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Правильное взятие образцовПравильноеПравильное взятиевзятие образцовобразцов

•• ПравильностьПравильность результатоврезультатов ии ихих интерпретацииинтерпретации

зависитзависит отот тоготого, , наскольконасколько правильноправильно былобыло

проведенопроведено взятиевзятие образцовобразцов..



Определение титров стадаОпределениеОпределение титровтитров стадастада

•• ЦельЦель исследованияисследования: : получитьполучить достоверныедостоверные ии
репрезентативныерепрезентативные величинывеличины титровтитров стадастада..

•• НеобходимоНеобходимо сводитьсводить кк минимумуминимуму вероятностьвероятность
ошибокошибок припри определенииопределении титровтитров длядля полученияполучения
статистическистатистически достоверныхдостоверных результатоврезультатов..

•• СтатистическиСтатистически достоверныедостоверные данныеданные обеспечиваютобеспечивают
достовернуюдостоверную интерпретациюинтерпретацию..



Как добиться достоверных
результатов в ELISA?

КакКак добитьсядобиться достоверныхдостоверных
результатоврезультатов вв ELISA?ELISA?

•• ИспользуйтеИспользуйте статистическистатистически достоверныедостоверные методыметоды отбораотбора

образцовобразцов длядля обеспеченияобеспечения репрезентативнойрепрезентативной выборкивыборки..

•• АккуратноАккуратно обращайтесьобращайтесь сс образцамиобразцами кровикрови длядля обеспеченияобеспечения

однородногооднородного качествакачества образцовобразцов сывороткисыворотки, , аа такжетакже

•• ИспользуйтеИспользуйте надлежащеенадлежащее оборудованиеоборудование ии тесттест--наборынаборы длядля

ELISAELISA сс цельюцелью обеспеченияобеспечения воспроизводимостивоспроизводимости ии

достоверностидостоверности результатоврезультатов исследованийисследований..



Обеспечение статистической
достоверности

ОбеспечениеОбеспечение статистическойстатистической
достоверностидостоверности

ДляДля тоготого, , чтобычтобы результатырезультаты, , полученныеполученные припри
анализеанализе отобранныхотобранных образцовобразцов былибыли
статистическистатистически достоверныдостоверны, , необходимонеобходимо
соблюдатьсоблюдать 2 2 условияусловия::

1) 1) СлучайнаяСлучайная выборкавыборка птицптиц длядля заборазабора
образцовобразцов

2) 2) ДостаточноеДостаточное количествоколичество взятыхвзятых образцовобразцов



СЛУЧАЙНАЯ ВЫБОРКАСЛУЧАЙНАЯСЛУЧАЙНАЯ ВЫБОРКАВЫБОРКА

•• СлучайнаяСлучайная выборкавыборка: : каждаякаждая птицаптица имеетимеет
равныеравные шансышансы припри отбореотборе..

•• СлучайнаяСлучайная выборкавыборка снижаетснижает влияниевлияние
факторовфакторов ««неконтролируемойнеконтролируемой вариациивариации»»
((««неровноенеровное»» прививаниепрививание вакцинывакцины, , разницаразница вв
потреблениипотреблении кормовкормов, , разницаразница температуртемператур, , 
светасвета, , влажностивлажности воздухавоздуха ии тт..дд.).)



Иллюстрация необходимости
случайной выборки

ИллюстрацияИллюстрация необходимостинеобходимости
случайнойслучайной выборкивыборки

ПредположимПредположим, , чточто вв птичникептичнике плохоплохо работаетработает
системасистема поенияпоения. . ПроводиласьПроводилась вакцинациявакцинация
выпаиваниемвыпаиванием..

СЗАДИ

СПЕРЕДИ

СИСТЕМА ПОЕНИЯ
РАБОТАЕТ НОРМАЛЬНО

СИСТЕМА ПОЕНИЯ РАБОТАЕТ
ПЛОХО



Иллюстрация необходимости
случайной выборки (продолжение)

ИллюстрацияИллюстрация необходимостинеобходимости
случайнойслучайной выборкивыборки ((продолжениепродолжение))

ОБРАЗЦЫ ВЗЯТЫ РЕЗУЛЬТАТЫ ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Только спереди п-ка 100% Отр. стадо 100% «провал» вак-ции
Только сзади п-ка 100% Полож. стадо 100% «успех» вак-ции
Случайная выборка 50% Полож., 50% Отр. Частичный «успех»

ТолькоТолько результатырезультаты исследованияисследования образцовобразцов, , 
полученныхполученных случайнойслучайной выборкойвыборкой верноверно
отражаютотражают реальнуюреальную ситуациюситуацию вв стадестаде..



Случайная выборкаСлучайнаяСлучайная выборкавыборка

ПримерПример случайнойслучайной выборкивыборки птицптиц вв птичникептичнике
свободногосвободного содержаниясодержания..

Пример: отобрано 24 птицы = по 12 голов с
с диагонали
При диагонали = 60 м, 
отбираем 1 голову на каждые 5 м

Диагональ



Случайная выборкаСлучайнаяСлучайная выборкавыборка

•• ПриПри отбореотборе птицыптицы изиз клетокклеток илиили ящиковящиков, , 
пронумеруйтепронумеруйте каждуюкаждую клеткуклетку илиили ящикящик, , 
напримернапример, , отот 1 1 додо 8888

•• ИспользуйтеИспользуйте таблицутаблицу чиселчисел, , запишитезапишите
номерномер, , ии отберитеотберите попо однойодной головеголове изиз клеткиклетки
сс соответствующимсоответствующим номеромномером..



Рекомендации по обращению с
образцами

РекомендацииРекомендации попо обращениюобращению сс
образцамиобразцами

•• ПравильноеПравильное обращениеобращение сс образцамиобразцами ии ихих
надлежащиенадлежащие хранениехранение обеспечиваетобеспечивает
однородноеоднородное ии хорошеехорошее качествокачество сывороткисыворотки..

•• 22--3 3 млмл кровикрови 0.5 0.5 -- 0.75 0.75 млмл сывороткисыворотки
•• ИспользуйтеИспользуйте одноразовыеодноразовые шприцышприцы
•• ОтделитеОтделите сывороткусыворотку центрифугированиемцентрифугированием
илиили естественнойестественной коагуляциейкоагуляцией (2(2--3 3 часачаса припри
комнатнойкомнатной температуретемпературе))



Рекомендации по обращению с
образцами (продолжение)

РекомендацииРекомендации попо обращениюобращению сс
образцамиобразцами ((продолжениепродолжение))

•• ВСЕГДАВСЕГДА ЧЕТКОЧЕТКО МАРКИРУЙТЕМАРКИРУЙТЕ ОБРАЗЦЫОБРАЗЦЫ
((названиеназвание птицефабрикиптицефабрики, , кодкод стадастада, , возраствозраст, , типтип
птицыптицы ии тт..дд..).).

•• ПриПри непродолжительномнепродолжительном хранениихранении ( < 24 ( < 24 часовчасов):  ):  
44-- 88 CC

•• ПриПри длительномдлительном хранениихранении : : --20 C20 C, , пластиковыепластиковые
плотноплотно закрытыезакрытые пробиркипробирки длядля храненияхранения
((микропробиркимикропробирки длядля центрифугированияцентрифугирования попо 1.5 1.5 млмл) ) 
вв маркированныхмаркированных закрытыхзакрытых пластиковыхпластиковых пакетахпакетах..

•• ИзбегайтеИзбегайте частогочастого замораживаниязамораживания//оттаиванияоттаивания
сывороткисыворотки



Рекомендации по обращению с
образцами (продолжение)

РекомендацииРекомендации попо обращениюобращению сс
образцамиобразцами ((продолжениепродолжение))

•• РазбавленнаяРазбавленная сывороткасыворотка ((вв специальномспециальном
разбавителеразбавителе) ) болееболее стабильнастабильна, , чемчем неразбавленнаянеразбавленная..

•• НеНе используйтеиспользуйте длядля исследованийисследований испорченнуюиспорченную
сывороткусыворотку. . ВВ испорченныхиспорченных образцаобразца содержатьсясодержаться
протеолитическиепротеолитические ферментыферменты, , которыекоторые могумогу датьдать
ложноложно--позитивныепозитивные результатырезультаты вв ELISA.ELISA.



ЧТО СЧИТАТЬ НОРМОЙ?ЧТО СЧИТАТЬ НОРМОЙ?

Один образец



ЧТО СЧИТАТЬ НОРМОЙ?ЧТОЧТО СЧИТАТЬСЧИТАТЬ НОРМОЙНОРМОЙ??

Четыре образца



ЧТО СЧИТАТЬ НОРМОЙ?ЧТОЧТО СЧИТАТЬСЧИТАТЬ НОРМОЙНОРМОЙ??

Большое количество образцов дает ясную картину



КоличествоКоличество образцовобразцов
•• НарядуНаряду сосо случайнымслучайным отборомотбором образцовобразцов, , оченьочень
важнымважным являетсяявляется количествоколичество взятыхвзятых образцовобразцов длядля
полученияполучения достоверныхдостоверных значенийзначений ««истинныхистинных
среднихсредних титровтитров стадастада»»..

•• ОпределитьОпределить достаточноедостаточное количествоколичество образцовобразцов
можноможно нана основанииосновании анализаанализа ««историиистории»» значениязначения
титровтитров вв стадахстадах..

•• ЧемЧем большебольше разбросразброс титровтитров ((неоднородностьнеоднородность
титровтитров), ), темтем большеебольшее количествоколичество образцовобразцов вамвам
понадобитьсяпонадобиться длядля полученияполучения достоверныхдостоверных
значенийзначений ««истинныхистинных среднихсредних титровтитров»»..



ИсследованиеИсследование влияниявлияния количестваколичества
образцовобразцов нана результатырезультаты (1)(1)

•• 100 100 индивидуальныхиндивидуальных образцовобразцов, , протестированныхпротестированных
BioChek ELISABioChek ELISA, , болезньболезнь ГамбороГамборо..

•• СреднийСредний титртитр == 4057, 4057, коэффициенткоэффициент вариациивариации 48%48%
•• ПрогнозПрогноз днядня вакцинациивакцинации::
•• МетодМетод Log2:Log2: 19 19 деньдень
ФормулаФормула ДевентераДевентера:: 21 21 деньдень

•• ИндивидуальныеИндивидуальные образцыобразцы былибыли разделеныразделены нана
меньшиеменьшие группыгруппыThe individual samples were divided The individual samples were divided 
into smaller groups of sample sizes and the AMT and into smaller groups of sample sizes and the AMT and 
DTV were calculated. (repeated 16 times).DTV were calculated. (repeated 16 times).



ИсследованиеИсследование влияниявлияния количестваколичества
образцовобразцов нана результатырезультаты ((22))

Влияния кол-ва образцов на определение средних титров по стаду и расчетного дня
вакцинации

С уменьшением кол-ва образцов, увеличивается разброс значений средних титров, 
значение % К.В; а расчетный день вакцинации приходится на более отодвинутые
сроки

Ср. титры %КВ День вакцинации
Кол-во образцов

в группе
Min Max Min Max Min Max

46 3712 4449 42 58 20 22
30 3333 4779 37 57 20 22
23 3388 4753 40 64 20 22
15 3390 4973 33 62 19 22
10 2374 5260 25 71 17 23
5 2221 5371 23 71 16 23



ИсследованиеИсследование влияниявлияния количестваколичества
образцовобразцов нана результатырезультаты ((33))

Взаимозависимость кол-ва образцов и % достоверных величин истинного среднего
по стаду.

При количестве образцов менее 23 наблюдается выраженное снижение
достоверности значений средних титров и расчетного дня вакцинации.

Ср. титры День вакцинации
Кол-во образцов в

группе
% в пределах 4057 +/- 20% % в пределах Среднее +/- 1 день

LOG2 Девентера LOG2 

46 100% 100% 100%
30 100% 100% 100%
23 100% 88% 100%
15 88% 88% 94%
10 50% 43% 57%



ЗаключениеЗаключение. . КоличествоКоличество образцовобразцов

• 23 образца представляется разумным количеством
образцов для составления профиля поголовья или
прогнозирования дня вакцинации.

• После составления профилей, 15 образцов даст вам
общую картину, покажет наиболее часто
встречающиеся титрогруппы, но для проведения
количественного анализа ситуации, 15-ти образцов
недостаточно.



ЗаключениеЗаключение. . КоличествоКоличество образцовобразцов

• На практике, кол-во взятых образцов – это
компромисс между статистически верным числом
и затратами на взятие образцом и их исследование. 

• Однако, если вы будите слишком сильно
экономить на кол-ве взятых образцов, это может
отрицательно сказаться на достоверности
полученных результатов и величине средних
титров, что, в свою очередь приведет к неверной
интерпретации результатов и к неправильным
выводам. 



МониторингМониторинг болезнейболезней ии количествоколичество
образцовобразцов

• Для мониторинга болезней кол-во образцов
зависит от уровня зараженности поголовья и
частоты взятия образцов.

• Надо брать более 23 образцов для выявления
заболевание при низкой степени
зараженности ( <2%) (мониторинг
Salmonella)



% % СтепениСтепени зараженностизараженности ии количествоколичество образцовобразцов
Необходимое кол-во образцов, которое дает уверенность на 95%, что болезнь будет обнаружена при

разной степени зараженности

РАЗМЕР
СТАДА

СТЕПЕНЬ ЗАРАЖЕННОСТИ
20% 10% 5% 2% 1% 0.5% 0.1%

N n n n n n n n

20 10 15 19 48 20 20 20
50 12 22 34 77 50 50 50
100 13 25 44 94 96 100 100
200 13 26 48 105 155 190 200
500 14 28 55 128 225 349 500
1000 14 28 56 138 258 450 950
5000 14 28 58 146 290 564 2253
10000 14 28 58 147 294 581 2588
100000 14 28 58 148 299 596 2995

Для определения степени зараженности в 10% в стаде 5000 – 10000 голов, надо взять 28 случайных образцов

Для определения степени зараженности в 2% в стаде 5000 - 10000 голов, надо взять 147 случайных образцов

КОЛ-ВО ОБРАЗЦОВ = n 



ПРАВИЛЬНОЕПРАВИЛЬНОЕ ВЗЯТИЕВЗЯТИЕ ОБРАЗЦОВОБРАЗЦОВ = = 
ХОРОШИЕХОРОШИЕ РЕЗУЛЬТАТЫРЕЗУЛЬТАТЫ

ЕСЛИ ВАША ЦЕЛЬ – ПОЛУЧЕНИЕ
ХОРОШИХ РЕЗУЛЬТАТОВ, ВАМ
НЕОБХОДИМО ОБЕСПЕЧИТЬ
ПРАВИЛЬНОЕ ВЗЯТИЕ ОБРАЗЦОВ



Держите все под контролем –
правильно берите образцы для

исследований


