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Liczba komorek somatycznych w mleku (LKS) jest szeroko stosowanym wskaznikiem
do monitorowania zdrowia wymion kilku gatunkow ssakow i ma znaczenie w
przepisach dotyczgcych higieny zywnosci, kontroli ptatnosci za mleko, zarzadzaniu
gospodarstwem i programach hodowlanych [3]. W lutym 2020 r. Wspdlne Centrum
Badawcze Komisji Europejskiej (EC JRC) uruchomito nowy certyfikowany materiat
odniesienia (CRM ERM®-BD001) do zliczania komérek somatycznych w mleku.
Przygotowanie go jest jednym z wymiernych rezultatow Scistej wspotpracy miedzy
Miedzynarodowg Federacjg Mleczarskg (IDF), Miedzynarodowym Komitetem ds.
Rejestracji Zwierzat (ICAR) i EC JRC w zakresie opracowywania rozwigzan i narzedzi
promujgcych lepszg globalng rownowaznosc¢ w liczeniu komérek somatycznych w

mieku.

Opis materiatu odniesienia certyfikowanego przez EC JRC
Zestawy CRM ERM®-BD001 sg dostepne w EC JRC oraz u jego autoryzowanych

dystrybutorow i sg dostarczane w saszetkach, patrz

https://crm.jrc.ec.europa.eu/p/ERM-BD001. Kazda saszetka zawiera dwie butelki z

14g suszonego mleka krowiego w atmosferze gazu obojetnego (argonu), ERM®-
BDO0O01a z niskg LKS oraz ERM®-BD001b z wysokg LKS. Postepujgc zgodnie

z zatgczonymi instrukcjami dotyczgcymi protokotéw odtwarzania w wodzie podwajnie
destylowanej lub ultra czystej/jakosci typu 1 o temperaturze 40°C, otrzymane probki
bedag zawieraty odpowiednio okoto 60.000 i 1.200.000 komorek/ml. Podane
certyfikowane wartosci odniesienia dla otrzymanych dwéch probek cieczy sg oparte
na bezposrednim zliczaniu mikroskopowym zgodnie z ISO 13366-1 IIDF 148-1 [6] lub
rozdziatem 10 w Standardowych metodach badania produktéw mleczarskich [1]

i liczeniu elektronicznym zgodnie z ISO 13366-2 IIDF 148-2 [7] lub rozdziatem 11.032
w Standardowych metodach badania produktéw mleczarskich [1]. W przypadku
pierwszej serii w badaniu charakterystyki uczestniczyly tgcznie trzydziesci dwa
laboratoria na catym swiecie. Podane certyfikowane wartosci odniesienia nalezy

traktowac jako wiarygodne szacunki prawdziwych wartosci LKS tych materiatéw.

Po odtworzeniu probki moga by¢ uzywane w takiej formie w jakiej sg, ale dwie
odtworzone probki mozna réwniez mieszaé w roznych proporcjach, aby uzyskac

prébki o wartosciach mieszczacych sie miedzy wartosciami LKS podanymi dla dwoch
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odtworzonych prébek. Wiecej informacji na temat materiatdéw oraz ich charakterystyke
mozna znalez¢ w raporcie certyfikacyjnym [2], ktory jest dostepny na wyzej

wymienionej stronie internetowej.

Zastosowanie materiatu odniesienia certyfikowanego przez
EC JRC

CRM ERM®-BD001 moze by¢ uzywany do wielu celéw, jak opisano to w nastepnych

paragrafach.

Weryfikacja dziatania metody
Materiaty CRM ERM®-BD001 i ich certyfikowane wartosci odniesienia, z podang

informacjg o niepewnosci, mogg by¢ uzywane zaréwno przez uzytkownikow metod
referencyjnych, jak i rutynowych do weryfikacji, czy ich metoda dziata poprawnie. Przy
weryfikacji dziatania metody nalezy zastosowac weryfikacje metody referencyjne;j,
podane certyfikowane wartosci referencyjne i zwigzane z nimi informacje dotyczgce
niepewnosci oparte na przyjetych zestawach danych metody referencyjnej. Wartosci
te podane sg oparte wylgcznie na zaakceptowanych wynikach pomiaréw zgodnych z
ISO 13366-11IDF 148-1 [6]. W przypadku weryfikacji dziatania metody rutynowej
zaleca sie prace z wartosciami opartymi na potgczonej puli danych 50/50,
pochodzgcej ze zbioréw parametrow dla metody referencyjnej i losowo wybranych
zestawow danych metod rutynowych. Te przypisane wartosci majg mniejszg

niepewnosc.

Przed weryfikacjg dziatania metody z materiatami CRM ERM®-BD001 nalezy ocenic,
czy metoda dziata prawidtowo. W przypadku metody referencyjnej oznacza to
spetnienie wymagan w zakresie prawidtowych wymiaréw pola mikroskopu i
powtarzalnosci. W przypadku powszechnie stosowanej rutynowej metody z liczeniem
fluoro-opto-elektronicznym oznacza to spetnienie wymagan w odniesieniu do kontroli
Slepej préby, btedu przenoszenia, efektu liniowosci, innych krytycznych aspektow
specyficznych dla metody i powtarzalno$ci. Wskazowki, patrz ISO 13366-2 | IDF 148-
2 [7].

Do weryfikacji dziatania metody mozna zastosowac¢ procedure zgodng z raportem
certyfikacyjnym [2]:



a. Zmierzy¢ kazdg probke w co najmniej dwoch powtdrzeniach i obliczy¢ srednig

zmierzong wartosc, Vi .

b. Obliczy¢ dla kazdej probki bezwzgledng réznice Aimeas miedzy yia

certyfikowang wartoscig, Xi.crm:
Aimeas =| )Ti' Xi,CRM | (1)

c. Na certyfikacie umiesci¢ niepewnosc¢ pomiaru obliczong wg wzoru tgczgcego

Srednig niepewnosC Uimeas dla yi z niepewnoscig wartosci certyfikowanej uicrm:
Uis = f ”‘5”“ Qs v ".l-‘l-;',"~( (2)

d. Obliczy¢ niepewnosc¢ rozszerzong, Uia z niepewnosci ztozonej, uia, stosujgc
odpowiedni wspotczynnik rozszerzenia, odpowiadajgcy poziomowi ufnosci
okoto 95%:

Uia= 2*Uia (3)

e. Jesli Aimeas < Ui, A wtedy nie ma znaczgcej réznicy miedzy wynikiem pomiaru a

certyfikowang wartoscig przy poziomie ufnosci okoto 95%.

Weryfikacja / regulacja ustawien kalibracji metodami
rutynowymi.

Liczenie komérek somatycznych na duzg skale polega na stosowaniu rutynowych
metod, takich jak liczenie fluor-opto-elektroniczne. Wyniki uzyskane przy uzyciu tych
metod podlegajg roznicom miedzy roznymi metodami, roznymi laboratoriami, réznymi
instrumentami i w czasie. Dlatego istotne jest, aby rutynowe metody byty odpowiednio
kalibrowane wzgledem odniesienia i czesto sprawdzane, czy ustawienia kalibracji sg
nadal prawidtowe. Jezeli wyniki bezposredniej mikroskopowej metody referencyjnej
do zliczania komdérek somatycznych majg ograniczong precyzje, zestaw probek
kalibracyjnych przygotowany z materiatow CRM ERM®-DB001 z podanymi

wartosciami referencyjnymi moze stuzy¢ jako stabilna i solidna alternatywa.

Zaleca sie wykonanie wieloetapowej procedury zgodnie z rysunkiem 1.
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Spga_w;ize.nie nie OK Ustawienie/regulacja metody lub
ziatania —P
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ustawien
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nie jest wymagana zadna
regulacja ustawien kalibracji

dostosowac ustawienia
kalibracji

Rysunek 1: Schemat blokowy przedstawiajgcy weryfikacje ustawien kalibracji metod
rutynowych

5.1 Sprawdzenie prawidtowego funkcjonowania metody rutynowej

Przed weryfikacjg ustawien kalibracji metody rutynowej nalezy ocenic, czy metoda
rutynowa dziata prawidtowo i spetnia wymagania w odniesieniu do kontroli slepej
préby, wptywu btedu przenoszenia, innych krytycznych aspektéw specyficznych dla
metody i powtarzalno$ci. Aby uzyskac dalsze wskazéwki dotyczgce kontroli z
licznikami fluoro-opto-elektronicznymi, patrz ISO 13366-2| IDF 148-2 [7].

5.2 Przygotowanie zestawu probek do weryfikacji / regulacji ustawien

kalibracji

Zestaw probek do weryfikacji / regulacji ustawien kalibracji metody rutynowej mozna
przygotowaé przez zmieszanie odtworzonego materiatu probki z ERM®-BD001a

i ERM®-BD001b w réznych proporcjach, zgodnie z protokotami instrukgji
dostarczonymi z materiatami. Spowoduje to otrzymanie zestawu prébek z co najmniej
piecioma poziomami liczby komaérek z rGwnomiernym rozktadem od certyfikowanej

wartosci odniesienia ERM® -BD001a do certyfikowanej wartosci odniesienia ERM®-
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BDO001b. Zalecenie stosowania podanych wartosci odniesienia w oparciu o
potgczong pule danych 50/50 pochodzgcych ze zbioréw danych metod
referencyjnych i losowo wybranych zestawow danych metod rutynowych [2] jest
zgodne z wytycznymi zawartymi w ISO 13366-2 | IDF 148- 2 [7] w sprawie
stosowania odpowiednich materiatéw kalibracyjnych. Wartos¢ odniesienia dla kazdej
probki mozna obliczy¢ ze wzglednej ilosci ERM®-BD001a i ERM®-BD001b w kazde;
probce. Uzyskany zestaw probek umozliwia weryfikacje i, jesli to konieczne,
dostosowanie ustawien kalibracji zgodnie z zaleceniami ISO 13366-2 | IDF 148-2 [7] i
ISO 8196-2 | IDF 128-2 [5], patrz nastepny akapit.

5.3 Weryfikacja / regulacja ustawien kalibraciji

UWAGA 1

Podejscie przedstawione w tym paragrafie jest oparte na zwyktym modelu regres;ji
najmniejszych kwadratéw z podstawowym warunkiem wstepnym przyblizonej statosci
w rozktadzie reszt w catym zakresie kalibracji. W przeciwnym razie nalezy
przeksztatci¢ dane, aby wyréwnac¢ wariancje resztowg w catym zakresie. Z
doswiadczenia wynika, ze dobrym rozwigzaniem moze byc¢ transformacja pierwiastka

kwadratowego.

UWAGA 2

Podczas pracy z certyfikowanymi materiatami odniesienia przyjmuje sie, ze btagd w
obliczonych warto$ciach odniesienia dla probek w zestawie probek kalibracyjnych
jest pomijalny. Dlatego obliczone wartosci odniesienia nalezy wykresli¢ na osi x, a
srednig wartosci rutynowych metod na osi y. Nalezy zauwazy¢, ze jest to sprzeczne z
sytuacjg w rutynowych testach, w ktorych rzeczywistg wartos¢ szacuje sie na
podstawie rutynowego pomiaru metodg poprzez zastosowanie ustawien nachylenia

(slope) i punktu przeciecia (intercept).:
Xest = Slope * y + intercept (4)

gdzie
Xest = 0Szacowanie wartosci
prawdziwej

y = odczyt z urzgdzenia

a. W celu weryfikacji ustawien nachylenia (slope) i miejsca przeciecia (intercept) w
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rutynowej metodzie, zestaw prébek kalibracyjnych nalezy mierzy¢ przy biezacych
ustawieniach nachylenia (slope) i punktu przeciecia (intercept).

b. Zmierzy¢ kazdg probke zestawu probek kalibracyjnych metodg rutynowg w co
najmniej dwéch powtdrzeniach. Obliczy¢ $rednig wartos¢ yi dla kazdej prébki.

c. Wykresli¢ obliczone wartosci odniesienia, X;, oraz poszczegolne wartosci Srednie
otrzymane rutynowa metoda, yi, probek g na wykresie osi XY. Sprawdzi¢ rozktad
punktéw danych, ktére powinny by¢ liniowe, regularne i jednorodne. Jezeli co
najmniej jeden punkt danych znacznie odbiega od liniowej tendencji, nalezy
sprawdzi¢ przygotowanie zestawu probek, obliczenie wartosci odniesienia i

dziatanie rutynowej metody. W razie potrzeby powtorzy¢ pomiary.

d. Dla zebranych wartosci z zestawem probki kalibracyjnej obliczy¢ réwnanie regresiji,
yi=b * x; + a, stosujgc zwykig metode najmniejszych kwadratow.

e. Obliczy¢ resztowe odchylenie standardowe z regresji, Syx:

\/Z (7 a-bx;)? (5)‘

f. Zebrac lub obliczy¢ wartosci bc i ac, odpowiadajgce biezgcym ustawieniom

nachylenia (slope) i punktu przeciecia (intercept):

be = 1/slopec (6)
oraz

ac = -interceptc/slopec (7)
gdzie

slopec = aktualne ustawienie nachylenia
intercept. = aktualne ustawienie punktu przeciecia z
osig

g. Sprawdzi¢, czy obliczona wartos¢ b rézni sie istotnie statystycznie od warto$ci bc.



W tym celu oblicz odchylenie standardowe dla b:

s3,| 172 (8)
b = | 5s,
gdzie
SSx = Zi=1T (Xi — X)? 9

Stosujgc 95% przedziat ufnosci, biezgce nachylenie (slope) jest nadal poprawne,
jesli:

b — togrs “Sb <be <b + togrs Sv (10)

gdzie to.975 jest 0,975 kwantylem rozktadu Studenta z g2 stopniami swobody.

Sprawdzi¢, czy srednie odchylenie | x — y(x)| rézni sie istotnie statystycznie od

wartosci a przy biezgcej kalibracji, ac.

W tym celu obliczy¢ btad standardowy réwnania regresji:

gdzie g jest liczbg probek kalibracyjnych.

Srednie odchylenie jest nadal poprawne, jesli sie zgadza z:
(12)

X — Y(X)| — to.o7s - Syx < @c < [X — Y(X)| + to.975 - Syx

gdzie to.975 jest 0,975 kwantylem rozktadu Studenta z g-2 stopniami swobody a y(X)

zostato oszacowane z x z wykorzystaniem wzoru y(x) =b - x + a.

Jesli zaréwno test nachylenia, jak i Srednie odchylenie sg ujemne, a nie rozni sie

statystycznie od ac jesli

a— tpgrs “Sa <a.<a+ t{]q;u; "Sgp
R o (13)

gdzie

| ; ; 1/2 (14)

S5y )

5 |1
Sy o
VX | ¢

52/ —

Aby uzyskac wiecej informaciji na temat tej procedury weryfikacji, zobacz 1SO 8196-
21IDF 128-2 [5].



Korekta kalibracji jest konieczna, jesli wynik jednego z testéw zgodnie z g. lub h. jest
ujemny, to znaczy, jesli jedno z wymagan nie jest spetnione. W takim przypadku
otrzymane wartosci dla nowego nachylenia (slope), slopen i nowego punktu

przeciecia (intercept) z osig interceptn sg réwne:

slopen = 1/b (15)
oraz
intercept, = -a/b (16)

Zapisz obliczone wartosci a, b oraz slopen i interceptn w celu przysztej weryfikaciji.

W przypadku powszechnie stosowanych metod fluoro-opto-elektronicznych zgodnie z
ISO 13366-2 IIDF 148-2 [7] nalezy spodziewac sie wartosci slope 1,00 £ 0,10 i wartosci
intercept 0 £ 50 000 komorek / ml w przypadku zwyktej regresji metodg najmniejszych

kwadratow z danymi nietransformowanymi.

Przypisywanie wartosci odniesienia do wtérnego
materiatu odniesienia (Secondary Reference Material
- SRM)

W wielu sytuacjach tak zwane SRM mogtyby zapewni¢ bardziej praktyczne i / lub
bardziej ekonomiczne $rodki umozliwiajgce identyfikowalny punkt odniesienia
wynikéw testow rutynowych. SRM mogg by¢é uzywane do celéow kalibracji lub jako
prébki pilotazowe miedzy pomiarami. Do kazdego SRM mozna przypisa¢ odpowiednie
wartosci odniesienia, stosujgc podejscie poréwnawcze do charakterystyki SRM [8].
W tym celu podobny SRM z mniej wiecej rowng LKS nalezy analizowa¢ jednoczesnie
z CRM przy uzyciu dobrze funkcjonujgcej rutynowej metody w statych warunkach. LKS
materialtu CRM mozna wyregulowaé, mieszajgc ERM®-BD001a i ERM®-BD001b w
odpowiednim stosunku i obliczajgc odpowiednig wartos¢ odniesienia, patrz paragraf
5.2.

Niepewnos¢ mieszanego materiatu CRM, zmiksowanego CRM, mozna obliczy¢ ze

WzOoru:
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(7

Umixed CRM = V Werm pooo1a * Jcrm Bpooo1a + Werm spooo1s * J Crm Bpo001 B

gdzie

Ucrm BDO01a = Niepewnosé certyfikowanej wartosci dla CRM ERM®-BD001a
Ucrm BDO01b = Niepewnosé z certyfikowanej wartosci dla CRM ERM®-BD001b
fcrm BDO01a = Objetos¢ frakcji CRM ERM®-BD001a w zmieszanej probce

fcrm BDO01a = Objetos¢ frakcji CRM ERM®-BD001b w zmieszanej probce

. Przygotowac taka objetos¢ (zmieszanych) CRM i SRM, ktéra pozwoli na co
najmniej 15 (= n) powtdérzen pomiarow parami, tym samym instrumentem, w
tym samym laboratorium, bezposrednio po sobie, zapewniajgc sparowane

wartosci Ci crm | Ci, srm pochodzgcych z dwéch kolejnych pomiardw.

. Dla kazdego pomiaru parami obliczy¢ réznice Ei miedzy dwoma wynikami:

Ei = Ci,srm - Ci crm (18)

. Zaktadajgc addytywnos¢ odchylenia dla mniej wiecej rownych wartosci LKS,

mozna teraz obliczy¢ warto$¢ odniesienia dla SRM, Xsrwm:

XcrRM = Ccrm + Eavg (19)
gdzie
Ccrwm jest wartoscig referencyjng (mieszanego) CRM i Eayg = 2i=1" (20)
Ei/n

Niepewnos¢ standardowa z wartoscig odniesienia dla SRM, usrm, Wynosi:

UskrM =VUcRM? + Ugavg? (21)

gdzie ucrm jest standardowg niepewnoscig wartosci przenoszonej przez CRM

oraz

W e = Lie1(Bi = Eapg)*/((n—1) -n) (22)

Niepewnos¢ rozszerzona, USRM, wynosi:

Usrv = 2Usru (23)
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Zastosowanie w badaniach biegtosci
CRM ERM®-BD001 jest stabilny i posiada certyfikowane warto$ci odniesienia.

Dlatego moze stuzyc jako solidna probka odniesienia, gdy jest witgczona do
zestawow probek do badania biegtosci. Alternatywnie w tym celu mozna uwzglednic
jeden lub wiecej SRM z przypisanymi wartosciami odniesienia zgodnie z wczesniej

opisang procedurg wedtug Kuselman et al. (2002) [8].

UWAGA 3

Plik obliczeniowy Excel, ktory z fatwoscig wykonuje wyzej opisane obliczenia w celu
weryfikacji dziatania metody, weryfikacji ustawien kalibracji metody rutynowej oraz
przypisania wartosci odniesienia do SRM, mozna pobrac pod adresem

https://www.icar.org/Excel-templates-with-quidance-on-use-ECJRCCRMSCC.xIs .

Tym samym ten plik obliczeniowy Excel umozliwia potgczenie weryfikacji wydajnosci
metody, liniowo$ci i ustawien kalibracji w jednej procedurze. Jedynym dodatkowym
warunkiem jest, aby kazda probka zestawu probek do weryfikacji ustawien kalibracji

byta mierzona w co najmniej 15 powtdrzeniach.

Przejscie ustawien kalibracji metod rutynowych

Zastosowanie CRM ERM®-BD001 do kalibracji metod rutynowych oznacza zmiane
punktu odniesienia dla liczenia komérek somatycznych w mleku. Moze to nastgpi¢
wraz ze znaczng zmiang ustawien kalibracji za pomocg metod rutynowych, a w
konsekwencji rutynowych wynikow pomiarow. Zakres tego bedzie rozny w zaleznosci
od laboratoriéw i regionéw, w zaleznos$ci od dotychczas stosowanych systemow
odniesienia. Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku spodziewanego wiekszego
przesuniecia, ponownej oceny mogg wymagac rowniez granice regulacyjne, wartosci
graniczne w systemach ptatnosci za mleko i / lub w programach monitorowania stanu
zdrowia wymion. Dlatego zaleca sie, aby laboratoria, ktére zauwazg duzg zmiane w
poziomie liczenia przy przejsciu na CRM ERM®-BD001, skontaktowaty sie z
odpowiednimi organami regulacyjnymi i nadzorujgcymi oraz innymi interesariuszami

w celu ustalenia optymalnego przejscia.

Do rozwazenia mozliwe sg miedzy innymi nastepujgce aspekty :
- Zakres przesuniecia poziomu zliczania przy stosowaniu materiatbw CRM

ERM®-BD001 z ich podanymi certyfikowanymi warto$ciami odniesienia.
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- Zaangazowanie podmiotow zajmujgcych sie zliczaniem komorek
somatycznych (laboratoridéw, lekarzy weterynarii, rolnikbw) na obszarach
geograficznych zgodnie z ich dziatalnoscig i potrzeba dostosowania w

okresie przejsciowym.

- Zaangazowanie organow regulacyjnych i nadzorujgcych. Potrzeba i
mozliwosci towarzyszgcej ponownej oceny granic regulacyjnych, wartosci
dopuszczalnych w ptatnosciach za mleko i / lub programach zdrowotnych

wymion.

- Konsekwencje dla wydajnosci laboratoridow w badaniach biegtosci. Jaki
system odniesienia stosujg inne uczestniczgce laboratoria? Czy konieczne sg

zmiany w badaniach biegtosci i ocenie ich wynikow?

- Konsekwencje dla protokotéw laboratoryjnych.
- Czas przejscia. Kiedy najlepiej dokonac¢ zmiany? Czy bedzie to zrobione w

jednym kroku, czy w wielu krokach?

Komunikacja z odpowiednimi interesariuszami. Co? Do kogo?

Poniewaz sytuacje bedg sie znacznie réznic, nalezy opracowac lokalne podejscia
dostosowane do potrzeb.

W przypadku wyboru przej$cia w wielu krokach, lokalny poziom zliczania bedzie
stopniowo dostosowywany do poziomu zliczania, ktory w petni pokrywa sie z
podanymi wartosciami odniesienia CRM ERM®-BD001. Oczekuije sie, ze w

stosownych przypadkach wystarczy przejscie w dwdch lub trzech etapach.

Pragmatyczna procedura wykonywania tych krokoéw jest przeprowadzana w $cisle
kontrolowanych i odpowiednio zabezpieczonych warunkach, aby zmierzy¢
odtworzone materiaty CRM ERM®-BD001 przy biezgcych ustawieniach kalibracji w
dwdch powtdrzeniach oraz, po usunieciu mozliwych odbiegajgcych wynikéw, obliczy¢
$rednig warto$¢ dla obu prébek ERM®-BD001a i ERM®-BD001b, odpowiednio Xaocal i
Xb,local. Z tych wartosci i podanych wartosci odniesienia z CRM ERM®-BDO001, Xacrw i
Xb,crRM, Mozna obliczyé tymczasowe lokalne wartosci odniesienia, xa,CRM
intermediate i xb,CRM intermediate oraz przypisac je do dwdch odtworzonych

materiatébw odniesienia.
Przyktad: W przypadku przejscia dwuetapowego mozna ustawi¢ posrednie lokalne

13



wartosci odniesienia na:

Xa,CRM intermediate :( X_a, local tXa, CRM)/Z oraz Xp,CRM intermediate :( X_b local +Xa, CRM)/Z (24)

Takie materiaty z posrednimi lokalnie przypisanymi wartosciami odniesienia mogg
by¢ uzywane w fazie przejsciowej zgodnie z przywotanymi normami
miedzynarodowymi i wytycznymi zawartymi w tym dokumencie, odnotowujgc w ten
sposob stan posredni tych przypisanych wartosci odniesienia i unikajgc wszelkich
sugestii, ze wynikowe poziomy liczenia w rutynach bedg mozliwe do przesledzenia.
do CRM ERM®-BD001.
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