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Prace vznikla za poskytnuti podpory na reSeni koncepce rozvoje vyzkumné
organizace dle rozhodnuti MZe ¢. RO0311 a rozhodnuti MZe ¢. RO0511 ze
dne 28.2.2011 o poskytnuti institucionalni podpory na dlouhodoby
koncep¢ni rozvoj vyzkumné organizace.

Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro méreni mocoviny v mléénych
laboratorich na bazi referen¢nich hodnot vykonnostnich testi

Certifikovana uplatnénda metodika a technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality)
k feSeni referenc¢né-rutinnich systémii analytickych laboratori testace kvality syrového
mléka pro zvySeni vérohodnosti vysledkii.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem je rozsifeni spektra vySetfovacich metod a analytli a zajiSténi a zvySeni vérohodnosti
vysledkil a provozni jistoty managementu rutinnich laboratofi pii kontrole slozeni a kvality
mléka pro ucely kontroly uzitkovosti (podpora Slechténi a zdravotniho stavu zvifat) a
proplaceni mléka (zajisténi kvality mlécného potravinového fetézce).

Napln certifikované uplatnéné metodiky:

Implementace dosazenych vysledku, ziskanych na zékladé predchoziho vyzkumu a vyvoje
v ramci feSeni projektil MSMT MSM 2678846201, MSM 2672286101 a INGO LA 09030 a
v ramci koordinacni a konzultatni metodické Cinnosti Narodni referencni laboratofe pro
syrové mléko (NRL-SM) Rapotin do prostiedi laboratofi kontroly kvality mléka a mlécné
uzitkovosti dojnic provozovanych Ceskomoravskou spoleénosti chovatelt, a.s..

Zdroj certifikované uplatnéné metodiky:
projekty MSMT MSM 2678846201, MSM 2672286101 a INGO LA 09030.

Zpracovali dne: 21. 9. 2011; Oto Hanug" 2, Petr RoubalS, Vaclava Genéurovéz, Ondfej
Elich3, Jaroslav Kopeckyz, Jiri Hé')fer3; ! Vyzkumny ustav pro chov skotu, s.r.o., Rapotin; 2
Agrovyzkum Rapotin, s.r.0.; > Vyzkumny Gstav mlékarensky s.r.o., Praha; dale Akreditovana
ZkusSebni laboratof €. 1340; Narodni referencni laboratot pro syrové mléko (NRL-SM) v siti
ANSES; Referencni laboratof pracovni sit¢ referen¢nich mlécnych laboratofi ICAR-
CECALAIT a AMA-AFEMA.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim v§ech principti metodiky od 1. 12. 2011.



IT) Vlastni popis certifikované metodiky
Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro méfeni mocoviny v mléénych
laboratorich na bazi referenénich hodnot vykonnostnich testi

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod

2) Cil certifikované metodiky

3) Frekvence kalibraci

4) Postup ovéteni retrospektivni kalibrace

5) Praktické provedeni metodiky

6) Zaver certifikované metodiky

7) Pouzité vlastni vysledky a publikace pii navrhu a validaci certifikované metodiky
8) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorb¢ certifikované metodiky

9) Ptilohové materialy s podklady pro vyvoj certifikované metodiky

Hlavni pouZzité zkratky:

AFEMA = Pracovni skupina pro podporu zdravi vemene a hygieny mléka v alpskych zemich;
ANSES = Francouzska agentura bezpecnosti a hygieny potravin;

ICAR = Mezinarodni vybor pro kontrolu uzitkovosti zvifat;

IDF = Mezinarodni mlékarska federace;

LRM = laboratof rozborti mléka;

CSN = Ceska statni norma;

MIR = tradi¢ni filtrova technologie infraanalyzy mléka;

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka s celym spektrem pomoci Michelsonova
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci;

NRL-SM = Nérodni referen¢ni laboratot pro syrové mléko;

PT = proficiency testing, vykonnostni testovani analytické zpusobilosti;

RE = Euklidické vzdalenost od pocatku;

T = tuk;

B = hrubé bilkoviny;

L = monohydrat laktdzy;

STP = suSina tukuprosta;

M = mocovina;

KMM = koncentrace mocoviny v mléce;

QA/QC = zajisténi a tizeni jakosti.

1) Uvod a soudasny stav

Potieba kontrolnich mechanismii pii mlékai'ské analytické prdaci



Referen¢ni a zejména rutinni vysledky ptfimych a hlavné neptimych metod analyz mléka jsou
pouzivany v kontrole mlécné uzitkovosti a hodnoceni kvality mléka v praxi. Podle téchto
vysledki se plati mléko nebo plemenny materidl (zvifata, inseminacni davky). Vysledky jsou
tedy predmétem obchodu. Tim také Casto cilem zpochybnéni z jedné nebo druh¢ strany, ¢asto
nepodlozenymi doklady. Teoreticky je kazdy vysledek jako odhad chybny a piislusné
nejistoty z validacniho (akredita¢niho) procesu udéavaji obor spolehlivosti vysledki pro
oficidlni srovnani. Vérohodnost vysledkli a minimalizace vysledkovych neshod je prubézné
zajistovana ucasti laboratofi ve vykonnostnim testovani zpusobilosti analytické prace v sitich
referencnich a rutinnich mlé¢nych laboratoii podle znamého schématu (Grappin, 1993, Obr.
1; Leray, 1993). V soucasnosti roste vyznam nepiimého, simultdnniho a sériového rutinniho
stanoveni obsahu mocoviny v mléce.

Obr. 1 Kontrola vysledkti laboratofi hodnocenim v pracovnich sitich (Grappin, 1993) je

nejspolehlivéjsi zplisob v mlékatstvi jak zlepSit a zajistit jejich vérohodnost. Je stéZejnim
motivem ICAR pracovni sité referen¢nich mléénych laboratofi.
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Referencni a kontrolni Cinnost pro referencni i rutinni mlécné laboratore

Referencni sady vzorkd mléka pro kalibraci nepifimych metod kontroly zakladniho sloZeni
mléka (obsahy tuku (T), hrubych bilkovin (B), laktoézy (L), kaseinu (K), suSiny celkove (S),
susiny tukuprosté (STP)) v laboratofich Ceskomoravské spole¢nosti chovatelti Praha
poskytuje nyni pravidelné akreditovana (podle CSN EN ISO/IEC 17025) zkusebni Narodni
referencni laboratot pro syrové mléko (NRL-SM) Vyzkumného ustavu pro chov skotu
v Rapoting podle vlastnich metodik za pouziti oficialné uznanych referenénich metod (CSN
57 0530). V soucasnosti jsou propracovavany také metody pro urceni referen¢nich hodnot
stanoveni mocoviny v mléce pro kalibraci nepiimych metod MIR-FT. NRL-SM také aktivné



spolupracuje na souvisejicich problémech v siti Narodnich referen¢nich laboratoii pro mléko
a mlécné vyrobky EU (ANSES, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments) a jako
¢len kooperuje v pracovni siti referencnich mlécnych laboratoii ICAR-CECALAIT
(International Committee for Animal Recording - Centre d’Expertise et de Controle des
Analyses Laitieres) a Sterntestech AMA-AFEMA (Agrar Markt Austria - Arbeitsgruppe zur
Forderung von Eutergesundheit und Milchhygiene in den Alpenlédndern, e.V.). Dalsi vyvoj a
implementace kalibraénich metod mlékatskych analyz muze pfispét k provozni jistoté
referencnich i neptfimych metod v referen¢nich i rutinnich mlécnych laboratofi.

Vyznam minoritnich sloZek v mléce

Dobré zdravi hospodaiskych zvifat je pro podporu bezpecnosti potravinového fetézce stale
kontrolovat zdravotni stav dojnic. Jedna se o majoritni slozky: tuk; bilkoviny; lakt6za; pocet
somatickych bunék. Dulezité jsou také slozky minoritni, metabolity s izkou vazbou na
vyzivovy stav dojnic: kyselina citronova; mocovina; volné mastné kyseliny; ketony.
Z majoritnich slozek je nové vyznamny kasein (kvili moznosti rutinnich analyz). Mléko, na
rozdil od krve nebo moce, zajistuje snadny odbér vzorkd, ktery je rutinné zvladnut, véetné
chladového transportu do laboratofi. Kvalita analytickych vysledkli rozhoduje o spravnosti
jejich praktické interpretace. Dulezité je vyhodnotit n€které referencni a rutinni postupy
(zejména MIR a MIR-FT, infracervend technologie (IR) s optickymi filtry a IR celého spektra
interferometrem s pouzitim Fourierovych transformaci) stanoveni minoritnich slozek mléka
z hlediska vérohodnosti analytickych vysledkl pro praktické pouziti.

Vyznam méreni mocoviny v mléce

Mocovinu v mléce lze oznacit za minoritni slozku, a pokud je obsazena ve zvySené mite také za
nezadouci metabolit. MocCovina (M) je konecny metabolit bilkovin v organismu a znalost
hladiny vylu¢ované mocoviny je jednim z dulezitych ukazateld spravnosti sestaveni krmné
davky (Erbersdobler et al., 1980; Kirchgessner et al., 1986; Jonker et al., 1999; Hojman et al.,
2004). Mocovina je zpracovavana kromé¢ jater také v ledvinéach, jejichz prostfednictvim je
mocovina, po syntéze v jatrech, do ledvin transportovana a vylucovana moc¢i. Mocovina je
transportovana z krve také do mléka. Koncentrace mocoviny v organismu béhem dne kolisa,
nejvysSich hodnot dosahuje 4 az 6 hodin po nakrmeni, nejnizSich hodnot pied piijmem
potravy (Gustafsson a Palmquist, 1993; Carlsson a Bergstrom, 1994). Za fyziologicky obor se
nejéastéji povazuje rozsah od 18 do 35 mg.100ml™. Mezi efekty, které koncentraci mo&oviny
v mléce (KMM) ovliviluji, patii:
- pfijem proteinu a energie (nadmérny obsah hrubého proteinu v krmné davece zvySuje
obsah M v mléce a vyssi pfijem energie KMM casto snizuje);
- pfijem proteinu degradovatelného a nedegradovatelného v bachoru;
- pifijem vody a suSiny v krmné davce (pfi dehydrataci organismu lze ocekavat vyssi
hladiny M);
- zdravotni stav, zvlasté funkénost jater a ledvin;
- nektera onemocnéni;
- pastva (vyssi obsah M na pastve);
- doba odebrani vzorkd mléka (ve smyslu intervalu mezi krmenim a odbérem);
- fyziologické faktory laktace (Hanus et al., 1993 a, b; Jilek et al., 2006; Rehak et al.,
2009).
Koncentrace mocoviny v mléce (KMM) je tedy respektovanym ukazatelem zdravotniho a
vyzivového stavu dojnic (Baker et al., 1995). Je ve vztahu k jejich reprodukci (Butler et al.,



1996), dlouhovékosti (Hanus$ et al., 2000; Obr. 2, 3) a technologickym ukazatelim mléka
(Kirst et al., 1985; Hanus et al., 1993 a, c), které ve vyssi koncentraci pravidelné zhorSuje.
Existuje mnoho principti analyz KMM s rtiznou vérohodnosti vysledkd. V laboratorni praxi
z téchto dliivodll byla zaznamenana tada disproporci. Proto jsou zdroje variability vysledkl
studovany. V CR se provadi analyzy vzorktl mléka na mogovinu jednak ze vzorki uréenych
pro kontrolu mlécné uzitkovosti a déale ze vzorkd bazénovych, ur€enych ke stanoveni
jakostnich ukazateld mléka. Vysledky vyuzivaji zootechnici, veterinafi a poradci ve vyZzive.

Z pouzivanych analytickych metod pfipadaji v tvahu metody pifimé (Rajamidki a Rauramaa,
1984; Oltner et al., 1985), zejména specifické (ureolytické diferencni jako napt. AFNOR
(Lefier, 1999; Francie) Eurochem (Itilie), Chemspec (Broutin, 2000, 2006; Bentley
Instruments, USA) nebo enzymaticko-konduktometricka metoda UREAKVANT (Ficnar,
1997; Hanus et al., 1995, 1997, 2001; Klopcic et al., 1999; CR) a neptimé jako MIR (Herre,
1998) a zejména MIR-FT (Peterson et al., 2004).

Zatimco dfivéjsi pojeti analyz v MIR technologii mélo znacné problémy s vérohodnosti
vysledki, feSeni MIR-FT piineslo vyznamné zlepSeni vérohodnosti, napt. vzristem specifity
ve smyslu zlepSeni recovery s ohledem na umély piidavek mocoviny. Existuje vSak vice
pouzivanych metod vhodné upravy hodnot v referen¢nich vzorcich pro potieby kalibrace a
kontroly metod MIR a MIR-FT pfi stanoveni riznych analytti v mléce

Analytické moZnosti urceni koncentrace mocoviny v mléce

Meéteni KMM jako fyziologicko-zdravotniho ukazatele lze provadét pomoci nékolika
metod. MIR-FT technologie se jevi jako nadéna (Broutin, 2006; Roos et al., 2006) pro
monitoring zdravotniho stavu dojenych samic piezvykavcl a usmériiovani prevence jejich
produkénich a reprodukénich poruch spojenych s chybnou vyzivou a technologiemi
v porovnani k jejich vysoké mlécné uzitkovosti. Piesto jsou pii uréeni mlécné urey
upiednostiiovany metody pfimé, zejména specifické (ureolytické diferencni; Lefier, 1999;
Broutin, 2000 a 2006), jako napt. AFNOR (Francie) Eurochem (Italie) nebo Chemspec
(Bentley Instruments, USA). Takové je i stanovisko Mezinarodni mlékatrské federace (IDF)
ve smyslu probihajici selekce oficialni referencni metody (Lefier, 1999), kde specifi¢nost je
zakladni podminkou. Zde je nutné postupovat diferencni metodou, tzn. porovnat odezvu
prislusné reakce pred a po ureolyze nebo béhem ureolyzy a ziskané parametry, nejcastéji
rozdil, kalibrovat na znamé KMM. Nejcast¢jsi diferencni méteni jsou provadéna fotometricky
(AFNOR, Chemspec), stanovenim pH (Eurochem) nebo konduktometricky (Ureakvant, Ceské
republika; Hanus et al., 1995, 1997, 2001, 2008; Ficnar, 1997; Klop¢i¢ et al., 1999; Hering et
al., 2008). Byla popséana a vyhodnocena celé fada dalSich specifickych i nespecifickych metod
uréeni KMM na raznych principech (Oltner a Sjaunja, 1982; Kirst et al., 1985; Oltner et al.,
1985; Ficnar, 1997; Herre, 1998; Hanus et al., 1997, 2001; Klop¢ic et al., 1999). Infracervena
spektroskopie MIR-FT (celé IR spektrum s ndslednymi Fourierovymi transformacemi) je dnes
vyuZzivanou moderni instrumentalni (Foss Electric, Delta Instruments, Bentley Instruments)
analytickou technologii v rutinnich mléénych laboratofich pro kontrolu kvality mléka a
kontrolu mlécné uzitkovosti vcetné kontroly vyzivy krav na bazi ur¢eni KMM. Naopak
modifikace MIR jako filtrové technologie byla pii uréeni KMM malo Uspé$na, zejména
s ohledem na recovery (Herre, 1998; Hanus et al., 2001).
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Obr. 2 Vztah vzristu dlouhodobé hladiny mocoviny v bazénovém mléce k primérnym
ukazatelim plodnosti stad dojnic (korelace uvedenych vztahti = (0,15 az 0,22|; p < 0,01; Riha
a Hanus a, b, 1999)

Obr. 3 Vliv dusikatého zatizeni metabolismu podle dlouhodobého obsahu mocoviny (M) v
mléce na délku produkéniho véku krav.
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Priiprava mocovinovych referencnich standardi

Zcela zvlastnim problémem je preparace mlécnych mocovinovych standarda pro adekvatni
kalibraci riznych metod (napt. MIR-FT; Foss, 1999, 2004 a, b). Tento byl a je rovnéz
podrobovan experimentim a metodickému vyzkumu, véetné vztahii metod povazovanych za
potencidlné referencni a dalSich pfimych a nepfimych (napft. filtrova MIR technologie nebo
MIR-FT), zhruba v nasledujicich okruzich:

priprava kalibracnich standardi pro rtizné metody stanoveni KMM, resp. jinych
biologickych té€lnich tekutinach (Wolfschoon-Pombo et al., 1981; Oltner a Sjaunja,
1982; Kirst et al., 1985; Oltner et al., 1985; Hanus et al., 1995, 1997, 2008);

vyzkum, vyvoj, konstrukce a validace enzymatickych ¢idel, reaktorti, resp. biosensort
pro analyzy koncentrace mocoviny v raznych biologickych materialech, predevsim
v mléce (Thavarungkul et al., 1991; Sansubrino a Mascini, 1994; Koncki et al., 1995;
Ciana a Caputo, 1996; Sheppard et al., 1996; Ficnar, 1997; Jenkins et al., 1997, 1998;
Hanus et al., 1997, 2001);

ovéfeni vztahll nové vyvijenych principii a metod determinace KMM nebo krvi
k metodam stavajicim, resp. potencialn¢ referen¢nim, zpravidla specifickym
ureolytickym (Penca-Habjan a Golc-Teger, 1999; Broutin, 2000);

upozornéni na problemati¢nost vytéznosti a veérohodnosti stanoveni mocoviny
v podminkdch MIR filtrové transmisni infraervené technologie (Hanus et al., 2001)
v porovnani k metodam validovanym, kdy koeficient determinace spravnosti se
pohyboval kolem 50 % (Herre, 1998).

2) Cil certifikované metodiky

Cilem této prace bylo vyvinout, validovat a implementovat efektivni, tzn. naklady snizujici,
ale svou vérohodnosti vysledki adekvatni, postup kalibrace modernich instrumentalnich
metod stanoveni mocoviny v mléce pro kontrolu zdravotniho stavu dojnic MIR-FT na zakladé
derivace referencnich hodnot z verifikovaného systému vykonnostniho testovani analytické
zpusobilosti (proficiency testing, PT; Obr. 1).



I) podpofit vlastni systém centralni kalibrace nepiimé mlékaiské analytické techniky pro
stanoveni obsahu mocCoviny v mléce a aplikaci vykonnostnich testi;

IT) urcit parametry referencnich hodnot vzork syrového kravského mléka pro provedeni
mocovinovych kalibraci (MIR-FT);

IIT) wurcit statistické parametry kvality a akceptovatelnosti pfipadné provedenych
retrospektivnich mocovinovych kalibraci (MIR-FT).

3) Frekvence kalibraci

Frekvence kalibraci metod MIR-FT pro ur¢eni mocoviny v mléce neni legislativné zadvazné
upravena. Materidly vyrobcii instrumenti doporucuji intervaly meésiéni az tfimésicni,
vysledky provedenych kruhovych testli naznacuji, pti funkénosti techniky (mimo zdvazné
opravy optického nebo homogeniza¢niho systému), ze interval tfimesicni by mohl byt
uspokojivy. Uvedené odpovida také v CR aplikované frekvenci vykonnostniho testovani
méfeni koncentrace mocoviny v mléce v referencnich i rutinnich mlécnych laboratotich.

4) Postup ovéreni retrospektivni kalibrace
Laboratorni sit’ a pouZité metody analyz mocoviny v mléce

Narodni referenéni laboratof pro syrové mléko (NRL-SM; akreditovand podle CSN EN
ISO/IEC 17025; ¢. 1340, akreditacni certifikat 040/2005) Rapotin provozuje narodni
vykonnostni testovani (PT) pro urceni koncentrace mlécné mocoviny v ramci jeji referencni
¢innosti (v kooperaci pod hlavickou ANSES, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments) od roku 2007. Sada kontrolnich vzorkd obsahuje 10 vzorG mléka, nativnich i
modifikovanych umélym piidavkem mocoviny nebo fedénim piivodni koncentrace (Hering et
al., 2008; Hanus et al., 2008) destilovanou vodou. Test je provadén kazdé tii mésice s cca 10
Gcastniky (laboratofe vyzkumné, centralni chovatelské, mlékarenské a veterinarni v Ceské
republice, rovnéz centralni na Slovensku). Zahrnuty jsou obvykle 4 metody (specifické
ureolytické, fotometrické) analyz mocoviny vcetné MIR-FT. Vysledky PT jsou doruceny
formou zpravy do kazdé laboratofe v obdobi dvou tydnli po provedeni PT — statisticky
derivované referencni hodnoty PT a vyhodnoceni PT syst¢émem Euklidické vzdalenosti véetné
posouzeni ptidavkové (M) recovery.

V NRL-SM byla pouzita pro stanoveni KMM fotometrickd metoda s Ehrlichovym
¢inidlem a nepfimd metoda MIR-FT (Delta Instruments, Lactoscope FTIR, Holandsko).
Ostatni pravidelni u¢astnici vykonnostnich testii (OUPT) metody podle seznamu a specifikace
nize. Podrobnéjsi popisy a charakteristiky pouzitych metod 1ze nalézt v ptedchozich pracich
(Hanus et al., 1995, 1997, 2001, 2008, 2009 a 2011; Ficnar, 1997; Klopcic et al., 1999; Hering
et al., 2008). Zde je naznaceno stru¢né metodické shrnuti:

- specifickd metoda Ureakvant (UR) je zalozena na diferencnim méfeni zmeény
elektrické konduktivity béhem ureolytické hydrolyzy mocoviny ureazou a byla
kalibrovana na pétibodové $kale mléénych mocovinovych standardis (OUPT);

- fotometrickd metoda BioLaTest (BI) je zalozena na zméné barvy prostfednictvim
reakce diacetylmonoximu méiené pii 525 nm (Spekol 11, Carl Zeiss, Jena, Némecko)
a byla kalibrovana na jeden standardni vodny vzorek (OUPT, NRL-SM);



- fotometrickd metoda s Ehrlichovym ¢inidlem (EH) je zaloZena na zméné barvy reakce
prostfednictvim paradimetylaminobenzaldehydu métené pifi 420 nm (Spekol 11) a
byla kalibrovana na pétibodové Skale standardnich vodnych vzorka (NRL-SM);

- spektroskopickd metoda v infraervené oblasti spektra (MIR-FT) na zatizeni Foss
6000 (Foss Electric, Dansko; OUPT) a Lactoscope FTIR (Delta Instruments,
Holandsko; NRL-SM) byla kalibrovana na desetibodové Skale vzorka nativniho mléka
o riizné KMM podle vysledkir specifické referenéni metody (UR; OUPT), nebo nové
odvozenym efektivnim referenénim postupem (tato certifikovana metodika)
retrospektivné podle referencnich hodnot z PT (pfijeti kalibrace cca 10 dni po PT v
NRL-SM a kooperujici centralni mlécné laboratofi ve Slovenské republice).

Metody vyhodnoceni vysledkii

Rutinni vykonnostni testy (PT) jsou vyhodnocovéany systémem Euklidické vzdalenosti od
pocatku (Leray, 1993, 2006 a 2010; Hanus et al., 1998). Vysledky kalibrace byly hodnoceny
podle primémné diference vici referencnim hodnotdm, smérodatnou odchylkou tohoto
praméru individuélnich diferenci (n = 10 referencnich hodnot v sad¢€) poptipadé korelacnim
koeficientem (valida¢ni) vztahu referencnich a instrumentélnich hodnot po pfiijeti kalibrace.
Zakladnimi statistickymi metodami a popisem byly z vysledki PT (n = 40 za obdobi desiti
rokd od unora 2001 do unora 2011) hodnoceny vybrané ukazatele. Podrobnéjsi hodnoceni,
resp. validace retrospektivni kalibrace, bylo provedeno vybérové za obdobi poslednich tii
rokt a 14 PT, to je z periody aplikace nepiimé metody MIR-FT (Lactoscope FTIR, Delta
Instruments) pro méfteni KMM v NRL-SM. Hodnoceny byly ukazatele jako primérna
odchylka od pocatku (systematickd chyba), jeji smérodatna odchylka diferenci metody od
referen¢nich hodnot (ndhodna chyba) a poradi ti¢astnika v PT podle Euklidické vzdalenosti.

Celkovy stav vyvoje a stavu v PT u méreni KMM

Kalibrace nepiimych validovanych metod a Ucast v PT jsou nezbytné podminky
akreditaCnich auditi. Laboratof muze kalibrovat nepiimou metodu na KMM podle
zakoupenych referencnich standardii nebo podle vysledki své vlastni referenéni metody
(Ureakvant, Eurochem, Chemspec, metody fotometrické¢ atp.) na vhodné sadé¢ mlécnych
vzorkll. Pro mléénou mocovinu je otazka referen¢nich metod stile pfedmétem profesni
diskuse a pifipadného budouciho feSeni, resp. rozhodnuti (pro ICAR a IDF; LEFIER, 1999,
BROUTIN, 2000 a 2006).

V rutinnich mléénych laboratofich, ¢asto absentuji referenéni metody. To znamena nakup
referencnich standardd a Gcast v PT nemalé naklady. Hledéani cest k isporam vede vyvojové
k mySlence praktické realizace retrospektivniho principu efektivni kalibrace (RPEK) na
zakladé odvozeni a kalibracni aplikace referen¢nich hodnot z vysledkit PT. Softwarové
(pamétoveé) vybaveni modernich analyzatort MIR-FT umoziiuje takovou dodate¢nou
adjustaci po obdrzeni vysledki PT. Zakladnim ptedpokladem je, Ze pocet Gcastnikii v PT
(analytickych odbornikti, postupl, metod, pfistrojii) zvySuje pravdépodobnost vérohodnosti
odvozovanych referenc¢nich hodnot.

Bylo organizovano 40 PT pro stanoveni KMM. Zakladni vysledkova struktura vybranych
PT je shrnuta v Tab. 1. Primérna hodnota netispés$nosti v PT ¢inila 25,3 %. Tato hodnota je
ovlivilovana charakterem rozptylu hodnot vysledkid v PT. V Tab. 2 je ptiklad vysledku PT
(NRL-SM) pro KMM. Ten ukazuje variabilitu analytickych vysledkt, jejich diagnostické
trendy k systematickym a ndhodnym chybam (d a sd) a vérohodnost vysledkii méteni v praxi.
Na Obr. 4 je vytéznost umélého pridavku mocoviny do mléka jednotlivymi metodami.
Recovery neptesahuje a obvykle ani nedosahuje idealnich 100 % napti¢ metodami. Statistické



charakteristiky (primér x a smérodatna odchylka sx) hodnot d a sd soubort vSech t¢astnikii
(I; Tab. 3) z PT a jen uspeésnych ucastnikt (II; Tab. 4) ukazuji srovnani jejich variability.

Tab. 1 Charakteristiky PT pro KMM.

Ukazatel KMM
Pocet PT 40
Pocet ucastnika celkem

< 257
(opakovang¢)
Priimérny pocet tcastnika v PT | 7,45+0,37
Pocet netispéSnych ticastnikli 65
Pfumerny pocet netispésnych 1,8540,08
ucastnikti
% neuspesnych ucastniki 25,3

Tab. 2 Vysledky PT stanoveni koncentrace mocoviny v mléce (KMM; diference mg/100ml)

metodami ureolyticko-konduktometrickymi, fotometrickymi a MIR-FT.

u d sd RE t|vyzn.
395 0,577| 0,951| 1,1121| 1,92 |ns A
399 0,402 1,174| 1,2411| 1,08 |ns A
397 0,517 1,246| 1,3493| 1,31 |ns N
3910 0,477, 1,892] 1,9514| 0,80 |ns N
398 1,277 1,515] 1,9813| 2,67 |* A
391 -0,138] 2,288 2,2925| 0,19 |ns N
396 -0,518| 2,336| 2,3923| 0,70 |ns A
394 -3,075| 0,539 3,1216| 18,03 | *** N
392 3,201 1,111] 3,3889| 9,11 |*** N
393 -3,319]  1,730] 3,7423| 6,07 | *** N

D| 1,3501| 1,4783

sD| 1,8327| 0,5539

diskriminac¢ni limit
11sN&&nosti

u = ucastnik (pfistroj); d = primérna diference LAB-REF (laboratof — referen¢ni hodnota); sd
= smérodatna odchylka priméru individualnich rozdili; RE = Euklidickéd vzdalenost od
pocatku; t = hodnota kritéria parového t-testu; vyzn. vyznamnost rozdilu (ns =P > 0,05; * =
P <0,05; ** =P <0,01; *** =P <0,001); N =nevyhovél; D = primér d a sd; sD =
smérodatnd odchylka D pro d a sd.

Tab. 3 Charakteristiky (primér x a smerodatnad odchylka sx) hodnot d a sd souborti vSech
ucastnikii (I) z PT pro KMM (mg/100ml).

Ukazatel d sd
KMM n 257 257
X -0,0793 1,3879
SX 3,0175 1,2237
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n = pocet ucastnikl vSech PT; x = aritmeticky priimér; sx = smérodatnd odchylka; d =
primérna diference LAB-REF (laboratof — referencni hodnota); sd = smérodatna odchylka
priméru individudlnich rozdilt.

Tab. 4 Charakteristiky (primér x a smerodatnad odchylka sx) hodnot d a sd souborti jen
uspéSnych ucastnikii (II) vybranych z PT pro KMM (mg/100ml).

Ukazatel d sd
KMM n 192 192
X -0,1654 1,1711
SX 1,7140 0,4640

n = pocet ucastnikli vS§ech PT; x = aritmeticky pramér; sx = smérodatna odchylka; d =
primérna diference LAB-REF (laboratot — referencni hodnota); sd = smérodatna odchylka
praméru individudlnich rozdilt.

Obr. 4 Vytéznost (recovery) umélého piidavku M do mléka s 0 jako ptivodni KMM v PT
metodami ureolyticko-konduktometrickymi, fotometrickymi a MIR-FT pro jednotlivé
ucastniky z NRL-SM.

a) Piidavek mocoviny do mléka 10 mg/100ml
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c) Piidavek mocoviny do mléka 30 mg/100ml
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Pouziti retrospektivni  kalibrace metody MIR-FT na méieni KMM podle
referencnich vysledku 7 PT

Provedeni retrospektivni kalibrace MIR-FT na méteni KMM podle referencnich (REF)
hodnot z PT pftineslo kalibra¢ni korela¢ni koeficient z prvniho méfeni i predikce odhadu od
0,952 (P <0,001) do 0,997 (P < 0,001). Primér €inil 0,984 + 0,011 (n=49; P <0,001) MIR-
FT k REF. Stejné hodnoty z prvniho méfeni PT pro metodu EH ¢inily od 0,932 (P <0,001) do
0,999 (P < 0,001). Primeér byl 0,991 + 0,018 (n = 13; P <0,001). Vysledky jsou srovnatelné.
Srovnatelnost hodnot korelace piimé metody EH a MIR-FT umoznuje pfijeti postupu
retrospektivni kalibrace.

U opakované retrospektivni kalibrace byla primérna odchylka od referen¢nich hodnot po
piijaté kalibraci MIR-FT podle reference PT (predikcni vyjadieni) primérné -0,039 + 0,224
mg/100ml (n = 20). Primérna smérodatnd odchylka tohoto primérného rozdilu od
referen¢nich hodnot ¢inila 1,833 & 0,690 mg/100ml.

Validace retrospektivniho zpuisobu kalibrace nepiimé metody MIR-FT na méieni KMM
podle reference 7 PT

Validace je provedena hodnocenim jeho vysledkd postupu v nasledném PT po cca 10
tydnech od piijeti kalibrace. V obdobi, kdy byl opakované pouzit v NRL-SM retrospektivni
zpusob kalibrace KMM byla uspésnost metody MIR-FT v PT (Tab. 5) 60,0 %. Pramérné
poradi v testu 7,0 + 2,6. Primérna odchylka od referen¢nich hodnot se pohybovala od -6,132
do 7,813 (n = 10) s primérem -0,296 + 3,088 mg/100ml (n = 25). Smérodatnd odchylka
primérného rozdilu od referencnich hodnot v PT se pohybovala od 0,678 do 3,272 (n = 10)
s prumérem 1,752 + 0,619 mg/100ml (n = 25). Srovnatelné¢ korespondujici ukazatele
fotometrické metody (EH) v NRL-SM ¢inily: uspésnost v PT 64,3 %; primérné poradi v testu
5,4 £2,9; primérna odchylka od referen¢nich hodnot od -3,104 do 4,863 (n = 10) s primérem
0,409 + 2,282 mg/100ml (n = 14); smerodatnd odchylka primérného rozdilu od referenc¢nich
hodnot od 0,529 do 7,847 (n = 10) s primérem 1,234 £+ 1,006 mg/100ml (n = 13). Uvedené
porovnani vykazuje srovnatelné hodnoty zvolenych ukazateldi mezi metodami, i kdyz
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vysledky metody EH v PT byly lepsi. Vysledky rovnéZz ukazuji, Ze metoda MIR-FT se
s ohledem na princip vyhodnocovani PT mohla pomérné vyznamné podilet na odvozovani
referencnich hodnot v PT. Pfijeti retrospektivni kalibrace MIR-FT nijak nediskvalifikuje
nepfimou metodu MIR-FT v pravdépodobnosti uspét v PT v porovnani k bézné
dosahovanému stavu u jiné metody.

Tab. 5 Validace metod MIR-FT po aplikaci retrospektivni kalibrace a EH pfi ur¢eni KMM

(mg/100ml) v PT.

Metoda % + x Por. xd xsd
MIR-FT 60,0 7,0+2,6 -0,296 + 3,088 1,752 £ 0,619
EH 64,3 5,4+29 0,409 £ 2,282 1,234 + 1,006

+ = uspésnost v PT; x Pof. = primérné poradi v PT; xd = prumér pramérnych rozdilti od referen¢nich hodnot;
xsd = primér smérodatnych odchylek individualnich rozdili od referen¢nich hodnot.

Moznost aplikace vysledkii v praxi

Pouzité¢ soubory poskytuji podklady pro vypocty nékterych metodickych limith
v piislusném PT a systému retrospektivni kalibrace. Umoziuji 1,96 nasobky sx pro 95%ni
interval spolehlivosti a model normalni frekvenéni distribuce pro nékterou z charakteristik PT
nebo retrospektivni kalibrace (d, sd, r). To je vyznamné pfii validaci a akreditaci uvedeného
postupu PT a kalibrace v jednotlivych laboratotich systému laboratorni sité.
Vérohodnost validovanych (statisticky ocisténych) referen¢nich hodnot z PT, pfi
vyznamné ucasti referen¢nich metod v PT, je vysoce pravdépodobné vyssi nez pii pouziti
referenc¢nich hodnot jedné referenc¢ni metody.

5) Praktické provedeni metodiky
Priiprava referencnich standardu

Kontrolni sada vzorkli obsahuje 10 reprezentativnich vzorka vyvazené od obou hlavnich
dojenych plemen skotu (holstynské a Geské strakaté) v Ceské republice s potiebnou $kalou
hodnot mocoviny. Vzorky mléka v testu jsou upraveny z hlediska hledané¢ho analytu do
koncentra¢ni $kaly vzajemnou kombinaci nativnich obsahti mocoviny a také pomoci
artificidlnich manipulaci (pfidavky mocoviny a fedéni destilovanou vodou u vybranych
vzork mléka). Skéla se pak pohybuje cca od 12 do 60 mg/100ml.

Transport sad referencnich vzorkii
- Mléko je rozpipetovano, konzervovano Ccistym bronopolem (2-brém, 2-nitro, 1, 3
propandiol; bila barva, 0,03 %). Cinidlo musi byt Setrnym michanim rozpusténo — mirné

pteklapéni vzorkovnic.

- Vzorky se vychladi na 6 az 8 °C (cca 3 az 4 hodiny), vlozi do termoboxu s chladicimi
vloZkami a transportuji Setrné pii teploté do 10 °C.

- Transport vzorkl referen¢ni sady musi byt co nejSetrnéjsi s ohledem na cas, teplotu a

mechanické namahéni. Bylo dokézdno experimentalné, Ze praktikovany systém transportu je
pouzitelny (SOJKOVA et al., 2009).
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- V laboratofich se vzorky zahteji (max. 30 °C), rehomogenizuji a duplicitné méfi na obsah
mocoviny za podminek metody.

Referencni hodnoty

- Referen¢ni hodnoty PT pro jednotlivé vzorky se stanovi u organizatora PT (NRL-SM) jako
aritmetické praméry vzorkii z méfeni vSech laboratoti po Grubbsové testu odlehlosti (0,05 %).
Vypoctou se prumérmné odchylky a variability odchylek laboratofi od referenc¢nich hodnot a
Euklidické vzdalenosti laboratoti od stiedu.

- VPT musi byt zahrnuto vice nez polovina ucastnikli s metodami urCeni koncentrace
mocoviny v mléce, které vykazuji referencni ambice a jen méné nez polovina ucastniki
s nepfimou metodou.

Piedani vysledkit na rutinni pracovisté

Po vypoctu a validaci jsou referencni hodnoty PT pro jednotlivé vzorky deklarovany
rozeslanym protokolem do rutinnich laboratofi, elektronickou posStou ve formé oficidlni
tabulky. Je uvedena konvenc¢ni rozsifend kombinovana nejistota vysledki méfeni referencni
metody stanovena statisticky pro vysledky referencni metody v referen¢ni centralni laboratofi.

Vlastni kalibrace rutinnich infraanalyzdtori

- Vlastni kalibrace pfistroji MIR-FT na méfeni obsahu M v mléce na principu zakladniho
modelu linearni regresni analyzy signali ocisténych od interferencnich efektd pfi simultanni
zpravidla multikomponentni analyze probehne podle pfislusnych navodl vyrobcl zatizeni,
ptipadné specifickych standardnich operacnich postupti.

- Referen¢ni hodnoty jsou do databaze piistroje vlozeny se zpozdénim (cca 10 dni) a je pfijata
kalibrace.

- Valida¢ni korelace mezi hodnotmi referencnimi a predikovanymi by méla byt vyssi nez 0,94
a smerodatnd odchylka primérné diference by méla byt nizsi nez 2,30 (1,1711 Tab. 4 krat
1,96 pro 95 % intervalu spolehlivosti) mg/100ml.

- Primérnd validacni odchylka od referencni hodnoty je akceptovatelnd do hodnoty 1,714
(Tab. 4) mg/100ml.

- Pouziti navrZzené metody také predpoklada pravidelnou kontrolu funkci a vlastnosti pfistroje
(obecné opakovatelnost méfeni, stabilitu nastaveni - pilotnimi vzorky, ucinnost vyplachu,
pfijatelnou chybu z pfenosu atp.) a jejich pozitivni vysledky, zejména v obdobi od Gcasti v PT
do ptipadného piijeti uvedené kalibrace.

- Uvedeny retrospektivni princip kalibrace 1ze z dlivodu respektovani standardizace doporucit
jen pro ukazatele metodicky nestandardizované (jako KMM) a nikoliv pro standardizované

(tuk, bilkoviny, kasein, lakt6za, suSina tukuprosta).

6) Zavér certifikované metodiky
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Popsany postup a vyhodnocené vysledky dolozené v pfilohach, o které se postup v zasadé
opira, poskytuji moznost technicky uplatnit nové ovéfenou efektivni retrospektivni metodu
kalibrace analyzy MIR-FT u dulezit¢ minoritni slozky mléka, mocoviny, na principu
vyhodnoceni vysledkll vykonnostniho testovani pro moznost kontroly a zlepSeni vyzivy zvitat
a monitoringu zdravotniho stavu, reprodukce a dlouhovékosti dojnic, obecné k podpoie
provozni jistoty chovateld.

IIT) Srovnani ,novosti postupi” a predani certifikované metodiky:
Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro méfeni mocoviny v mléénych
laboratorich na bazi referen¢nich hodnot vykonnostnich testt:

- vyvinuta certifikovand metodika byla pfedana do uzivéani systému laboratoti kontroly mlécné
uzitkovosti CMSCH a. s. v elektronické i pisemné forme 1. 12. 2011;

- jednd se o novy postup efektivni kalibrace pro méfeni a rozsifeni spektra stanovovanych
analytii v laboratofich kontroly kvality mléka a mlécné uzitkovosti. Tato skutecnost je
dolozena piilozenymi vlastnimi publikovanymi vysledky. Uvedené postupy reference jsou
v laboratofich pouzivany kratce pravé v souvislosti s vyvojem metodiky a uvedené postupy
kontroly méfeni nebyly doposud v konkrétnich laboratotich pouZzivany.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky - Zavér - Kontrola uplatnéni
certifikované metodiky:

- kontrola existence a aplikace certifikované uplatnéné metodiky jako pracovniho postupu pro
efektivni retrospektivni kalibraci méfeni koncentrace mocoviny metodou MIR-FT v mléénych
laboratotich je proveditelna prostiednictvim revize dokladi a dokumenti o provadénych
pracovnich postupech a vysledcich pfi kalibracich a kontrole infraanalyzatori v Laboratofi
rozbort mléka v Bustéhradu a v Bré-Tufanech a v laboratofi Examinala v Ziling, tedy na
pracovisti klienta, predeviim CMSCH a.s.;

- certifikovana uplatnéna metodika obsahuje technicko-organizacni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajisténi a fizeni kvality) k feSeni
referencné-rutinnich systému analytickych laboratoii k testaci kvality syrového mléka;

- certifikovana uplatnéna metodika byla zpracovana v Sesti exemplafich a pfedana v krouzkové
vazbé€ na pfislusna pracoviste.

V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucésti kontroly zdravotniho (vyzivy, reprodukce a dlouhové&kosti)
stavu dojnic a kvality mléka, preven¢ni prace s ohledem na rizika v chovu dojeného skotu a
poradenstvi ke kvalit¢ mléka. ZlepSenim kvality vysledkii zde mtze tvofit podil do 15 %
efektu ve smyslu zajisténi zlepSeného zdravotniho stavu krav, tedy redukce béznych ztrat
zpusobenych nedostatkem informaci, které mohou tvofit podle odhadii zna¢né obchodni
ztraty. Objem pfipadnych ztrat je ovSem obtizné vycislit konkrétnéji nebot’ zdvisi na
objemu produkce farmait. Na urovni CR se pak miiZe jednat o ¢astky v fadu miliond.
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Naklady na konkrétni zavedeni postupu uvedené¢ho v metodice mohou pro uzivatele (mlé¢nou
laboratof) &init podle kvalifikovaného odhadu v laboratotich v CR celkem 1 tis. K&
(poplatky za provedeni vykonnostnich testl) roéng. Cinnost se periodicky aktualizuje,
ro¢né Cini jeji zavedeni 4 tis. K¢. Pfinos pro uzivatele (laboratofe) v podob¢ trzeb za
provedené rutinni analyzy (odhad 4 000 analyz individudlnich vzorki mési¢né krat 12 ¢ini
48 000 analyz krat 10 K¢ za analyzu je 480 000 K¢ ro¢né. Efekt je opakovatelny po rocich.
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