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Ocena jakosci i bezpieczenstwa mleka koncentruje sie gidwnie na monitorowaniu liczby komorek
drobnoustrojow oraz komorek somatycznych (gruczotu mlekowego i leukocytéw). Od wielu lat zagadnienie
to stanowi jeden z priorytetow przemystu mleczarskiego. Liczba komorek somatycznych (LKS) jest istotnym
wskaznikiem jakosci technologicznej mleka oraz jego przydatnosci do przetwdrstwa, a przede wszystkim
odzwierciedla stan zdrowia gruczotu mlekowego kréw [12]. Wzrost LKS jest najczesciej efektem odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie bakteryjne, ale moze takze wynika¢ z urazéw mechanicznych, termicznych lub
chemicznych wymienia [13]. Podwyzszona LKS wskazuje na zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis),
najczesciej w postaci podklinicznej, ktére stanowi jeden z najpowazniejszych problemdéw zdrowotnych w
hodowli bydta mlecznego na swiecie [2, 5]. Komérki somatyczne obecne w mleku obejmujg ztuszczone
komoérki nabtonkowe oraz leukocyty zaangazowane w odpowiedZ immunologiczng. Ich réznicowanie pozwala
na doktadniejszg ocene stanu zdrowia wymienia, co znalazto odzwierciedlenie w opracowaniu metod
jednoczesnego oznaczania LKS oraz oznaczen réznicowej liczby komdrek somatycznych (DSCC — Differential
Somatic Cell Count) w indywidualnych prébkach mleka [5]. Parametr DSCC, rekomendowany do stosowania
w centralnych laboratoriach badania mleka, okresla procentowy udziat leukocytéw wielojgdrzastych (PMN -
polymorphonuclear neutrophils), limfocytéw i makrofagéw. Zmiany proporcji tych komérek w trakcie infekcji
umozliwiajg wczesne wykrywanie podklinicznego mastitis [24, 11].

Nowoczesne analizy mleka surowego wykonywane sg z uzyciem zaawansowanych analizatorow,
umozliwiajgcych jednoczesne oznaczanie komodrek somatycznych i bakteryjnych, m.in. z zastosowaniem
mikroskopii fluorescencyjnej lub cytometrii przeptywowej (np. Foss BacSomatic™).
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Techniki te pozwalajg takie na okreslenie DSCC poprzez analize zmian udziatu poszczegdlnych
subpopulacji leukocytéw z wykorzystaniem swoistych przeciwciat. Chociaz metody mikroskopowe sg
wzglednie proste i ekonomiczne, ograniczona liczba analizowanych komérek oraz subiektywny charakter
oceny sprawiajg, ze ich doktadnos$¢ i powtarzalnosé sg nizsze w poréwnaniu z metodami opartymi na
cytometrii przeptywowej [19].

Cho¢ liczba komodrek somatycznych pozostaje podstawowym parametrem wykorzystywanym w
rutynowej ocenie zdrowia gruczotu mlekowego, jednak jej interpretacja ogranicza sie do informacji
ilosciowej i nie odzwierciedla ztozonosci procesdw immunologicznych zachodzgcych w obrebie
wymienia. Pomimo wprowadzenia réznicowania komérek somatycznych (DSCC), ktére umozliwia ocene
udziatu gtédwnych populacji leukocytéw, metody te nadal nie uwzgledniajg kluczowych aspektéw
biologicznych, takich jak stan funkcjonalny komodrek, ich zywotno$¢ czy obecnos¢ subpopulacji o
odmiennym znaczeniu immunologicznym. W konsekwencji zaréwno LKS, jak i DSCC mogg nie by¢
wystarczajgco czute w wykrywaniu wczesnych, podklinicznych zmian zapalnych [22].

Ograniczenia te stanowig istotng przestanke do poszukiwania metod analitycznych umozliwiajgcych
pogtebiong, jakosciowag ocene komdrek somatycznych mleka. W tym kontekscie szczegdlne znaczenie
zyskuje cytometria przeptywowa, ktdra pozwala na wieloparametryczng analize pojedynczych komédrek
obecnych w mleku, z jednoczesnym rdznicowaniem populacji leukocytarnych oraz identyfikacjg komérek
nabtonkowych gruczotu mlekowego. Technika ta umozliwia analize bardzo duzej liczby zdarzen w
krétkim czasie, co zapewnia wysokg powtarzalnosc i obiektywno$é wynikéw, a jednoczesnie znaczaco
przewyzsza klasyczne metody mikroskopowe pod wzgledem zakresu uzyskiwanej informacji biologicznej
[22, 21].

Cytometria przeptywowa jest nowoczesng metodg ilosciowo-jakosciowej analizy komdrek, opartg na ich
przeptywie w strumieniu ptynu ostonowego przez strefe pomiarowg, gdzie s3 skanowane wigzkg lasera.
Uporzadkowany ruch pojedynczych komodrek umozliwia jednoczesny pomiar rozpraszania Swiatta,
dostarczajacy informacji o ich wielkosci i strukturze, oraz emisji fluorescencji pochodzacej z
zastosowanych znacznikéw - barwnikéw fluorescencyjnych, odzwierciedlajgcej poziom wybranych cech
komérkowych [23]. Cytometria przeptywowa stanowi zatem tzw. technike single-cell analysis, ktéra
dostarcza informacje o kazdej komdrce z osobna. Istotng zaletg tej techniki jest nie tylko wykrywanie
cech komérkowych, lecz takze pomiar natezenia z jakim dana cecha wystepuje w komadrce, co umozliwia
charakterystyke stanéw posrednich komérek. Dzieki temu cytometria przeptywowa pozwala m.in. na
identyfikacje komdrek drobnoustrojéw o obnizonej aktywnosci metabolicznej, w tym form zywych, lecz
niehodowlanych (VBNC — viable but non-culturable cells), istotnych w ocenie skazenn mikrobiologicznych

[1].

Istotnym elementem podejscia cytometrycznego jest mozliwosé zastosowania wielokolorowych paneli
przeciwciat monoklonalnych, umozliwiajgcych jednoczesng ocene ekspresji wielu markerow
immunologicznych. Pozwala to na precyzyjne immunofenotypowanie komdérek somatycznych mleka, w
tym rozréznianie subpopulacji neutrofili, makrofagéw i limfocytdw oraz ocene ich udziatu w odpowiedzi
zapalnej [22].
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Dodatkowa przewagg cytometrii przeptywowej jest mozliwos¢ uwzglednienia zywotnosci komodrek
poprzez zastosowanie barwnikdéw typu Live/Dead, co pozwala na wykluczenie komdrek martwych i
fragmentéw komdrkowych oraz skoncentrowanie analizy na populacjach biologicznie aktywnych [22].
Na tej podstawie zaproponowano parametr live differential cell count (LDCC), ktéry w wiekszym stopniu
niz klasyczne LKS lub DSCC odzwierciedla rzeczywistg aktywnos¢ uktadu odpornosciowego w gruczole
mlekowym [8, 9]. Wykazano bowiem, ze zmiany w proporcjach poszczegdlnych subpopulacji
leukocytéw, w szczegdlnosci wzrost udziatu neutrofili przy jednoczesnym spadku udziatu makrofagéw i
limfocytéw, mogg wystepowac na bardzo wczesnym etapie procesu zapalnego, jeszcze przed istotnym
wzrostem catkowitej liczby komdrek somatycznych [22].

Pomimo ze charakterystyka komdérek somatycznych w mleku z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
jest obecnie uznawana za jedng z najbardziej zaawansowanych metod analitycznych, uzyskiwane wyniki
moga by¢ obarczone istotng niepewnoscia pomiarowg [4]. Jej zrédtem jest m.in. brak mozliwosci
bezposredniej weryfikacji zliczanych obiektdw. Przy wysokiej LKS dochodzi do zageszczenia prébki i
agregacji komarek, co sprzyja ich btednej interpretacji jako pojedynczych zdarzen i moze prowadzi¢ do
zanizenia wynikow. Z kolei ztozona matryca mleka surowego sprzyja niespecyficznemu wigzaniu
barwnikéw fluorescencyjnych, generujac tto sygnatowe, ktdre moze zawyzaé odczyty LKS i skutkowac
wynikami fatszywie dodatnimi [17, 3]. Podobne ograniczenia wystepujg w cytometrycznej analizie
bakterii w mleku. Niewielkie rozmiary komdrek bakteryjnych, ich zdolnos¢ do tworzenia agregatéw oraz
ograniczona rozdzielczos¢ klasycznych cytometréw utrudniajg jednoznaczng identyfikacje pojedynczych
komarek. Konwencjonalne cytometry przeptywowe z fotopowielaczami (PMT — photomultiplier tubes),
mierzgce rozproszenie i fluorescencje Swiatta, majg ograniczong zdolnos$¢ rozrdzniania pojedynczych
komoérek od dubletéw czy agregatéw na podstawie geometrii sygnatu. W klasycznym cytometrze
parametry komodrkowe okresla sie analizujgc zalezno$¢ miedzy polem powierzchni impulsu (wielkos¢
komorki), jego wysokoscig (intensywnos¢ sygnatu) i szerokoscig (czas przebywania komarki w wigzce
laserowej). Btedy powstajg, gdy agregaty ustawione liniowo lub wspodtptaszczyznowo ,imitujg”
pojedyncze komorki, co szczegdlnie dotyczy bakterii tworzacych skupiska o zmiennej wielkosci i ksztatcie
[15, 10]. Dodatkowo sygnaty pochodzgce od bakterii czesto naktadajg sie na szum aparatu i drobne
frakcje zanieczyszczen (debris), co zwieksza ryzyko btednej klasyfikacji zdarzen [16].

Rozwdj cytometrii przeptywowej w analizie mleka stworzyt jednoczesnie podstawy do implementacji
technik cytometrii obrazowej (imaging flow cytometry - IFC), ktére tgczg zalety klasycznej analizy
cytometrycznej z oceng cech morfologicznych komérek. Cytometria obrazowa stanowi unikatowe
potgczenie cytometru przeptywowego i mikroskopu fluorescencyjnego. Precyzyjny ukfad cisnieniowo-
cieczowy zapewnia stabilny przeptyw badanych obiektow przez punkt obserwacyjny z kolejno
ustawionymi wigzkami laseréw oraz zrédtem jasnego pola widzenia.
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Kolejno swiatto przechodzace, rozproszone oraz emitowana fluorescencja sg zbierane przez obiektyw
mikroskopowy, a nastepnie $wiatto fluorescencyjne jest rozdzielane na sze$¢ obrazow w scisle
okreslonych zakresach dtugosci fali za pomocg zestawu filtrow dichroicznych. Uzyskane sygnaty sg
nastepnie kierowane na powierzchnie wielokanatowej kamery CCD (charge-coupled device) pracujgcej w
trybie integracji z opdznieniem czasowym (TDI, time delay integration). Tryb ten umozliwia rejestracje
do 12 obrazéw kazdego z obiektéw w obrebie wielotysiecznych populacji, z bardzo wysokg jakoscig oraz
wyjatkowg czutoscig fotoniczng. W trybie TDI fadunek generowany przez padajgce fotony jest
przesuwany wzdtuz kolejnych rzeddw pikseli w $cistej synchronizacji z ruchem komorki, co pozwala na
wydtuzenie czasu integracji sygnatu swietlnego. Efekt ten jest analogiczny do fizycznego ,podazania”
kamerg za obserwowanym obiektem. Nastepnie sygnat z kazdego rzedu pikseli jest odczytywany z dolnej
czesci detektora i wykorzystywany do rekonstrukcji obrazu komoérki, ktéry poddawany jest dalszej
analizie z uzyciem specjalistycznego oprogramowania do analizy obrazu [3, 18, 21].

Unikatowg cechg instrumentéw jest mozliwos¢ zapisu obrazéw analizowanych obiektéw oraz ich
dalszego wykorzystania w zaawansowanej analizie ilosciowej. Kazda komédrka opisywana jest zestawem
kilkudziesieciu parametrow podstawowych, obejmujgcych m.in. intensywnosc¢ i rozmieszczenie sygnatu
fluorescencyjnego, cechy morfologiczne, teksture oraz powierzchnie komérki. Analiza ta moze by¢
prowadzona niezaleznie dla wszystkich rejestrowanych kanatéw detekcji, z zastosowaniem masek
definiujgcych okreslone obszary obrazu i umozliwiajgcych ocene wybranych struktur komdrkowych.
Maski te, tworzone z wykorzystaniem zasad algebry Boole’a (Boolean Logic) oraz algorytméw
zdefiniowanych przez uzytkownika, pozwalaja na precyzyjne wydzielanie regionéw zainteresowania i
ekstrakcje danych ilosciowych [20]. W efekcie mozliwe jest wygenerowanie ponad 1000 parametrow
opisujgcych kazdg komdrke w obrebie duzych populacji, co w potaczeniu z zaawansowanymi metodami
analizy danych, w tym narzedziami opartymi na sztucznej inteligencji, czyni cytometrie obrazowa jednym
z najbardziej wszechstronnych narzedzi wspdtczesnej analizy komérek i czgstek biologicznych [21].

Cytometry przeptywowe z bioobrazowaniem (IFC — imaging flow cytometry) pomagajg zatem
przezwyciezy¢ niedoskonatosci urzadzen  konwencjonalnych  (konwencjonalnych  cytometrow
przeptywowych), fgczac w jednym systemie statystyczng site cytometrii przeptywowej z rozdzielczoscia
optyczng mikroskopu [26]. Podejscie to umozliwia jednoczesng analize parametrow ilosciowych,
fenotypowych i strukturalnych, a w potaczeniu z metodami automatycznej analizy obrazu oraz
algorytmami uczenia maszynowego otwiera nowe mozliwosci w zakresie obiektywnej klasyfikacji
komoérek somatycznych mleka. W tym ujeciu IFC stanowi naturalne rozszerzenie klasycznej cytometrii
przeptywowej, wpisujgc sie w koncepcje precyzyjnej diagnostyki mastitis oraz zaawansowanego
monitorowania zdrowia stad mlecznych. Z kolei w diagnostyce skazen mikrobiologicznych w mleku oraz
na liniach technologicznych zaktadéw produkcyjnych cytometria przeptywowa, a w szczegdlnosci
cytometria obrazowa jest w stanie zobrazowac¢ petng ztozonos¢ i rdinorodnos¢ populacji
mikroorganizmdw, wtgcznie z precyzyjng kontrolg skazenn mikroorganizmami niepozgdanymi i/lub

patogennymi [6].
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Zastosowanie tego narzedzia ma umozliwi¢ nie tylko wczesne wykrywanie skazern mikrobiologicznych,
lecz takze istotne zwiekszenie potencjatu analitycznego poprzez ocene ztozonosci funkcjonalnej i
strukturalnej drobnoustrojéw wystepujgcych w postaci agregatow komodrkowych. Celem nie jest
wyfacznie podniesienie doktadnosci oznaczen poziomu skazenia linii technologicznych i produktéw, ale
rowniez lepsze poznanie wtasciwosci mikroorganizmdéw tworzacych ztozone struktury komérkowe. Takie
formy organizacji, powszechnie spotykane w srodowisku przemystowym, charakteryzujg sie zwiekszong
odpornoscig na czynniki zewnetrzne, w tym standardowe procedury mycia i dezynfekcji, co nadaje ich
analizie szczegdlne znaczenie w kontekscie bezpieczeristwa i jakosci w przemysle spozywczym [14].

Podsumowujac, klasyczne podejscie do monitorowania jakosci mleka w postaci oznaczania liczby
komoérek somatycznych, mimo szerokiego zastosowania, dostarcza jedynie informacji ilosSciowej i nie
oddaje ztozonosci procesdw immunologicznych zachodzgcych w przebiegu mastitis, zwtaszcza w stadium
podklinicznym. Wprowadzenie parametréw rdznicowych, takich jak DSCC czy LDCC, oraz rozwdj
cytometrii przeptywowej umozliwity bardziej szczegétowa, wieloparametryczng analize pojedynczych
komodrek, obejmujacg ich fenotyp, zywotnos¢ i stany funkcjonalne. Cytometria obrazowa stanowi
znaczgce udoskonalenie technik cytometrycznych, taczac zalety konwencjonalnej cytometrii
przeptywowej i mikroskopii. Dzieki generowaniu setek parametréw opisujacych pojedyncze komorki
oraz zastosowaniu nowoczesnych metod analizy danych, w tym algorytméw sztucznej inteligencji,
technika ta otwiera nowe mozliwosci w precyzyjnej diagnostyce mastitis oraz monitorowaniu skazen
mikrobiologicznych. Metody cytometryczne, a w szczegdlnosci cytometria obrazowa ma zatem potencjat
stac¢ sie jednym z kluczowych narzedzi diagnostycznych w sektorze mleczarskim. Dynamiczny postep
technologiczny w tym obszarze, potgczony z rosngcymi mozliwosciami zaawansowanej analizy danych,
predysponuje te technike do coraz szerszego zastosowania w precyzyjnym monitorowaniu zdrowia stad
mlecznych oraz w kompleksowej ocenie bezpieczerstwa i jakosci surowcéw oraz produktow
mleczarskich.
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