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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МОЛОКО

Подсчет соматических клеток 

Ч а с т ь  1

Метод с применением микроскопа (контрольны й метод)

Milk. Enumeration of somatic celts. Part 1. Microscopic method (reference method)

Дата введения — 2017—07—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает метод определения количества соматических клеток в сыром 

и химически консервированном молоке.
Метод применяется для подсчета соматических клеток в коровьем молоке, при условии, что обна­

ружены предпосылки их присутствия.
Стандарт допускается применять для подготовки стандартных проб при калибровке механизиро­

ванных и автоматизированных способов подсчета клеток.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ —  При применении настоящего стандарта могут использоваться опас­
ны е вещества и оборудование. Настоящий стандарт не предусматривает рассмотрения всех 
проблем безопасности, связанны х с его применением. О тветственность за соблюдение техники 
безопасности и охраны  здоровья, а также установление соответствую щ их ограничений по при ­
менению настоящего стандарта несет пользователь.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применен следующий термин с соответствующим определением:
2.1 соматические клетки (somatic cells): Клетки с ядрами, то есть все лейкоциты и эпителиаль­

ные клетки, определяемые в соответствии с методом, приведенным в настоящем стандарте.

3 Сущность метода

Анализируемую пробу молока распределяют тонким слоем на предметном стекле, получая мазок. 
Мазок подсушивают и окрашивают, затем под микроскопом подсчитывают количество окрашенных кле­
ток. Для определения количества клеток в 1 см3 пробы число клеток, подсчитанное на четко установ­
ленной площади, умножают на рабочий коэффициент.

4 Реактивы
Используют реактивы только признанной аналитической чистоты, если нет других указаний, дис­

тиллированную или деминерализованную воду или воду, эквивалентную по чистоте.

4.1 Растворы красителей

Предупреждение —  Тетрахлорэтан — яд. Этидиум бромид —  мутагенное вещество. В слу­
чае проливания необходимо немедленно принять меры по обезвреживанию. Приготовление и

Издание официальное
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применение красящ их растворов необходимо проводить в вы тяжном шкафу, используя сред­
ства индивидуальной защиты.

4.1.1 М одиф ицированны й окраш иваю щ ий раствор Newman-Lampert (модификация 
Lewowitz-W ober)

4.1.1.1 Состав

Этанол с объемной долей спирта 95 %. см3 54,0
Тетрахлорэтан. см3 40,0
Метиленовый синий, г 0.6
Ледяная уксусная кислота, см3 6.0

П р и м е ч а н и е  — Допускается применять ксилол в том же объеме, какой указан для тетрахлорэтана.

4.1.1.2 Приготовление
В колбе смешивают этанол и тетрахлорэтан. укупоривают пробкой. Смесь нагревают на водяной 

бане (см. 5.1) до температуры 65 °С. Добавляют метиленовый голубой в вытяжном шкафу и тщательно 
перемешивают. Раствор охлаждают в холодильнике до 4 °С.

Затем добавляют ледяную уксусную кислоту и вновь тщательно перемешивают Полученный рас­
твор фильтруют через фильтр (см. 5.2) в герметичную колбу на хранение.

Перед использованием окрашивающий раствор Newman-Lampert снова фильтруют
4.1.2 О крашивающий раствор бромида этидия
4.1.2.1 Основной окрашивающий раствор
4.1.2.1.1 Состав

Бромид этидия, г 0.25
Деминерализованная вода, см3 100

4.1.2.1.2 Приготовление основного окрашивающего раствора
Бромид этидия растворяют в деминерализованной воде, предварительно нагретой до 40 °С. Ох­

лаждают раствор до комнатной температуры. Доводят до 100 см3 деминерализованной водой.
Основной окрашивающий раствор бромида этидия хранят не более двух месяцев в темном месте 

при температуре (2 ± 2) °С.
4.1.2.2 Буферный раствор
4.1.2.2.1 Состав

Гидрофталат калия, г 0.51
Гидроксид калия, г 0,162
Деминерализованная вода, см3 100

4.1.2.2.2 Приготовление буферного раствора
Гидрофталат калия и гидроксид калия растворяют раздельно в деминерализованной воде. 
Буферный раствор хранят в темном месте при температуре (2 ± 2) °С не более 2 мес.
4.1.2.3 Рабочий окрашивающий раствор бромида этидия
4.1.2.3.1 Компоненты

Красящий основной раствор бромида этидия (см. 4.1.2.1). см3 2
Буферный раствор (см. 4.1.2.2). см3 8
Triton Х-100, см3 0.1
Деминерализованная вода, см3 90

П р и м е ч а н и е  — Высокая температура может привести к снижению окрашивающей способности бро­
мистого этидия.

4.1.2.3.2 Приготовление рабочего окрашивающего раствора бромида этидия 
Добавляют последовательно основной окрашивающий раствор бромида этидия. буферный рас­

твор и Triton Х-100 в деминерализованную воду, тщательно перемешивают.
Свежий рабочий окрашивающий раствор бромида этидия готовят непосредственно перед исполь­

зованием.
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4.2 Ф осф атно-буф ерны й раствор (PBS)

4.2.1 Компоненты
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NaCI. г 8
KCI. г 0.2
Na2H P 04 7Н20. г 1.15
КН2Р 0 4, г 0.2
Деминерализованная вода, см3 1000

4.2.2 Приготовление ф осф атного буф ерного раствора
Соли растворяют в деминерализованной воде. Доводят объем раствора до 1000 см3 оставшимся 

количеством деминерализованной воды и перемешивают.
Регулируют уровень pH на (7,2 ± 0,1) ед. pH.

П р и м е ч а н и е  — Допускается использовать фосфатно-буферный раствор с уровнем pH = 7,2 ед. pH.

5 Аппаратура

Используют обычное лабораторное оборудование и, в частности, нижеприведенное.
5.1 В одяны е бани, обеспечивающие поддержание температуры в диапазонах (40 ± 2) °С, 

(50 ± 2)°С  и (65 ± 2) °С.
5.2 Ф ильтр, устойчивый к применяемым растворам, с размером пор 10— 12 мкм.
5.3 М икроскоп с увеличением от 500* до 1000*. Допускается использовать масляно-иммерсион­

ные объективы.
При использовании бромида этидия применяют люминесцентный микроскоп.
5.4 М икрош приц, для дозирования установленного объема молока 0.01 см3, с предельно допу­

скаемой погрешностью 2 %.
5.5 Микрометр
5.6 Предметные стекла, с предварительно нанесенными очерченными контурами (прямоуголь­

ным или круглым), с площадью 1 см2 1 5 % (95— 105 мм2), или стандартные предметные стекла в ком­
плекте с шаблоном размером 20 *  5 мм или диаметром d  = 11,28 мм.

5.6.1 Подбор предметных стекол
Рекомендуется работать с предварительно нанесенным контуром или шаблоном, чтобы избежать 

пересчета числа клеток при каждом подсчете.
5.6.2 Контуры
При использовании прямоугольного контура верхняя и нижняя внутренняя ширина, с одной сторо­

ны. и левая и правая внутренняя высота, с другой стороны, не должны отличаться более чем на 0,2 мм.
При использовании круглого контура вертикальный и горизонтальный внутренние диаметры не 

должны различаться более чем на 0.2 мм.

6 Отбор проб

В лабораторию доставляют представительную пробу. Проба, представленная в лабораторию для 
анализа, не должна быть поврежденной или измененной во время транспортирования или хранения.

Метод отбора проб не регламентирован настоящим стандартом. Рекомендуемый метод отбора 
проб приведен в ISO 707.

Используемые автоматические пробоотборники должны быть предварительно аттестованы.

7 Подготовка пробы к анализу

7.1 Хранение

До начала определения или консервации анализируемые пробы хранят при температуре (4 ± 2)°С.
Определение проводят в течение 6 ч после отбора проб.
В случае более длительного хранения проб их необходимо законсервировать, добавляя химиче­

ские консерванты, например борную кислоту, бронопол или дихромат калия. Максимальная концен-
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трация борной кислоты не должна превышать 0.6 г на 100 см3 анализируемой пробы. Максимальная 
концентрация бронопола не должна превышать 0.05 г на 100 см3 анализируемой пробы. Максимальная 
концентрация дихромата калия не должна превышать 0.1 г на 100 см3 анализируемой пробы. Срок хра­
нения консервированных проб при температуре (4 ± 2) °С —  не более 6 дней.

Во избежание негативного влияния на экологическую обстановку рекомендуется ограничить ис­
пользование дихромата калия в пробах, для которых предусмотрен только длительный срок хранения.

7.2 Подготовка пробы

Анализируемую пробу (см. 7.1) нагревают на водяной бане (см. 5.1) до температуры 40 °С. Про­
бу тщательно перемешивают. Охлаждают пробу до температуры, на которую калиброван микрошприц 
(см. 5.4), например до 20 °С.

Разводят анализируемые пробы с предполагаемым количеством соматических клеток выше 
1 000 000 клеток/см3 фосфатно-буферным раствором (см. 4.2). чтобы получить количество соматиче­
ских клеток около 500000 клеток/см3 в каждой разведенной анализируемой пробе.

где d  —  коэффициент разведения для получения в анализируемой пробе содержания соматических 
клеток около 500000 клеток/см3;

Vs —  объем анализируемой пробы, см3;

Vb —  объем буферного раствора, используемого для разведения анализируемой пробы, см3.

Записывают надлежащий коэффициент разбавления, d, объем анализируемой пробы. Vs. и объ­
ем буферного раствора. Vb, используемые для получения требуемого разведения.

8 Проведение определения

Для каждой анализируемой пробы приготовляют как минимум два мазка (см. 8.1) и отбирают луч­
ший из них (например, мазок, не поврежденный в процессе окрашивания). Погружают предметные стек­
ла (см. 5.6) в этанол (95 % по объему). Стерилизуют пламенем и охлаждают.

8.1 Приготовление мазка и окрашивание

Приготовление мазка и окрашивание проводят в соответствии с 8.1.1 или 8.1.2.

П р и м е ч а н и е  — Окрашивание мазка козьего молока приведено в приложении В.

8.1.1 Приготовление мазка и окраш ивание окраш иваю щ им раствором Newman-Lampert
Микрошприцем (см. 5.4) отбирают 0.01 см3 анализируемой пробы (разведенной соответствующим 

образом) (см. 7.2). Промывают микрошприц анализируемой пробой. При необходимости тщательно и 
аккуратно очищают внешнюю сторону микрошприца, которая контактировала с анализируемой пробой.

Пробу помещают на чистое предметное стекло площадью 1 см2 (см. 5.6). Используя иглу, равно­
мерно распределяют анализируемую пробу на всей указанной поверхности, при этом контролируют, 
чтобы площадь, прилегающая к внешним границам, была также равномерно покрыта. Мазок подсуши­
вают при комнатной температуре до состояния полной сухости.

Погружают высушенный на предметном стекле мазок в модифицированный окрашивающий рас­
твор Newman-Lampert (см. 4.1.1) не менее чем на 15 мин. Мазок высушивают при комнатной температуре.

Затем мазок осторожно промывают водопроводной водой для удаления излишков краски. Опять 
высушивают и хранят, защищая от пыли.

8.1.2 Окрашивание с использованием окраш иваю щ его раствора этидиум бромида и при ­
готовление мазка

Смешивают 1 см3 подготовленной анализируемой пробы (см. 7.2) с 1 см3 окрашивающего рабо­
чего раствора бромида этидия (см. 4.1.2.3) в пробирке. Смесь хранят в защищенном от света месте. 
Нагревают пробирку на водяной бане (см. 5.1) при температуре 50 °С в течение 3 мин. Охлаждают до 
комнатной температуры.

При помощи микрошприца (см. 5.4) отбирают 0.01 см3 смеси. Микрошприц промывают смесью. 
При необходимости тщательно и аккуратно очищают внешнюю сторону микрошприца, которая контак­
тировала со смесью.

4
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Помещают смесь на чистое предметное стекло площадью 1 см2 (см. 5.6). При помощи иглы равно­
мерно распределяют анализируемую пробу по всей указанной поверхности, при этом контролируют, 
чтобы площадь, прилегающая к внешним границам, была также равномерно покрыта. Мазок подсуши­
вают при комнатной температуре до состояния полной сухости.

8.2 Определение

8.2.1 О птимизация показаний микроскопа
С помощью микроскопа (см. 5.3) в полученном мазке (см. 8.1.1 или 8.1.2) подсчитывают ядра 

клеток на полях, полностью покрытых мазком молока. Выбирают наилучшее увеличение (500’— 1000 ), 
чтобы получить в среднем не более 20 клеток в каждом поле.

Клетки содержат окрашенные ядра. Размер клеток — не менее 8 мкм. При подсчете не учитывают 
клетки менее 4 мкм (см. рисунок 1). Фрагменты клеток подсчитывают в окончательном результате, если 
видно более 50 % ядериого материала. Кластеры клеток подсчитывают как одну клетку, если ядра четко 
не разделены. См. также рисунки 2 и 3.

Макрофаг Полиморфонукле- 
арные лейкоциты

Лимфоцит

(PMN)

Эпителиальная
клетка

8 - 3 0  мкм
высокое соотношение 

цигоплззмз/ядро. 
Фагоцитоз, представ­

ление антигена 
секреция 

хемоаттрактантов

10- 14 мкм 
90 % -  острый мастит, 
60 % -  хронический 

мастит Низкое 
соотношение 

цитоплазма,'ядро 
Фагоцитоз Первая 

линия защиты 
от мастита

5 -  10 мкм
Низкое соотношение 

цитоплэзма/ядро. 
Интенсивно окрашенное 

ядро Т-хелпера.
Т-супрессора, В-клетки

10-14 мкм 
Ядро крутое. 

Цитоплазма слабо 
окрашена

Рисунок 1 — Примеры клеток

Длины клеток L1 = 9,70 мкм и L2 = 2,77 мкм 

Рисунок 2 — Примеры клеток сборного коровьего молока (увеличение 1000 )
5
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¥
Длина клеши L22 *  9.08 мш; 1.23 - 8,27 мкм: £.24 » 4,95 мкм; £.25 ■» 7.39 мкм;

£.26 * 6.37 мкм и £.27 » 3,58 мкм

Рисунок 3 — Примеры клеток сборного коровьего молока

В примере кластера, приведенного на рисунке 3. следует подсчитать пять клеток. Клетка L27 про­
пущена. так как ее диаметр меньше 4 мкм.

П р и м е ч а н и е  — Высокая квалификация лаборанта является основным условием получения объектив­
ных результатов метода. Для ее повышения необходимо частое использование метода и участие в межлаборатор­
ных исследованиях.

Клетки в молоке располагаются согласно распределению Пуассона (см. приложение С). Мини­
мальное количество клеток (N). подсчитываемых с учетом требуемого уровня подсчета клеток, с целью 
достижения указанного коэффициента вариации, приведено в таблице 1.

Достоверность результатов обеспечивается подсчитыванием минимально указанного числа кле­
ток. Поля и полосы, на которых проводят подсчет, выбирают таким образом, чтобы получить представи­
тельный подсчет для всего мазка.

Т а б л и ц а  1 — Минимальное число клеток N

Концентрация клеток <* 1000 клеток/см3) Коэффициент вариации CV. % Число клеток N

<150 10 100

150—250 7 200

250-400 6 300

2 400 5 400

8.2.2 Подсчет ядер в последовательны х полях микроскопа
Подсчитывают ядра в последовательных полях, в вертикальных полосах в полях, расположенных 

на равном расстоянии друг от друга (см. рисунок 4 и таблицу 1).
a) Начинают подсчет приблизительно на расстоянии dL от левой стороны. При использовании 

круглого контура подсчет начинают с соответствующего расстояния dL от левой стороны горизонтально­
го диаметра таким образом, чтобы обеспечить подсчет как минимум 5 полей от верхней части полосы. 
Для прямоугольного и круглого контура, как правило, используют расстояние dL. равное 0,5 мм.

b ) Помещают верхний или нижний край окружности поля тангенциально по отношению к внутрен­
ней верхней или нижней границе шаблона (шаблон не должен быть видимым в поле). В случае непо­
крытой плоскости рядом с границей шаблона регулируют поле в соответствии с границами мазка.

6
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c) После подсчета первого поля объектив микроскопа передвигают на установленное расстояние 
dH вниз или вверх к следующему полю в направлении нижнего или верхнего края и на новом поле про­
водят подсчет. Как правило, используют расстояние dH, равное 1 мм.

d) После подсчета на последующем поле повторяют действия, описанные в перечислении с), до 
достижения противоположной стороны (вверху или внизу) полосы. Далее выбирают один из следующих 
вариантов:

- вариант 1. Последнее поле не подлежит подсчету;
- вариант 2. При появлении нижней или верхней границы, занимающей меньше половины пло­

скости поля, смещают объектив до тех пор. пока граница вновь полностью не исчезнет с поля, которое 
после этого покрывает только мазок, и выполняют подсчет.

e) Затем перемещают объектив вправо на расстояние d „  (например. dn = 1,5 мм или dw -  2 мм, в 
зависимости от необходимого числа полей) и начинают подсчет на новом участке в противоположном 
направлении (вверх или вниз).

f) Операции Ь)—е) повторяют до достижения правой стороны шаблона.
д) Если для проведения подсчета полей недостаточно (см. таблицу 1). подсчитывают дополнитель­

ные поля. Для выполнения этой операции объектив микроскопа фокусируют на другие зоны (например, 
посредством изменения исходной позиции и/или адаптации расстояний при поэтапном передвижении) 
таким образом, чтобы получить надлежащее количество полей, которое является репрезентативным 
для всего мазка.

h) Проводят подсчет согласно 9.1 при использовании прямоугольного контура или согласно 9.3 
при использовании круглого контура.

П р и м е ч а н и е  — При использовании прямоугольного контура на вертикальных участках размешают 5 по­
лей на расстоянии 1 мм в вертикальных полосах и 10 полос на расстоянии 2 мм. что позволяет производить под­
счеты на 50 полях. Приблизительно такое же число попей получают при применении контура круглой формы при 
использовании тех же расстояний. Расстояния между сдвигами (пространства) измеряются от той же зоны полей 
с использованием прибора корректировки (выравнивание верхнего или нижнего края) таким образом, чтобы они 
включали в себя диаметр поля.

8.2.3 Подсчет в прямоугольном  контуре по полосам
Подсчитывают ядра в вертикальных полосах, расположенных на равном расстоянии друг от друга 

(см. рисунок 5 и таблицу 1).
a) Начинают подсчет с левой стороны приблизительно на расстоянии dL. Как правило, используют 

расстояние dL. равное 0.5 мм.
b ) Начинают подсчет с верхней или нижней границы прямоугольной области. Помещают границу 

области в середину поля микроскопа. После подсчета всех клеток перемещают объектив в направле­
нии противоположной границы и подсчитывают все клетки, видимые в этой полосе вплоть до достиже­
ния противоположной границы. Записывают число подсчитанных клеток.

c) Затем перемещают объектив вправо на расстояние dw (например. dw = 3— 4 мм. в зависимости 
от необходимого числа полос для репрезентативного подсчета всего мазка) и начинают подсчет новой 
полосы.

Операции Ь) и с) повторяют до достижения правой стороны шаблона.
Если для проведения подсчета полос недостаточно (см. таблицу 1). подсчитывают дополнитель­

ные полосы. Для выполнения этой операции объектив микроскопа фокусируют на другие зоны (напри­
мер. посредством изменения исходной позиции и/или адаптации dw) таким образом, чтобы получить 
надлежащее количество полос, которое является репрезентативным для всего мазка.

Результат подсчитывают, как описано в 9.2.

7



ГОСТ ISO 13366-1— 2014

cW « I S мм 
dH 1 мм 
d l '  C 5 mm 
d = 0.5 мм

.f t V -. ■■ ' } '  MM

Рисунок 4 — Вертикальные полосы на полях, расположенных на равном расстоянии друг от друга, 
при использовании круглого или прямоугольного контура

Дспвл-мт«п**ы* полосы

9 Подсчет и выражение результатов

9.1 Подсчет с использованием прям оугольного контура в полях, следую щ их друг за 
другом

Проверяют контрольные значения 20.0 и 5.0 мм для длины Ls и ширины Ws мазка, используя гра­
дуировки и прибор корректировки микроскопа.

Вычисляют общую концентрацию с клеток по формуле

с = УУ.х Ц у Ы, „
/ /

1 )  * 4 * 4 »

1
d (1)
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или

с постоянным рабочим фактором fw

где с —  общая концентрация, выраженная в количестве клеток на см3;
Ws —  ширина мазка, мм;
Ls — длина мазка, мм;
W, —  общее количество подсчитанных клеток, шт.;
D, —  диаметр поля микроскопа, мм;
Nf —  количество полностью подсчитанных полей, шт.;

Vm —  объем анализируемой пробы, распределенной на предметном стекле (см. 8.1.1 или 8.1.2). см3 
(если для окрашивания использовали модифицированный красящий раствор Newman-Lampert 
(см. 8.1.1), Vm = 0.01 см3; если для окрашивания использовали красящий раствор бромида эти- 
дия (см. 8.1.2). Vm = 0.005 см3);

d —  коэффициент разведения, используемый в 7.2 (без разведения d  = 1; при разведении 1:1 
d  = 0.5).

9.2 Подсчет в полосах при использовании прямоугольного контура

Проверяют контрольные значения 20.0 и 5.0 мм для длины и ширины мазка с использованием 
градуировок и прибора корректировки микроскопа.

Вычисляют общую концентрацию с клеток по формуле

с постоянным рабочим фактором fw

где Nb —  количество полностью подсчитанных полос.
Остальные обозначения приведены в 9.1.

9.3 Подсчет в последовательны х полях при использовании круглого контура

Проверяют диаметр мазка, равный 11.28 мм. используя градуировки и прибор корректировки ми­
кроскопа.

Вычисляют общую концентрацию с по формуле

<*'
(2)

или

(3)

или

с постоянным рабочим фактором fw

где Ос —  диаметр мазка, мм.
Остальные обозначения приведены в 9.1.
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9.4 Выражение результатов

Результаты испытания выражают в целых числах, округленных до тысяч (например, 401586 кле- 
ток/см3 выражают как 402000 клеток/см3).

10 Прецизионность

Значения сходимости и воспроизводимости были получены из результатов межлабораторного ис­
пытания. проведенного в соответствии с ISO 5725-1 и ISO 5725-2. Подробности данного межлаборатор­
ного испытания кратко изложены в приложении А.

Значения, установленные в ходе межлабораторного испытания, могут не входить в диапазон кон­
центраций и матриц, которые отличаются от установленных.

10.1 Сходимость

Абсолютная разница между двумя результатами независимых испытаний, полученными при ис­
пользовании одного метода на идентичных пробах материала в одной лаборатории одним испытателем 
при использовании одного оборудования в течение короткого периода времени, не должна более чем в 
5 % случаев быть больше значений, указанных в таблице 2.

Т а б л и ц а  2 — Значения сходимости

Концентрация (*1000 клеток/см3) Стандартное отклонение сходимости sf 
<*1000 клеток/см3)

Предел сходимости г 
(*1000 клеток/см3)

245 38 107

455 43 121

679 69 192

791 110 308

10.2 Воспроизводимость

Абсолютная разница между двумя результатами независимых испытаний, полученными при ис­
пользовании одного метода на идентичных пробах материала в разных лабораториях разными испы­
тателями при использовании разного оборудования, не должна более чем в 5 % случаев быть больше 
значений, указанных в таблице 3.

Т а б л и ц а  3 — Значения воспроизводимости

Концентрация («1000 клеток/см3) Стандартное отклонение поспроизво- 
димости ад (-1000 кпеток/сы3)

Предел воспроизводимости R 
(*1000 клеток/см3)

245 41 114

455 62 174

679 78 218

791 110 308

11 Протокол испытания

Протокол испытания должен включать:
a) всю информацию, необходимую для полной идентификации пробы:
b ) метод отбора проб, если он известен:
c) метод испытания со ссылкой на настоящий стандарт;
d) все детали, неописанные в настоящем стандарте или необязательные, вместе с подробностя­

ми любых непредвиденных случайностей, которые могут повлиять на результат(ы) анализа:
e) полученные результаты испытаний или окончательный заявленный результат, если была про­

верена повторяемость.
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Приложение А 
(справочное)

Совместное испытание

А.1 Общие положения
В октябре 2005 г. были проведены совместные международные исследования коровьего молока, в которых 

приняли участие восемнадцать лабораторий и тринадцать стран. Испытание включало 8 проб на четырех уровнях 
клеток/см3 и включало 16 дублирующих проб без указания источника поступления.

Средние значения каждого уровня концентрации были следующими:
- уровень 1. пробы А и В: 245000 клеток/см3;
- уровень 2. пробы С и D: 455000 клеток/см3;
- уровень 3. пробы Е и F: 679000 клеток/см3;
- уровень 4. пробы G и Н: 791000 клеток/см3.
Испытание было организовано A.I.A. (авторитетным инспекционным органом) Laboratorio Standard Latte (Ла­

боратория стандартов молоха). Маккарезе. Рим (Италия). Были проведены статистические исследования в соот­
ветствии с ISO 5725-1 и ISO 5725-2 и получены прецизионные данные, указанные в таблице А.1.

Т а б л и ц а  А.1 — Результаты межлабораторных испытаний

Наименование показателя
Уровень

1 2 3 4

Не участвовавшие после устранения резко отклоняющихся значений 24 23 24 24

Среднее значение. *1000 клеток/см3 245 455 679 791

Стандартное отклонение сходимости sr  *1000 клеток/см3 38 43 69 110

Коэффициент вариации стандартного отклонения сходимости. % 16 9 10 14
Предел сходимости г (2.8sf). к 1000 клеток/см3 107 121 192 308

Стандартное отклонение воспроизводимости Sr, *1000 клеток/см3 41 62 78 110

Коэффициент вариации стандартного отклонения воспроизводимости. % 17 14 11 14
Предел воспроизводимости R (2,8sp ), * 1000 клеток/см3 114 174 218 308
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Приложение В 
(справочное)

Окрашивание козьего молока

В.1 Окрашивающие растворы для козьего молока [8] 
В.1.1 Фиксатор Карнуа
В.1.1.1 Состав

Хлороформ 60 см3
Уксусная кислота ледяная 20 см3
100 %-ный этиловый спирт 120 см3

В.1.1.2 Приготовление
Последовательно добавляют хлороформ и безводную уксусную кислоту в этанол и тщательно перемешивают. 
В.1.2 Окрашивающий раствор пиронина-Y и метилового зеленого
В.1.2.1 Состав

Пиронин-Y 1.0 г
Метиловый зеленый 0.56 г
Деминерализованная вода 196смэ

В. 1.2.2 Приготовление
Последовательно добавляют пиронин-Y и метиловый зеленый в колбу с деминерализованной водой и тща­

тельно перемешивают. Фильтруют через фильтр (см. 5.2) и хранят в колбе из коричневого стекла. Перед использо­
ванием раствор снова фильтруют через фильтр (см. 5.2).

В.2 Приготовление мазка
Проводят окрашивание мазка на предметном стекле по следующей схеме:
1 Используют фиксатор Карнуа (см. В.1.1) в течение 5 мин.
2 Используют 50 %-ный этанол в течение 1 мин.
3 Используют 30 %-ный этанол в течение 1 мин.
4 Используют воду в течение 1 мин.
5 Используют окрашивающий раствор пиронина-Y и метилового зеленого в течение 6 мин.
6 Кратковременно промывают н-бутиловым спиртом и затем ксилолом.
7 Предметные стекла хранят в условиях защиты от пыли не более 12 мвс.
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Приложение С 
(справочное)

Распределение Пуассона

Клетки в молоке расположены согласно распределению Пуассона. Распределение Пуассона допускает, что:

м  = v  = аа.

где М — среднее значение:
V — вариация: 
s — стандартное отклонение. 

Соответственно, коэффициент вариации CV:

или

или

CV =-£-х100%.

CV = 1 0 0 %
s '

CV = 1 0 0%

где М — среднее значение, представляющее собой число подсчитанных единиц (клеток) при подсчете количества 
соматических клеток.
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