, C, D, E, F sa v priemere vyznamne liSia. Vyznamné rozdiely
existuji medzi metodami A-D, B-D, C-D, C-F, D-E, E-F. Z porovnania priemernych
metodou D, nasledne metddou F, potom na rovnakej trovni metédami A a B a najvyssie
hodnoty poc¢tu somatickych buniek boli stanovené na rovnakej tirovni metédami C a E.
Z uvedeného vyplyva, Ze sa Ciastoéne potvrdil nd$ predpoklad. Vysledky stanovené
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vysledky stanovené metodami A a B budu na rovnakej hladine ako vysledky stanovené
metédami C a E. Vysledky stanovené metodou A a B boli o 50 000 somatickych buniek
. ml" niZ§ie v porovnani s vysledkami metod C a E. Vysledky stanovené metédou D boli
v porovnani s vysledkami stanovenymi metédami C a E o 130 000 somatickych buniek .
ml” niZSie a v porovnani s metddami A a B 0 80 000 somatickych buniek . ml” niZgie.
Vysledky stanovené metddou F boli v porovnani s vysledkami stanovenymi metédami C
a E 0 90 000 somatickych buniek . ml” niZ§ie a v porovnani s metodami A a B 0 40
000 somatickych buniek . ml™” niZsie.

Z vysledkov experimentu 3 vyplyva, Ze pri pouziti roznych mikroskopickych
metéd sa dosahuju rozdielne vysledky. Vyber mikroskopickej metody potom méze
ovplyvnit' spravnost’ nastavenia rutinnych laboratérnych pristrojov typu Fossomatic
a nasledne spravnost’ laboratérnych vysledkov u redlnych laboratornych vzoriek.

5 NAVRH NA VYUZITIE

Ziskané poznatky avysledky zrieSenia problematiky v dizertacnej praci
Optimalizacia referen¢nej metody stanovenia po¢tu somatickych buniek v surovom
kravskom mlieku boli vyuzité a bude ich mozné vyuzit' nasledovne: poznatky zistené
v experimente 1 boli vyuzité pri optimalizacii a zavadzani referencnej metddy
stanovenia poctu somatickych buniek v surovom kravskom mlieku, jej validécii
anaslednej akreditacii v Narodnom referen¢nom laboratériu pre mlieko a mliecne
vyrobky v Nitre v decembri 2004, tieto poznatky sme odporucili zohl'adnit’ pri tvorbe
medzinarodnej normy ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1.

Zavedenie referencnej metoédy stanovenia poctu somatickych buniek bolo prvym
predpokladom pre realizaciu experimentu 2, v ktorom sme sa zamerali na pripravu
sekundarnych referenénych materidlov s presnym poétom somatickych buniek.
Nami pripravené sekundarne referencné materialy sa v sucasnosti pouZzivaju
v laboratoridch vykondvajucich stanovenie poctu somatickych buniek v surovom
mlieku. PredovSetkym slizia na kontrolu pristrojov typovej rady Fossomatic
v Narodnom referenénom laboratériu pre mlieko amliene vyrobky v Nitre
a v centralnych skuobnych laboratoriach v Bratislave a v Ziline, ktoré vykonavaji
skusanie surového kravského mlieka pre trhové ucely. Pouzitim rovnakych referenénych
materialov vo vysSie uvedenych laboratoriach sa zjednotilo nastavenie laboratérnych
pristrojov typu Fossomatic, odstranili sa rozdiely v laboratornych vysledkoch, zlepsila
sa presnost’ a spravnost’ laboratornych vysledkov. Presné a spravne laboratorne vysledky
su dolezité pre prvovyrobcov mlieka ako aj spracovatelov mlieka, pretoze slizia ako
podkladové informécie pre ucely preplacania. Z pohl'adu hygieny a technolégie vyroby
mliecnych vyrobkov je dolezité aby sa nespracovalo hygienicky nevyhovujuce mlieko
s vysokym poctom somatickych buniek. Spravne nastavené laboratérne pristroje musia
spol'ahlivo detegovat’ pocet somatickych buniek v mlieku v oblasti hygienického limitu
(400000 SB . ml") daného Nariadenim (ES) &. 853/2004. Referencné materialy
pripravené v Narodnom referenénom laboratériu pre mlieko a mlieéne vyrobky
umoziuji nastavit' laboratorne pristroje tak, aby merali presne a spravne v oblasti
legislativneho limitu.
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Sekundarne referen¢né materialy s presnym poctom somatickych buniek by mali
najst uplatnenie aj v prevadzkovych laboratériach jednotlivych mliekarenskych
podnikov, kde moézu sluzit na zvySovanie kvality laboratdrnej prace, zvySovanie
presnosti a spravnosti laboratornych vysledkov pri skuSani vstupnej suroviny.

Z pohladu vedy a laboratornej diagnostiky, poznatky zistené v experimente 3 buda
sluzit pre optimalizaciu mikroskopickej referencnej metdédy stanovenia poctu
somatickych buniek v surovom kravskom mlieku. Na zdklade vysledkov experimentu
sme porovnali viaceré mikroskopické metody stanovenia poc¢tu somatickych buniek.
Vo svete nebola doteraz publikovana praca, ktord by detailne porovnavala rozdielne
mikroskopické metody uréené na stanovenie poétu somatickych buniek v surovom
kravskom mlieku, predovSetkym postup farbenia somatickych buniek metylénovou
modrou a postup farbenia etidium bromidom. Poznatky zistené v experimente 3 sme
navrhli zohl'adnit’ pri tvorbe medzinarodnej normy ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1.

Velké mnozstvo vedeckych prac zameranych na mastitidu v chovoch dojnic,
zvySovanie ucinnosti veterinarnych lieciv, genetiku a §lachtenie hovéddzieho dobytka,
hygienu prvovyroby mlieka, technoldgiu vyroby mlieénych vyrobkov vyuziva vysledky
stanovenia poc¢tu somatickych buniek zistené pomocou pristrojov typu Fossomatic.
Vedecky vyskum preto Casto zavisi od spravneho nastavenia laboratornych pristrojov.
Optimalizacia referenénej metddy stanovenia poctu somatickych buniek a vyroba
kvalitnych sekundarnych referenénych materidlov prispeji k ziskavaniu presnych
udajov doélezitych pre vedecky vyskum.

6 ZAVER

Mastitida patri medzi najdolezitejSie ochorenia hovadzieho dobytka. Ovplyviiuje
ekonomiku vyroby mlieka, znizuje kvalitu mlieka a jeho technologickll vyuzitelnost.
Hlavnym indikatorom a diagnostickym Standardom pri zistovani mastitidy su somatické
bunky. V beznej praxi sa na stanovenie poc¢tu somatickych buniek pouzivaju
inStrumentalne laboratorne metddy, ktorych presnost’ sa musi overovat referencnou
metddou. V sucasnosti je referencnou metdédou metéda STN EN ISO 13366-1 (2001)
Mlieko, Stanovenie poétu somatickych buniek, Cast’ 1: Mikroskopicka metéda.

V experimente 1 sme overili moznost’ vyuzitia vy$Sie uvedenej referenénej metody
s pouzitim farbiva EtBr ametddu sme porovnali s metédou publikovanou
Vermuntom et al. (1995), v ktorej sa pri farbeni taktiez pouziva farbivo EtBr.

Medzi porovnavanymi metdédami sme zistili Statisticky rozdiel 21 000 somatickych
buniek . ml™'. Tento rozdiel bol podl'a nasho nazoru ovplyvneny metodikou vypoétu.
Vysledky oboch metdd sa v porovnani s vysledkami stanovenymi na pristroji
Fossomatic neliili na hladine 300 000 somatickych buniek . ml™ o viac nez 5 %.

Rozsirend neistota merania vypocitana pre metodu EN ISO 13366-1 (2001) je 2 %,
resp. 7 % v zavislosti od pouzitého spdsobu pocitania jadier somatickych buniek.

Rozsirena neistota merania vypocitana pre metodu popisanti
Vermuntom et al. (1995) je 8 %, resp. 10 % v zavislosti od pouzitého sposobu
pocitania jadier somatickych buniek.

Z empirickych poznatkov zistenych pocas experimentu 1 vyplyva, ze uvedené
metddy maju viaceré nedostatky, predovsetkym metodika pocitania jadier somatickych
buniek a vypocet mozu vyrazne ovplyvnit' vysledok analyzy. Pri vypocte odporacame
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pouzit vzorec uvedeny vnavrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 (2005).
Spravnost’ vysledku je vo velmi velkej miere ovplyvnend zrucnostou, talentom
a sktisenost'ami laboranta.

Uvedené metody sme validovali a akreditovali v decembri 2004.

V nadvéznosti na experiment 1 sme vykonali experiment 2, v ktorom sme sa
zamerali na vyvoj sekundarneho referenéného materialu s presnym poc¢tom somatickych
buniek.

Pracovny postup pripravy referenénej vzorky s nizkym poc¢tom somatickych buniek
je vhodny pre pripravu sekundarnych referenénych materialov. Pripravené referencéné
vzorky boli stabilné pocas celého experimentu. Hodnota reprodukovatelnosti stanovena
z vysledkov merani troch zucastnenych akreditovanych skuSobnych laboratorii pri
skuSani referencnej vzorky snizkym poctom somatickych buniek bola + 10 337
somatickych buniek . ml™.

Pracovny postup pripravy referencnej vzorky s vysokym poctom somatickych
buniek sa bude modct’ pouzit’ na vyrobu referenénych vzoriek iba vtedy ak sa zvysi
wexterny limit* (interval, v ktorom sa musia nachadzat vysledky stanovené
laboratoriami pri skuSani referen¢nej vzorky), alebo sa zmeni sposob konzervacie
referencnej vzorky. Hodnota reprodukovatelnosti stanovena z vysledkov merani troch
zuCastnenych akreditovanych skiSobnych laboratérii pri skuSani referencnej vzorky
s vysokym po&tom somatickych buniek bola + 21 802 somatickych buniek . mI™.

Zistené hodnoty reprodukovatelnosti su v porovnani s hodnotami udavanymi
Vermuntom et al. (1995) podstatne nizSie anaznaCuji zlepSenie presnosti
inStrumentalnej laboratérnej metddy vplyvom jej technického vyvoja za uplynulych
desat’ rokov.

Pomocou referenénych vzoriek bude moct’ Narodné referencné laboratorium pre
mlieko a mlie¢ne vyrobky vykonavat kontrolu sticasného systému hodnotenia kvality
surového kravského mlieka na Slovensku v oblasti somatickych buniek.

Z vysledkov experimentu 2 vyplynulo viacero otdzok, ktoré by mali byt
predmetom d’alSicho vyskumu. Predovsetkym sa bude musiet porovnat’ ako pdsobia
rozne koncentracie a kombinacie konzervacnych latok za aplikacie alebo bez aplikacie
tepelného oSetrenia na kvalitu referenénych vzoriek.

V experimente 3 sme navzajom porovnali vysledky piatich mikroskopickych metod
stanovenia poctu somatickych buniek a in$trumentalnej metody. Zistili sme, Ze vysledky
metdd sa v priemere vyznamne li§ia. Vysledky stanovené v NRLM modifikovanym
pracovnym postupom navrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 za pouzitia farbiva
EtBr a farbeni pri 100 °C boli o 50 000 somatickych buniek . mI™ niZ$ie v porovnani
s vysledkami stanovenymi pri farbeni metylénovou modrou podla normy ISO/WD
13366-1 IDF 148-1. Rozdiel medzi metédami bol vSak ovplyvneny vysledkami vzorky
¢. 10 stanovenymi v NRLM a odl'ahlymi vysledkami stanovenymi v kolaborativnej
stadii pri farbeni metylénovou modrou. Vysledky stanovené pracovnym postupom
navrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 za pouzitia farbiva EtBr a farbeni pri 50 °C
boli 0 130 000 somatickych buniek . ml” niz3ie v porovnani s vysledkami stanovenymi
pri farbeni metylénovou modrou podl'a normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1.
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Odportcame vykonat’ zmenu v navrhu normy ISO/WD 13366-1 IDF 148-1 a pri
metode farbenia pomocou EtBr navrhujeme pouzit teplotu 100 °C. Neodporicame d’alej
pouzivat’ spdésob vypoftu podla STN EN ISO 13366-1 (2001) s pouzitim faktora
zavislého od poctu kompletne zratanych pruhov, pretoze moze dochadzat’ k skresleniu
vysledkov. Ako vhodnu alternativu odpori¢ame pouzit novy spdsob vypoctu,
ktory sa uvadza v navrhu normy ISO/WD 13366-1 / IDF 148-1.

Spravnost’ laboratornych vysledkov stanovenia poctu somatickych buniek ma
vyznam z pohladu laboratérnej diagnostiky, hygieny prvovyroby mlieka, technologie
vyroby mlie¢nych vyrobkov a bezpeCnosti potravin. Verime, Ze prostrednictvom
zistenych  vysledkov a poznatkov sme prispeli k optimalizacii referencnej
mikroskopickej metédy stanovenia poétu somatickych buniek v surovom kravskom
mlieku.
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