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SaZetak

Broj somatskih stanica u neinficiranom kozjem mlijeku veci je u odnosu
na broj u mlijeku neinficiranih krava. Prema literaturnim podacima, njihov
broj u kozjem mlijeku moZe biti veci od 1x10°%ml. Pasmina, stado, stadij i
redoslijed laktacije, sezona utjecu na povecanje broja somatskih stanica u
mlijeku, no glavni razlog je apokrini tip sekrecije mlijeka. Zbog toga se za
utvrdivanje somatskih stanica u kozjem mlijeku ne mogu u potpunosti koristiti
metode koje se koriste za kravlje mlijeko niti prihvatiti granicna vrijednost
od 400000 SS/ml. Mogu se koristiti samo metode specifi¢ne za stanice s DNA
i one koje razlikuju stanice nukleotida od citoplazmatskih Cestica. Velicina
povecanja somatskih stanica u kozjem mlijeku iznad fizioloske razine
uvjetovana je uzrocnikom mastitisa. Dijagnoza subklinickog mastitisa u koza
provodi se izolacijom patogenih mikroorganizama iz mlijeka.

Kljucne rijeci: somatske stanice, mastitis, metode odredivanja.

Uvod

Na osnovu broja somatskih stanica moZe se utvrditi upala vimena u
krava, dok treba biti oprezan u tumacdenju rezultata za koze. Razlog tome je
prisutnost velikog broja citoplazmatskih ¢estica u kozjem mlijeku zbog
apokrinog tipa sekrecije (Hinckley i Williams, 1981; Dulin isur.,
1982; Park i Humphrey, 1986.).

Samo utvrdivanje broja somatskih stanica dijagnosticiranju mastitisa u
koza, nije pouzdano (Roguinsky i sur.,, 1971.) buduci da razli¢iti
uzrocnici razli¢ito utje¢u na povecanje njihovog broja (Poutrell i
Lerondelle, 1983). Dijagnoza mastitisa u koza zasniva se prvenstveno
na klini¢kim simptomima, dok dijagnoza subklini¢kih infekcija ovisi o
izolaciji patogenih mikroorganizama iz mlijeka. Klini¢ki mastitis lako je
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otkriti ali odredivanje subklini¢kog predstavlja problem (M aisi, 1990). Osim -
toga, u prosudbi treba uvaZiti i razlike u sadrZaju stanica, u uzorcima mlijeka
proizvedenog iz istih polovina vimena (Petterson, 1981; Hinckley,
1983; Hunter, 1984;Park i Humphrey, 1986). Za sigurno otkrivanje
mastitisa u koza moguce je utvrditi i korelaciju izmedu broja somatskih stanica
i: ukupnog broja bakterija, broja stafilokoka, broja koliformnih bakterija
(Park i Humphrey, 1986).

Somatske stanice u mlijeku neinficiranih koza

Broj somatskih stanica u mlijeku neinficiranih koza mnogo je veci nego
u mlijeku neinificiranih krava, naroéito u kasnijem stadiju laktacije
(Caruolo, 1974; Smith i sur., 1977; Mellenberger, 1979;
Loewenstein i sur., 1980; Pettersen, 1981; Poutrell i
Lerondelle, 1983; Dulin isur., 1983; Park i Humphrey, 1986;
Droke i sur, 1993). Mlijeko iz neinficiranog vimena sadrZi od 360.000
do iznad 1 miliona/ml (Poutrelle i Lerondelle, 1983; Wilson i
sur., 1995). Stada mlije¢nih koza vrlo rijetko u skupnom mlijeku sadrZe
somatskih stanica ispod 1x10%ml, osobito u jesen kada su mnoge koze pri
kraju laktacije. Uzrok variranja ukupnog broja somatskih stanica u 77%
slu¢ajeva nije bio objasnjen (Wilson i sur., 1995).

Kozje mlijeko koje sadri vise od 1x10° SS/ml, a ne sadrZi patogene
mikroorganizme nije mastitiéno ve¢ se radi o nespecifi¢nom mastitisu a koze
se ne lije¢e s antibioticima (Poutrell i Lerondelle, 1983;
Hinckley, 1990; Zeng i Escobar, 1995; Haenlein i
Hinckley, 1995).

Graniéna vrijednost broja somatskih stanica

Za kravlje mlijeko utvrdena je gornja granica od 400000 SS/ml, iznad
koje dolazi do pojave subklini¢kog mastitisa. Primjena broja somatskih stanica
za odredivanje kakvoce kozjeg mlijeka, nasuprot uobic¢ajenoj praksi s kravljim
mlijekom, jo§ je uvijek sporna. Prema ameri¢kom propisu (PMO, 1989), kozje
mlijeko ne bi smjelo sadrZavati vise od 1x10° SS/ml. S obzirom da su koze
pasmine sezonske proizvodnje mlijeka teSkoce se javljaju u jesen, pri kraju
laktacije. U nastojanjima postavljanja grani¢ne vrijednosti broja somatskih
stanica za kozje mlijeko, posebno je vaZna to¢nost upotrebljene metode
(Perrin i Baudry, 1993).
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Tip sekrecije mlijeka

Tip sekrecije mlijeka krava su merokrini, a koza apokrini pri ¢emu se u
mlijeko izlu¢uju i citoplazmatske ¢estice (Dulin i sur., 1983; Park i
Humphrey, 1986). Zbog toga se iste metode odredivanja broja somatskih
stanica u kravljem mlijeku ne mogu precizno primjeniti i za kozje mlijeko
(Dulin i sur., 1982) veé postoji zahtjev da se donesu odvojeni standardi
(Hinckley, 1990; Haenlein 1 Hinckley, 1995).

Tipovi stanica

Od ukupnog broja stanica prosje¢no u neinficiranom vimenu,
polimorfonukleociti (leukociti) ¢ine 63%, makrofagi 16%, limoficiti 7% a
13% su ostale stanice (Rota i sur., 1993). U krava postoji uska veza izmedu
broja leukocita i ukupnog broja stanica koja nije utvrdena u koza (Dulin i
sur., 1982; Hinckley i sur., 1981). Cesto je u mlijeku s visokim brojem
somatskih stanica ustanovljen mali broj leukocita. Maksimalna koncentracija
makrofaga i limfocita je tijekom kolostralnog perioda i prvih 10 dana nakon
jarenja. Tijekom laktacije njihova koncentracija se smanjuje (Rota 1i sur.,
1993). Kozje mlijeko sadrzi i velik broj citoplazmatskih cestica koje se ne
ubrajaju u stanice jer nemaju jezgru i DNA. Sli¢ne su leukocitima, veli¢ine
5-30 nm. Proizvod su prirodnog procesa sekrecije i nemaju patoloski znacaj.
Stadij laktacije i stupanj infekcije nemaju zna¢ajan utjecaj na njihov broj
premda je on nedto veci u prvoj nego u ostalim laktacijama. Kao objasnjenje
za to Rota i sur, (1993) navode utjecaj koncentracije, jer koze u prvoj
laktaciji proizvode manje mlijeka u odnosu na ostale laktacije. Broj
citoplazmatskih ¢estica je manji kada je broj leukocita u inficiranim Zlijezdama
veci (Dulin i sur., 1983). Medutim, utvrdivanje razli¢itih tipova stanica u
kozjem mlijeku samo za sebe ne daje odgovor o zdravstvenom stanju vimena
ve¢ samo o0 postojanju promjena.

Cimbenici koji utje¢u na broj somatskih stanica u mlijeku

Da bi broj somatskih stanica u kozjem mlijeku postao jedini element za
dijagnozu infekcije vimena, potrebno je objasniti utjecaj pojedinih ¢imbenika
(infekcija mlije¢ne Zlijezde, stadij i redoslijed laktacije, stado, pasmina i
sezona) na njihov broj. Za neke od ovih ¢imbenika, rezultati istraZivanja
provedenih s kravama vrijede i za koze. Ipak koze ispoljavaju veliku
individualnu raznolikost o kojoj valja voditi raéuna prilikom tumacenja
rezultata.
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1) Infekcija mlije¢ne Zlijezde

Na povecanje broja somatskih stanica u mlijeku u najvecoj mjeri utjece
infekcija mlije¢ne Zlijezde. Infekcija jedne polovine vimena povecdava broj
somatskih stanica i u neinficiranoj polovini vimena iste Zivotinje (Dulin i
sur., 1983). Medutim povecanje broja somatskih stanica direktno je povezano
s uzro¢nikom infekcije (upale). Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, koliformne bakterije povecavaju broj somatskih stanica i do
4,8x1x10%ml. Rijedi uzroénici kao to su koagulaza negativni i koagulaza
pozitivni stafilokoki, povecavaju broj somatskih stanica do 1,3x10%/ml
(Pettersen, 1981; Poutrell i Lerondelle, 1983). Upala vimena
znatno utjece na smanjenje proizvodnje mlijeka (Zeng i Escobar, 1995).

2) Stadij laktacije

Izmedu stadija laktacije, ukupnog broja somatskih stanica i broja
razlic¢itih tipova stanica postoji uzajamna povezanost. Broj somatskih stanica
se povecava sa stadijem laktacije i nije uvijek povezan sa smanjenom

Grafikon 1.: Laktacijske krivulje koli¢ine mlijeka i broja somatskih stanica
(Rota i sur., 1993)

Fig. 1: Average lactation curves of milk production and somatic cells
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proizvodnjom mlijeka (Dulin isur., 1983; Poutrell i Lerondelle,
1983; Wilson isur., 1995). To je povecanje izraZzenije u koza nego u krava
(Pettersen, 1981). Stadij laktacije zna¢ajno utjee i na promjenu broja
razli¢itih tipova stanica. S povecanjem broja somatskih stanica kao i s
odmicanjem stadija laktacije, broj leukocita se povecava a broj limfocita i
makrofaga smanjuje (Rota i sur., 1993). Povecan broj somatskih stanica
nije uvijek povezan sa smanjenom proizvodnjom kozjeg mlijeka, ve¢ uzrok
moZe biti kasniji stadij laktacije (Wilson isur., 1995). Prosje¢ne laktacijske
krivulje za koli¢inu mlijeka i broj somatskih stanica, suprotna su oblika
(grafikon 1), a sli¢an krivuljama za koli¢inu masti, bjelan¢evina i suhe tvari.

3) Redoslijed laktacije

Redoslijed laktacije zna¢ajno utje¢e i na ukupan broj somatskih stanica
i na broj razli¢itih tipova stanica (Dulin isur.,, 1983; Rota isur., 1993).
Porastom redoslijeda laktacije, zna¢ajno se povecava broj somatskih stanica
od 1,27x10%ml u prvoj do 2,02x10%ml u &etvrtoj laktaciji. Zna&ajno se
mijenja s porastom redoslijeda laktacije i postatak neutrofila, limfocita te
makrofaga (Rota i sur., 1993).

4) Stado

Sve Zivotinje jednog stada izloZene su istim uvjetima uzgoja i higijene
i stoga jednakim rizicima upale vimena. Broj stanica u mlijeku pojedinog stada
ukazuje ne samo na postotak zaraZenosti stada, ve¢ i na jaCinu infekcije. U
skupnom mlijeku broj stanica moZe posluZiti kao mjera subklini¢ke upale
vimena u stadu. Uzroci variranja broja stanica krava dobro su prouceni te se
uzima prosjek od 6 mjeseci da se kompenzira cikli¢ki utjecaj. Medutim s
kozjim mlijekom nisu izvrSena tako obimna istraZivanja. Malo je literarnih
podataka i o utjecaju povecanog broja stanica na kemijski sastav i tehnoloske
osobine kozjeg mlijeka. Uzevsi u obzir relativno malo saznanja o broju stanica
u kozjem mlijeku, nije moguce iste uzeti u obzir pri plaéanju mlijeka koje se
isporu¢uje u mljekare. Isto tako dijagnoza infekcije sisa mora se oprezno
provoditi uz upotrebu granice od 1 miliona stanica/ml, te usporedujuci desne
i lijeve sise.

5) Pasmina

Iako pasmina utje¢e na broj somatskih stanica, podaci u literaturi za iste
pasmine su razli¢iti (Park, 1991). Park i Humphrey (1986) su u
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mlijeku alpina koza ustanovili od 48.000 do 6,2 miliona stanica/ml a u mlijeku
nubijskih koza od 78.000 do 2,8 miliona stanica/ml, $to je u suprotnosti s
rezultatima Parka (1991).

6) Sezona

Sezonske varijacije mogu takoder utjecati na broj somatskih stanica u
skupnom mlijeku. NajniZe vrijednosti su u travnju a najvise u rujnu i listopadu
(Hinckley, 1991). Mlijeko alpina koza sadrZi najviSe somatskih stanica u
rujnu a mlijeko nubijskih u lipnju (Zeng i Escobar, 1996). Medutim,
preracunavanjem broja somatskih stanica na dane mlje¢nosti, sezonske
varijacije su manje izrazene (Wilson isur, 1992). Zeng i Escobar
(1995) su ustanovili zna¢ajnu koleraciju (0,5) izmedu broja somatskih stanica
1 mjeseca u godini.

7) Ostali ¢imbenici

Artritis i encefalitis (CAE) u koza utje¢u na broj somatskih stanica, jer
su povezani sa infiltracijom leukocita u mlje¢ne alveole i uni§tavanjem
sekrecionih epitelnih stanica (Braca i sur., 1988). Estrus takoder povecava
broj somatskih stanica u kozjem mlijeku (Haenlein i sur., 1974).

Utjecaj somatskih stanica na koli¢inu i kemijski sastav mlijeka

Velik broj somatskih stanica u mlijeku odraZava se na smanjenje koli¢ine
mlijeka i promjene kemijskog sastava, fizikalnih i preradbenih osobina
mlijeka. Pojedine komponente u mlijeku kao §to su: bjelan¢evine sirutke,
lipaza, natrij, klor, se povecavaju dok se koli¢ina mlije¢ne masti, suhe tvari,
kazeina, kalcija, fosfora, kalija smanjuje.

Metode odredivanja somatskih stanica u kozjem mlijeku

Postoje brojne direktne i indirektne metode odredivanja somatskih
stanica u mlijeku, koje se koriste u dijagnosticiranju mastitisa. Pritom se
postavlja pitanje, da li iste metode koje se koriste za odredivanje broja
somatskih stanica u kravljem mlijeku, mogu biti primijenjene i za kozje
mlijeko. Postoje razli¢ita misljenja o pogodnosti razli¢itih kravljih mastitis
testova za utvrdivanje upala vimenau koza (Smith i Roguinsky, 1977;
Hunter, 1984; Manser, 1986). Metoda razrjedenja takoder mozZe bitno
utjecati na rezultat (Roguinsky, 1977; Roguinsky i sur., 1980;

128



N. Antunac i sur.: Somatske stanice u kozjem mlijeku  Mljekarstvo 47 (2) 123-134, 1997.

Sheldrake i sur., 1981; Pettersen, 1981; Poutrell i
Lerondelle, 1983; Hunter, 1984; Manser, 1986). Prikaz i
komparacija pojedinih metoda za procjenu broja somatskih stanica u kozjem
mlijeku, prikazani su u tablici 1.

Tablica 1.: Komparacija metoda za procjenu broja somatskih stanica u kozjem mljjeku
(Dulin i sur., 1982)
Table 1: Comparison of methods for estimating somatic cells in goat milk

Metoda Broj stanica (x10%)
Method No. of cells
Membranska filtracija DNA Milipore (MF-DNA) 3,038
DMSCC* - Pyronin Y - metil zelena 3,4°
Fossomatic Cell Counter (FCC) 3,65%
Wisconsin Mastititis Test (WMT) 4,94b¢
Coulter Counter (CC) 6,44%4
DMSCC - Levowitz-Weber 7,924
DMSCC - Pyronin Y-metil zelena (stanice + ¢estice) 8,87¢

Srednje vrijednosti sa istim slovom nisu signifikantno razlicite
*DMSCC = Direktna mikroskopska metoda odredivanja somatskih stanica

Nesignifikantne razlike ustanovljene su izmedu MF-DNA, DMSCC
(Pyronin Y-metil zelena) i FCC metode. Metodama: CC, DMSCC (Levowitz-
Weber) i DMSCC (stanice+Cestice) ustanovljene su zna¢ajno vise vrijednosti.
Samo metode koje su specifi¢ne za DNA, mogu se koristiti za procjenu broja
somatskih stanica u kozjem mlijeku (Dulin i sur., 1982; Park i
Humphrey, 1986).

Upadhyaya i Rao (1993) navode da je mikroskopsko odredivanje
ukupnog broja leukocita najpreciznija i dugotrajna metoda. To je direktna,
vizualna metoda odredivanja stanica u mlijeku. Izmedu mikroskopske i
elektronske metode brojanja stanica ustanovljena je visoka korelacija
(Pettersen, 1981.). Broj stanica utvrden direktnom mikroskopskom
metodom visi je u odnosu na elektronsku metodu, dok je u kravljem mlijeku
obrnut slu¢aj. Razlog tome su citoplazmatske ¢estice koje se mikrosko-
piranjem ¢esto ubrajaju u somatske stanice. Danas se elektronski brojaci
stani¢nih jezgara (Fossomatic) i ¢estica (Coulter Counter) naj¢esce Koriste.
Fossomatic je automatski, mikroskopski broja¢ somatskih stanica ¢ije jezgre
obojene specijalnom bojom reflektiraju svjetlost. On mora biti kalibriran
standardima za kozje mlijeko radi postizanja preciznijih rezultata (Zen g,
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1996). Za brojanje somatskih stanica u mlijeku prihvaceni su internacionalni
standardi (IDF, 1995) koji uklju¢uju brojanje stanica flourescentnom opti¢kom
metodom (Fossomatic sistem). Posljednih godina razvili su se novi sistemi
brojanja a temelje na proto¢noj citometriji (Ubben i sur., 1997). Coulter
Counter je elektronski aparat koji broji ¢estice i nema mogucnosti razlikovanja
stanica (leukocita) od citoplazmatskih ¢estica koje su rezultat apokrinog tipa
sekrecije mlijeka. Zbog toga nije pogodan za odredivanje broja stanica u
kozjem mlijeku. Iako se pretpostavlja da je broj Cestica vrlo varijabilan u
kozjem mlijeku, ustanovljeno je gotovo dvostruko vise stanica CC nego FCC
metodom, bez obzira na stanje infekcije (tablica 2) (Dulin i sur., 1982;
Poutrell i Lerondelle, 1983).

Tablica 2.: Prosjeéni broj stanica (x10%) u uzorcima kozjeg mlijjeka odredenog FCC
i CC metodom (Poutrell i Lerondelle, 1983)
Table 2: Means of the cell counts (x10°) on goat milk samples by Fossomatic Cell
Counter and Coulter Counter (CC)

Stanje infekcije polovine vimena Fossomatic (FCC) Coulter Counter (CC)
Half infection status

Neinficirane 614 1404
Noninfected

Staphylococci koagulaza negativni 1293 2858
Staphylococci coagulase-negative

Glavni patogeni 4804 8946

Major patogens

Broj stanica u inficiranim polovinama vimena sa koagulaza negativnim
stafilokokima priblizno je dvostruko veci nego u neinficiranim. Infekcije
glavnim patogenim bakterijama medutim povecale su broj stanica gotovo
sedam puta u odnosu na neinificirane polovine, bez obzira na metodu
odredivanja.

California Mastitis Test (CMT) je indirektna metoda koja se mnogo
koristi za rutinsko odredivanje upala vimena. Test je subjektivan i ograni¢ene
primjene zbog Sirokog preklapanja raspona stanica. Zbog toga postoje razli¢ita
miSljenja o upotrebljivosti CMT. Citoplazmatske ¢estice ne reagiraju sa CMT-
reagensom, jer nemaju jezgru (Pettersen, 1981).

Koefcijenti korelacija izmedu CC, FCC i CMT metode prikazani su u
tablici 3. Usporedba dviju polovina vimena koristi u razlikovanju fizioloskih
utjecaja od utjecaja infekcije (Poutreli i Lerondelle, 1983).
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Tablica 3.: Koeficijenti korelacija izmedu CC, FCC i CMT metode (Poutrell i
Lerondelle, 1983)
Table 3: Correlations among cell counting results obtained by Coulter Counter (CC),
Fossomatic Cell Counter (FCC) and California Mastitis Test (CMT)

Usporedena metoda Koeficijent korelacije®
Methods compared Correlation coefficient

cC FCC 0,74

CMT CC 0,65

CMT FCC 0,71

CC (R)® CC (L)® 0,70

FCC (R) FCC (L) 0,88

CMT (R) CMT (L) 0,89

2P<0,001

bR=desna L=lijeva

Usporedba neinificiranih polovina vimena istih koza upucuje na visoke
korelacije broja somatskih stanica odredenog FCC (0,88) i CMT (0,89)
metodom. Broj somatskih stanica uglavnom je paralelan u uzorcima iz dvije
neinificirane polovine vimena.

Zakljuéci
1. Iako to¢an broj somatskih stanica u mlijeku iz neinificiranog vimena
jo3 nije ustanovljen, smatra se da on ne bi smio biti veéi od 1x10%/ml.

2. Iste metode odredivanja broja somatskih stanica u kravljem mlijeku
ne mogu se precizno primijeniti i za kozje mlijeko zbog razlika u sekreciji
mlijeka.

3. Za odredivanje broja somatskih stanica u kozjem mlijeku, treba
primjenjivati metode specifi¢ne za DNA.

4. Elektronsko brojanje stanica (Fossomatic) danas je najbolja metoda
odredivanja broja somatskih stanica u mlijeku.

SOMATIC CELLS IN GOAT MILK

Summary

Somatic cell counts in milk of uninfected goats is much higher then in
milk of uninfected cows. Considering literature, number should be higher than
1x10°ml. Breed, herd, stage and number of lactation, season are found to
affect higher cell numbers. But, major reason for that is apocrine type of milk
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secretion, that results in a high number of round cytoplasmic particles and
epithelial cells in milk. Due to, methods routinely used for estimating SSC
and the treshold value (400000 cells/ml), could not be applied accurately to
goat milk. Therefore, only counting methods specific for DNA should be
employed for estimating SCC in goat milk. Increase of SCC in goat milk upper
fiziological level is also influenced by pathogenic organisms. Diagnosis of
subclinical goat mastitis should be based primarily on isolation of organisms
from milk.

Key words: somatic cells, mastitis, determination methods.
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