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Najistotniejszg z choréb bydta mlecznego jest zapalenie wymienia, nazywane takie mastitis (1).
Mastitis definiuje sie jako zapalenie sutka charakteryzujgce sie zmianami wtasciwosci fizycznych, chemicznych
lub mikrobiologicznych mleka oraz patologicznymi zmianami w tkance gruczotowej w wyniku odpowiedzi
zapalnej organizmu na czynnik zewnetrzny powodujacy uszkodzenie tkanki (2). Gtéwng przyczyng zapalenia jest
infekcja bakteryjna (3). Do pozostatych powodéw wywotania choroby nalezg infekcje innymi drobnoustrojami
(algi, grzyby, drozdzaki, mikoplazmy) oraz uszkodzenia mechaniczne wymienia (4). Ze wzgledu na etiologie
zakazenia mastitis mozna podzielié na dwie podstawowe kategorie: mastitis zakazne oraz srodowiskowe.
Najpopularniejszg, najtatwiejszg, najprostszg i prawdopodobnie najtansza metodg wykrywania mastitis jest
okreslenie liczby komorek somatycznych. Komodrki somatyczne (leukocyty i komorki nabtonkowe) w
ograniczonym stopniu przenikajg do mleka. W przypadku infekcji wymienia ich liczba znaczgco wzrasta.
T3 zalezno$¢ wykorzystano do diagnostyki mastitis. Podaje sie rding liczbe LKS jako warto$¢ progowg dla
mastitis, ale najczesciej przyjmuje sie LKS = 200 000 komoérek/ml mleka (5). Nie zawsze wartos$é ponizej tego
progu oznacza brak infekcji, poniewaz dla niektorych patogendéw $rednie LKS oznaczano takze ponizej tej
wartosci (6). Testy oznaczajace LKS mozina podzieli¢ na posrednie i bezposrednie (5). Przyktadem testu
posredniego jest test kalifornijski (California Mastitis Test — CMT). Test ten polega na podaniu na specjalng
tacke z 4 dotkami okoto 2 ml mleka (jedna ¢éwiartka = jeden dotek), a nastepnie dodaniu tej samej objetosci
odczynnika (alkiloarylosulfonianu). Odczynnik powoduje rozpad bton komdrkowych LKS uwalniajgc biatka i DNA,
ktore jednoczesnie ulegajg precypitacji powodujgc gestnienie i Zzelowanie roztworu w stopniu wprost
proporcjonalnym do wyjsciowej liczby LKS. Wynik odczytuje sie po okoto 10 sekundach i ocenia sie w skali
od 1 do 5 (lub N — ujemny, T — Sladowy, +, ++, +++), gdzie 1 — brak gestnienia, osadu, zzelowania (LKS < 200
000); 5 — catkowite zgestnienie i zzelowanie, z uwypukleniem na srodku, w formie jajka sadzonego (LKS > 5 000
000) (7, 8, 9). Wystepuja znaczne rozbieznosci co do przydatnosci testu CMT w codziennym screeningu bydta
mlecznego. Dla gtdwnych patogendw mastitis oszacowano czutos¢ i specyficznos¢ testu CMT na odpowiednio,
82,4% oraz 80,6% dla 4 dnia laktacji (10). Z kolei dla krow w fazie zasuszenia czuto$¢ testu CMT oceniono na
70%, a specyficznos¢ jedynie na 48% (11). Ocenia sie tez wyzsza czutos¢ dla zakazen wywotanych przez gtéwne
patogeny mastitis (S. aureus, S. agalactiae) niz dla innych patogenéw (12). Mimo wymienionych wad test CMT
jest tani, szybki i moze by¢ wykonany na miejscu, dlatego tez moze stuzy¢ jako forma badan przesiewowych dla
krow mlecznych w stadzie (11).
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Inng posrednig metoda oceny LKS jest Wisconsin Mastitis Test (WMT). Test w zatozeniach jest bardzo podobny do
testu CMT (ta sama reakcja z tym samym odczynnikiem), jednak przeprowadza sie go w inny sposéb — laboratoryjny,
w celu uzyskania bardziej precyzyjnych i powtarzalnych wynikéw. Odpowiednig ilo$¢ mleka wlewa sie do probéwek,
nastepnie dodaje odczynnika i po doktadnym wymieszaniu prébdéwki odwraca sie, aby umozliwi¢ wyptyw mieka z
odczynnikiem. Nastepnie probowki odwraca sie z powrotem i po minucie odczytuje sie wysokos$¢ stupa cieczy
pozostatej w probowce w mm. Podobnie jak w przypadku testu CMT zalezno$¢ jest wprost proporcjonalna (im
wyzszy poziom pozostatej cieczy tym wyzszy poziom LKS). Dzieki doktadnemu odmierzaniu dodawanego mleka i
odczynnika oraz kontroli temperatury, metoda jest bardziej znormalizowana, a wyniki bardziej powtarzalne. Wada
jest brak mozliwosci wykonania testu w miejscu pobrania prébki ze wzgledu na jego laboratoryjny charakter (13).
Metody bezposrednie polegajg na zliczaniu komérek. Odbywa sie to przez uzycie przenosnych urzadzen do zliczania
komdrek somatycznych lub automatycznych aparatéw laboratoryjnych (5). Powstato wiele przenosnych aparatéow do
okreslenia poziomu LKS. Przyktadem takiego urzadzenia jest licznik komérek somatycznych Delaval. Urzgdzenie to
uzywa jodku propidyny do wybarwienia jader komérkowych komdrek somatycznych, dzieki czemu umozliwia ich
precyzyjne zliczenie, a caty pomiar odbywa sie w czasie 1 min. Urzadzenie prezentuje btgd pomiarowy oraz
powtarzalnos¢ wynikéw wystarczajacg do rutynowych badan (14, 15). Podobnie funkcjonuje takze urzadzenie C-
Reader, ktore zlicza liczbe komérek, dzieki uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego i barwnika — bromku etydyny do
wybarwiania DNA w jadrach komérkowych (16). Zaprojektowano takze system oceny LKS z wykorzystaniem
smartfonu, dzieki uzyciu powiekszajacej soczewki do aparatu telefonu oraz zaprojektowanej do tego celu aplikacji.
Wykazano zblizong doktadnos¢ urzadzenia z innymi systemami na rynku, a dodatkowo koszt takiego rozwigzania jest
bardzo niski — okoto 20 dolaréow (17).

Bardziej doktadnymi urzadzeniami do liczenia LKS sg aparaty laboratoryjne, np. cytometr przeptywowy, mikroskop
fluorescencyjny. Cytometr przeptywowy jest od lat z powodzeniem stosowany do zliczania komérek i grupowania ich
na poszczegoélne frakcje dzieki réznicom w ich morfologii (18). Szybko tez znalazt zastosowanie w diagnostyce mastitis
poprzez okreslanie liczby LKS. Cytometr charakteryzuje sie bardzo duzg doktadnoscig i precyzja, jednak urzadzenie to
jest bardzo drogie, a do jego obstugi wymagany jest przeszkolony personel (19). Mikroskopia fluorescencyjna jest
przydatng i od dawna stosowang technologig w ocenie LKS. Metoda jest doktadna, lecz przygotowanie prébki jest
pracochtonne i wymaga duzego doswiadczenia, dlatego tez moze byé wykonane jedynie w laboratorium przez
doswiadczony personel (20, 21). Nowoczesne techniki oceny LKS umozliwiajg nie tylko liczenie komadrek, ale takze
okreslenie liczby poszczegdlnych frakcji komédrek, np. metoda Foss DSCC wykorzystujgca potaczenie cytometrii,
mikroskopii fluorescencyjnej i barwienia komérek w celu, poza okresleniem poziomu LKS, procentowego okreslenia
zawartosci limfocytdw oraz granulocytéw obojetnochtonnych, co umozliwia lepszg weryfikacje kondycji wymienia
danego osobnika (22, 23, 24).
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Mastitis zwieksza aktywnos$¢ ponad 20 enzymdw. Tg wihasciwosé wykorzystano w diagnostyce tej choroby.
Esteraza leukocytarna znajdujgca sie w leukocytach zostata pierwotnie zaimplementowana do wykrywania
leukocytéw w moczu, jednak szybko wykorzystano jg w wielu innych ptynach ustrojowych. Do diagnostyki
mastitis wykorzystano fakt znaczgcego zwiekszenia LKS podczas choroby, gtéwnie z powodu leukocytow,
dlatego tez aktywnos¢ esterazy zwieksza sie wprost proporcjonalnie do wzrostu LKS. Komercyjne testy na
esteraze dostepne sg w formie testu paskowego na ktorym znajduje sie zwigzek chemiczny — substrat dla
esterazy. Po uwolnieniu esterazy z komorek, dzieki uzyciu detergentu, nastepuje przetwarzanie substratu do
produktu przez enzym. Reakcji tej towarzyszy wytwarzanie barwnika o intensywnosci korelujgcej z iloscig
enzymu, dlatego metode mozina zakwalifikowac jako pétilosciowa. Metoda ta nie jest zbyt czufa, ale
charakteryzuje sie tatwg dostepnoscig, niskim kosztem, tatwoscig uzycia bez koniecznosci posiadania sprzetu
oraz szybkoscig wykonania (25, 26).

Od wielu lat do wykrywania mastitis wykorzystuje sie przewodnos¢ elektryczng mleka. U krowy chorej na
zapalenie wymienia zainfekowane komodrki ulegajg uszkodzeniu uwalniajgc séd i chlor, w ten sposéb
zwiekszajgc przewodnosé mleka. Mimo prostoty metody w zatozeniach, przewodnos¢ elektryczna mleka jest
zalezna (poza mastitis) od wieku krowy, jej rasy, liczby przebytych laktacji, fazy laktacji, a nawet poszczegdlnej
¢wiartki. Jedng z najwiekszych zalet tej metody jest mozliwosé zastosowania jej w dojarkach, a zatem jej
automatyzacja, co znaczaco skraca prace i wysitek hodowcy wiozony w przeprowadzenie testu. Wadg oceny
przewodnosci elektrycznej mleka jest jej niska wartos$¢ diagnostyczna (czutosc), mogaca dawac wiele wynikéw
fatszywie dodatnich (27, 28).

Inne testy biochemiczne polegajg na wykrywaniu zwiekszonego stezenia tzw. biatek ostrej fazy, m.in.:
haptoglobiny oraz surowiczego amyloidu A. Stezenie tych biatek rosnie podczas infekcji bakteryjnych lub
wirusowych, dlatego mogg by¢ indykatorami procesdw zapalnych wywotanych przez patogeny. Wykonano
wiele doswiadczen potwierdzajgcych dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem ww. biatek a ciezkoscig zapalenia
wymienia. Metody te jednak nie sg zbyt popularne. Ich wadami sg przede wszystkim: brak szybkich i prostych
testéw, duzy rozrzut wartosci, a takze niska wartos¢ diagnostyczna dla podklinicznego typu mastitis (29, 30).
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