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Inledning

Mastit dr kroppens forsvar mot skada pé juvervdvnaden, i allménhet orsakad av
bakterieangrepp, men ocksd av mekaniska skador. Symptomen varierar fran
mycket tydliga till knappt registrerbara. Vid subklinisk mastit foreligger inga
kliniska symptom. Inflammationsprocessen vid mastit ger bland annat upphov till
fordndringar i mjolkens sammanséttning och forhéjda celltal i mjolken, vilket har
stor betydelse for mjolkkvalitén och mjolkméingden. Att undvika mastit och dess
konsekvenser ligger sadledes i mjolkproducenternas, mejeriernas och
konsumenternas intresse.

Celltal som matt pa juverhélsan

Det vanligaste sittet att médta juverhidlsan &r att rdkna antalet celler i mjolken.
Grénsen mellan normal och fordndrad mjolk &r flytande. Halften av de svenska
korna har ett celltal under 70 000/ml och den bésta kvartilen ligger under 30 000
celler/ml (Ekman & Emanuelson, 2000). Ett tyskt arbete visade att
inflammationsindikatorer i en enskild juverdel borjar avvika fran ett basvérde vid
sa laga celltal som 50 000/ml (Hamann, 2001). Allmént anses att om celltalet i ett
samlingsprov fran en ko (koprov) ligger under 100 000/ml och inga
juverpatogener pavisas kan juvret betraktas som friskt och om vérdet dr ver 200
000 celler/ml har kon sannolikt mastit (4ven utan ett positivt bakteriologiskt prov)
(Dohoo & Meek, 1982; Harmon, 1994; Saloniemi, 1995; Hamann, 2001; Smith,
2001). Om celltalet i en enskild juverdel 6verstiger 200 000/ml och i dvriga ligger
under 100 000/ml ar det en klar indikation pa inflammation. Juverdelen &r da med
stor sannolikhet infekterad eller i reparationsfasen efter en skada. Mjolken har
forsémrade funktionella egenskaper, sdésom minskad hallbarhet och forsdmrade
ystningsegenskaper (Dohoo & Meek, 1982; Politis & Ng-Kwai-Hang, 1988;
Smith, 2001).

Variationer i celltalet

Cellerna i mjolken dr huvudsakligen leukocyter. En mindre del &r epitelceller.
Mastit dr det som i hogst grad paverkar celltalet i mjolk, men dven faktorer som
ras, laktationsstadium, laktationsnummer och sdsong har betydelse (Brolund,
1985). Celltalet varierar dessutom med tidpunkten pa dygnet i forhallande till
mjolkningarna och 1 de olika mjolkfraktionerna (for-, bulk, efter- och
residualm;jolk). Betydelsen av fysiologiska och miljobetingade faktorer for celltalet
ar mindre pa icke infekterade (bakteriologiskt negativa) juverdelar &n pa
infekterade juverdelar (Dohoo & Meek, 1982; Eberhart, Hutchinson & Spencer,
1982; Harmon, 1994; Laevens et al, 1997).



Variationer i mjolksammansiittningen

Mjolksammansittningen varierar mellan olika raser och mellan individer av
samma ras (Jenness, 1985) och den péverkas liksom celltalet av faktorer som
laktationsstadium, mjélkméngd och typ av foder (Collier, 1985). Det finns ocksa
en koppling mellan koncentrationen av olika mjolkkomponenter och en viss
celltalsnivd (Hamann, 2001). Hamann (2001) visade att fordndring i
mjdlksammanséttningen borjade vid ca 50 000 celler/ml och att halterna av olika
mjolkkomponenter var utanfor normala fysiologiska nivéer vid ca 100 000 —
120 000 celler/ml. Vid mastit sker en okning av mjolkkomponenter som har en
negativ effekt pa mjolkkvalitén, t ex protolytiska enzymer, natrium- och
kloridjoner, medan nutritionellt viktiga komponenter, som fett, kasein och laktos
minskar.

Laktos som indikator pa mastit

Laktos ar en disackarid bestdende av glukos och galaktos. Det syntetiseras i
mjolkkortelns celler och utgor den storsta delen av kolhydraterna i mjélken. Laktos
ar den viktigaste osmotiskt aktiva delen i mj6lk (Kaartinen, 1995; Korhonen &
Kartinen, 1995). Mjolk och blodplasma &r iso-osmotiska. Vid forhdjda celltal okar
natrium- och kloridkoncentrationerna till foljd av skador pad de sekretoriska
cellerna. Genom ett osmotiskt feedbacksystem minskar da laktossyntesen,
laktoshalten sjunker och den osmotiska balansen i mjolken kan pa si sétt
upprétthéllas (Korhonen & Kartinen, 1995). Cellskadorna leder dven direkt till en
minskad kapacitet att syntetisera laktos (Giesecke & Van der Heever, 1974). Vissa
juverpatogener bidrar ocksa till en minskning av laktoshalten genom formégan att
fermentera laktos (Auldist e/ al., 1995).

Laktosinnehéllet i mjolk varierar normalt mellan 3,5 och 5,5 % (Mantere-
Alhonen, 1995). I mjolken fran en inflammerad juverdel sjunker laktoshalten med
ungefdr 10 % (Korhonen & Kaartinen, 1995). Sambandet mellan laktoshalten och
celltalet dr negativt signifikant (Miller et al., 1983; Korhonen & Kartinen, 1995;
Berglund, 2003). Vid anvéndning av laktos som indikator pad mastit gors
beddmningen sikrast mellan juverdelarna pa samma ko (Lederer & Kramer, 1980;
Berglund, 2003; Akerstedt 2003).

Syfte med studien

Syftet med studien var for det forsta att jamfora tre olika faltmetoder for detektion
av mastit hos ko, California Mastitis Test (CMT), DeLavals cellriknare DCC
(direct cell counting)' (DCC) och FMA2001 Farm Milk Analyzer’ (FMA2001).
For det andra att undersdka vid vilken celltalsnivd som kliniska symptom péa mastit
upptrader. For det tredje att se om de kliniska fynden och celltalen gick att relatera
till bakterieforekomst i mjélken.

' DeLaval cellriknare DCC, DeLaval International AB, Tumba, Sverige
? FMA2001 Farm Milk Analyzer, Miris AB, Uppsala, Sverige.



Arbetet baseras pa fyra fragestéllningar: 1, Stimmer de tre faltmetoderna 6verens
— ar de tillforlitliga; 2, dr de anvdndbara i féltarbete; 3, Upptrdder kliniska
symptom vid en viss celltalsniva; 4, Om kon har kliniska symptom pé mastit
och/eller hoga celltal, kan man dé forvénta sig att hitta bakterier i mjolken?

Beskrivning av analysmetoderna

Analysmetoderna som anvéndes var CMT och DeLavals cellrdknare DCC, vilka
ger ett matt pad méngden celler i mjolken, samt FMA2001 for analys av laktos.
Dessutom utnyttjades Fossomatic (modell FT120)’ som en referensmetod for
celltal och laktos.

California Mastitis Test

California Mastitis Test (CMT) utvecklades 1957 som en snabb, “cow-side”
faltindikator for mastit hos ko. CMT méter DNA-innehallet i mjdlken, vilket
aterspeglar méngden celler. Reagenten i CMT 16ser upp cell- och kdrnmembran
och bildar gel med cellulirt DNA. Reaktionen graderas i en femgradig skala, dér
varje grad motsvarar ett celltalsintervall enligt tabell 1 (Schalm ez al, 1971). CMT
har begrinsad sensitivitet och specificitet for uppskattning av celltal och skall bara
anvindas som en féltindikator for mastit.

Tabell 1. Gradering av CMT och motsvarighet i celltal (Schalm et al, 1971)

CMT-grad reaktion/gelbildning celltal x10%/ml
1 Negativ 0-200

2 Spar 150 - 500

3 svagt positiv 400 -1 500
4 tydligt positiv 800 - 5 000
5 starkt positiv > 5000

DeLaval cellrdknare DCC

DeLaval cellraknare DCC (DCC) ér en bérbar optisk cellridknare. Celltalet bestims
automatiskt i ett flouroscensmikroskop. 20 pl mjolk dras upp i en kassett
innehéllande en liten mingd reagent, som fargar cellkdrnorna. Niar komplexet
mellan cellkédrnor och reagens belyses med ljus, ger det upphov till flouroscerande
signaler. Genom linser och filter registreras dessa till en bild, som anvénds for att
bestimma antalet celler (DeLaval, 2003). Instrumentet, som var en av de forsta
prototyperna, &r i skrivande stund (december 2003) dnnu inte lanserat i Sverige
(Lind, 2003).

FMA2001Farm Milk Analyzer

FMA2001 analyserar fett, protein, laktos, torrsubstans och energi i mjolken genom
infrardd spektroskopi och dr framtagen for att kunna anvindas pa gérdsniva. Den
har funnits cirka ett ar p4 marknaden och den officiella forsidljningen borjade den 1

? Fossomatic, Foss Electric, Hillerod, Danmark.



februari 2003. Stralar fran infrar6tt ljus gér igenom en transparent kuvett
innehéllande, i det hér fallet, mjolkprovet. Halterna berdknas baserat pd de
ljusvagor som gatt igenom mjolkkammaren (MirisAB, 2003; Sjogren, 2003). I
aktuell studie analyserades endast laktos.

Laktoshalterna maste jamforas inom ko for att fa en sannolikhetsdiagnos om kon
har mastit eller inte. Jamforelserna goérs med det mjolkprov inom ko som har det
hogsta viardet. Om skillnaden dr 0,15 procentenheter eller mer indikerar det en
mattlig inflammation. Skillnader stoérre dn 0,3 procentenheter tyder péd kraftig
inflammation (men inte nédvéndigtvis klinisk). En programmodul finns som visar
om laktoshalterna tyder pa mastit (Sjaunja, 2003).

Fossomatic

Fossomatic-instrumentet har funnits pd marknaden sedan 1974. Det &r en
automatiserad metod for celltalsrdkning, s.k. flouro-optic-electronic-cell-counting,
vilken idag &r allmint vedertagen for rutinanalys av celltal (Holtorp, 1989).
Fossomatic fargar cellerna med en fluorescensfiargning och riknar sedan antalet
fargade partiklar (Holtorp, 1989). Den analyserar bland annat &dven laktos. Den
maskin som anvénts i det hér arbetet 4r den som anvénds i rutin och forskning vid
Kungsdngens gard, SLU.

Material och metoder

Material

SRB-kor fran Kungséngens gard, SLU, undersoktes och provtogs vid fem olika
tillfdllen i september och oktober 2003. Totalt gjordes klinisk undersdokning, CMT-
och DCC-analys p4 fjirdedelsniva pa 31 olika kor. Atta stycken av dessa var med
tvé ganger, fem stycken var med tre ganger och en ko var med fyra ganger. Pa 27
olika kor gjordes analys av laktos pa fjardedelsniva. Fyra stycken av dessa var med
vid tvé tillfdllen, fyra stycken vid tre och en ko vid fyra tillfdllen. Saledes gjordes
52 kliniska unders6kningar, 208 mj6lkprov analyserades med CMT och DCC, och
i 168 mjolkprover analyserades laktos med FMA2001. Bakteriologisk
undersdkning gjordes pé 38 av mjolkproverna. For de kor som ingick i studien mer
en gang forflot minst en vecka mellan gdngerna.

En jamforelse gjordes pé femtio stycken heljuverprover (mjolk poolat fran alla
juverfjardedelarna - koprov) mellan celltalsberdkningar fran Fossomatic och DCC,
och pé fyrtio stycken heljuverprover mellan laktosanalyser fran Fossomatic och
FMA2001.

Urval

Korna var i tre olika system; uppbundna i kortbas, automatiskt mj6lkningssystem
(AMS) och 16sdrift. Urvalskriteriet for kor som skulle provtas pa fjardedelsniva
var ett celltal >200 000 celler/ml vid senaste provmjolkning. Korna som var i



robotstallet provmjolkades en gang i veckan. For 6vriga skedde provmjolkning en
gang i manaden. Av de totalt 52 kor som valdes ut for provtagning var 28 bland
dem som provmjolkades en gang i veckan. For de 6vriga forflot mellan tva och tre
veckor fran att korna valdes ut till dess att de provtogs. Undantaget var en ko med
lindriga kliniska symptom pa mastit, som provtogs samma dag som symptomen
setts. Korna var 1 olika &ldrar och laktationsstadier. For analys av koprov togs
ungefér hilften av proverna fran kor med celltal >200 000 celler/ml vid senaste
provmjolkning (en vecka tidigare) och ungefar hélften blev slumpmaéssigt utvalda.

Klinisk undersokning

Vid den kliniska undersdkningen noterades allmintillstand, rektaltemperatur,
juvrets konsistens, eventuell asymmetri mellan juverhalvorna, spenhudens
kondition och spenspetsarnas utseende. Vidare undersoktes mjolken med avseende
pé avvikelser i farg och konsistens.

Kor klassades ha kliniska fynd vid inflammationstecken i juvret och/eller
fordndringar i mjolken, tillsammans med eventuellt paverkat allmintillstind och
feber. De kliniska symptomen graderades som lindriga, mattliga eller kraftiga.

Provtagning och provhantering

Provtagningen pé fjirdedelsniva gjordes pa formjolken. Minst sex timmar hade
forflutit sedan senaste mjolkning. Fran varje juverdel drogs forst mellan 20 och 40
ml (strikt formjolk). Darefter mjolkades korna i CMT-paddel for undersokning av
mjolken. Slutligen mjolkades fem till tio ml frdn varje juverfjirdedel i varsitt
mjolkror for DCC- och FMA2001-analyser. Proven, som i vissa fall anvindes for
bakteriologisk odling, togs aseptiskt enligt nordiska riktlinjer. For analys av
heljuverproverna  anvidndes de koprov ~som togs vid ordinarie
provmjolkningstillfillen.

CMT graderades pa en skala fran 1 till 5 enligt Schalm et al, (1971), tabell 1.
M;jo6lk med CMT 4 och 5 odlades ut pa en selektiv odlingsplatta for bakteriologisk
diagnostik (SELMA PLUS®). Plattorna odlades i 37 +1°C och listes av efter ett
och tvd dygn. Mjolkproverna analyserades inom tva dygn frdn provtagningen.
Mellan provtagning och analys foérvarades de i kylskap. Innan analyserna virmdes
de i vattenbad till en temperatur mellan 20 och 40°C och mjolken blandades vil.
Tva métningar gjordes av varje prov med DCC och en méitning av varje prov med
FMA2001. Analyserna med Fossomatic utférdes av personalen pa
mjolklaboratoriet pd Kungsdngens gard inom ramen for deras ordinarie arbete.

* SELMA-PLUS, SVA & Bl-vet, Uppsala, Sverige
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Resultat

Avvikelser fran Fossomatic

De femtio koprov som analyserades med DCC var i medeltal (aritmetiskt
medelvérde) 25 000 celler/ml (13 %) lagre 4n vérdena fran Fossomatic och hade en
standardavvikelse pa 188 000 celler/ml. Hogsta negativa avvikelse var 520 000
celler/ml och hogsta positiva avvikelse var 39 000 celler/ml (se figur 1). Om den
storsta avvikelsen tas bort blir virdena frin DCC i medeltal 14 000 celler/ml (7%)
lagre &n virdena fran Fossomatic.
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Figur 1. Skillnad i celltal x10*ml vid en jamforelse mellan Fossomatic och
DeLaval cellrdknare DCC av femtio koprov. Fossomatic &r satt som nollvirde.

Aritmetiskt medelvirde, standardavvikelse, forsta, andra (median) och tredje
kvartilen for Fossomatic, DCC och skillnaden mellan metoderna visas i tabell 3 i
1000-tal celler/ml. Fyra av proverna avvek markant frén de ovriga. Tva av dem
hade 6ver en miljon celler/ml och de andra tva dver 250 000 celler/ml berdknat
med Fossomatic (figur 2).

Tabell 3. Jdmforelse av celltal i koprov mellan Fossomatic och DeLaval
cellriknare DCC (n = 50)

Fossomatic, DeLaval cellrdknare DCC, Differens,
celltal x 10>/ml  celltal x 10*/ml celltal x 103/ml
Medelvérde | 198 173 -25
Std avv 240 188 96
1:a kvartil 36 37 -10
Median 115 108 2
3:¢ kvartil 257 236 10
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Figur 2. Jamforelse av celltal fran koprov mellan Fossomatic (Foss.) och DeLaval
cellrdknare DCC (n = 50). Varje prov motsvaras av en stapel for Fossomatic och
en for DCC.

Med en celltalsgrans >100 000 celler/ml for mastit klassades ett fall (2 %) fel av
DCC enligt Fossomatic. Med en grins pa >150 000 eller >200 000 celler/ml
klassades tva fall (4 %) fel.

Virdena fran de fyrtio koprov som analyserades med FMA2001 var samtliga
lagre an de fran Fossomatic (figur 3). I genomsnitt var skillnaden 0,15
procentenheter. Den hogsta avvikelsen var 0,30 procentenheter (ett prov) och den
lagsta 0,06 procentenheter. Aritmetiskt medelvirde, median och standardavvikelse
av laktoshalten visas i tabell 4 for Fossomatic, FMA2001 och skillnaden mellan
metoderna.

6 —{ OFoss laktos W FMA laktos }
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w
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Figur 3. Jamforelse av laktosvérden fran koprov mellan Fossomatic (Foss) och
FMA2001 (n = 40). Varje prov motsvaras av en stapel for Fossomatic och en for
FMA2001.




Tabell 4. Jiamforelse av laktosvirden fran koprov mellan Fossomatic och
FMA2001 (n = 40)

Fossomatic, FMA2001, Differens

laktos (%) laktos (%) (procentenheter)
Medelviarde | 4,88 4,71 -0,15
Median 4,89 4,72 -0,17
std avv 0,23 0,22 0,09

I 22 av proverna (55 %) Oversteg celltalet analyserat med Fossomatic 100 000
celler/ml, i 15 av proverna (38 %) Oversteg celltalet 150 000/ml och i 9 av
proverna (23 %) oversteg celltalet 200 000/ml. Laktoshalten, enligt FMA2001, lag
i genomsnitt pa 4,64; 4,62 och 4,60 % for respektive celltalsgrupp enligt ovan.
Lagsta uppmitta laktoshalt var i samtliga tre grupperingar 4,13 % och hogsta
uppmitta laktoshalt var 4,95 %. Laktoshalterna i 6vriga prover var mellan 4,26 och
5,11 % med en median pé 4,86 %.

DCC-instrumentets spridning av analysvirden

Medianen av skillnaden mellan de tvd métningar som gjordes pa varje mjolkprov
med DCC var 12 000 celler/ml och standardavvikelsen 349 000 celler/ml. I figur 4
visas spridningen (standardavvikelsen) mellan de tvd métningarna for
celltalsnivaer <200 000, 200 000 — 500 000, 500 000 — 1 000 000 och >1 000 000
celler/ml grupperat efter det hogsta erhallna vardet.

1000 -
5 898
E’ . 800
gg 600 -
% § 400

200 -
°
g, 18 T
<200 200-500 500-1000 >1 000
celler x 1000/ml

Figur 4. Standardavvikelsen (std avv) pa skillnaden mellan métningarna med DCC
angivet 1 1000 celler/ml for resultat <200 000, 200 000 — 500 000, 500 000 —
1 000 000 och >1 000 000 celler/ml, grupperat efter det hogsta vérdet av de tva
miétningarna (n = 208).

Jamforelse av CMT och DCC pa juverdelsniva

Antalet prover per uppskattad CMT-grad samt spridningen och celltalsmedelvirdet
1 1000-tal/ml erhéllna fran DCC redovisas i tabell 3.



Tabell 5. Antal prov (%) per uppskattad CMT-grad samt spridning och
medelvirde av celltal fran DCC av 208 mjolkprover frdn ko

CMT-grad  Antal (%) Spridning DCC, Medelviarde DCC,
celltal x103/ml celltal x103/ml

1 51 (24,5) 1-95 18

2 56 (26,9) 1-514 60

3 62 (29,8) 6—3 0060 300

4 27 (13,0) 40-5024 1307

5 12 (5,8) 2588 — 6342 4367

I jamforelse med de celltalsintervall som satts upp for varje CMT-grad enligt
Schalm (1971) (tabell 1) lag alla prover for CMT 1, fem av proverna (9 %) med
CMT 2, elva av proverna (18 %) med CMT 3, elva av proverna (41 %) med CMT
4 och fyra av proverna (33 %) med CMT 5 inom detta intervall. De prover som lag
utanfor intervallet 1&g under den nedre grénsen i samtliga fall utom ett, dir ett
celltal >3 000 000/ml beddmdes som CMT 3.

Celltal relaterat till kliniska fynd

Av de 208 mjolkprov som analyserades med DCC oversteg 56 stycken (27 %)
200 000 celler/ml. Femtio stycken (89 %) av dessa var fran kor utan kliniska
symptom. Av de Gvriga sex mjolkproverna kom fem av proverna fran kor med
lindriga kliniska symptom, sasom svullet juver, flockbildning och fargférdandring
av mjolken och ett prov frén en ko med mattlig svullnad av aktuell juverdel.
Celltalet pa dessa varierade mellan 2 358 000 och 6 342 000 celler/ml.

I ytterligare fyra prover var det en konsistens- och fargforindrig pa mjolken
(tjockare och gulare dn normalt). De kom fran samma ko och celltalen var mellan
71000 och 196 000 celler/ml. Kon var i tionde laktationsmanaden med en
dygnsavkastning pa cirka 15 1. Celltalet hos kor utan kliniska symptom 1ag mellan
1000 (lagsta detektionsniva) och 5 148 000 celler/ml.

FMA2001 jimfort med DCC, CMT och kliniska fynd

Sjutton (10 %) av de 168 mjolkprover som analyserades med FMA2001 visade pa
maéttlig mastit (minst 0,15 procentenheter lagre dn det hogsta virdet fran samma
ko) och 34 (20 %) av proverna kom fran juverdelar med kraftig inflammation (mer
an 0,3 procentenheter lagre &n det hogsta vérdet frin samma ko).

Celltalen fran de totalt 51 prover, som visade pd mattlig till kraftig mastit,
varierade mellan 1000 och 6 342 000 celler/ml med ett aritmetiskt medelvérde pa
1 629 000 och en median pd 514 000 celler/ml. Nio av juverfjardedelarna (18 %),
som enligt FMA2001 klassades ha mastit, hade ett celltal under 100 000/ml, 13
stycken (25 %) hade ett celltal under 150 000/ml och 15 stycken (29 %) hade ett
celltal under 200 000/ml. 1 de juverfjardedelar dér celltalet 6versteg 100 000/ml
var det 27 stycken (39 %) som ej klassades ha mastit. For celltal 6ver 150 000 och
200 000/ml var motsvarande antal 24 (39 %) respektive 20 (36 %). Vid
celltalsnivan 400 000 celler/ml klassades 31 stycken (80 %) ha mastit enligt
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FMA2001. Antalet prover, som klassades ha mastit, med celltal under denna niva
var dé 20 stycken (39 %).

CMT-graderna pa de prov som klassades ha mastit enligt FMA2001 varierade
mellan 1 och 5. Av de prov som uppskattats till CMT 5 klassades alla som mastit.
Sextiofem procent av proverna med CMT 4; 35 % av proverna med CMT 3; 6,5 %
av proverna med CMT 2 och 8,3 % av proverna med CMT 1 klassades ha mastit.
Alla kor med klinisk mastit klassades ha mastit samt tre av fyra prover fran en ko
vars mjolk var tjockare och gulare dn normalt (se ovan). Laktoshalten varierade
mellan 2,14 % och 5,06 % med en median pa 4 %. En laktoshalt under 3,5 %
motsvarades av celltal >400 000 celler/ml och CMT 3 till 5.

Odling av bakterier frin mjolkprov

Bakterieodlingarna var positiva fran 24 av de 38 proverna som odlades for
bakteriologisk diagnostik. Celltalet frain DCC pa de prover dér bakterier véixte var
mellan 265 000 och 5 148 000 celler/ml, med ett genomsnitt pd 2 459 600
celler/ml. Proverna som gav negativa odlingsresultat (14 stycken) hade ett celltal
mellan 40 000 och 6 342 000/ml, med ett genomsnitt pa 1 926 400 celler/ml. Fran
hélften av korna med kliniska symptom och CMT 4 eller 5 var bakterieodlingarna
positiva. Bakteriearterna som isolerades var till 6vervigande del Streptococcus spp
och koagulasnegativa stafylokocker. 1 nagot eller nagra fall isolerades
Staphylococcus aureus, Klebsiella spp och Escherichia coli. 1 fyra av proverna
véxte blandflora.

Diskussion

Tillforlitligheten av metoderna

Som beskrivits 1 inledningen &r grinsen for celltalet mellan frisk och
fordndrad/inflammerad mjolk flytande. Mellan 100 000 och 200 000 celler/ml
rdder en grdzon. 1 resultatredovisningen gavs darfor siffror for antal
”feldiagnostiserade” fall (med Fossomatic satt som “standard”) med grins for
mastit vid 100 000, 150 000 och 200 000 celler/ml. Enligt det hér forsoket skulle
DCCn vid en jaimforelse med Fossomatic ge en lag frekvens feldiagnostiserade fall
oavsett vilket av ovan angivna gransvérden for mastit som anvints. Problematiken
med celltalsberdkning &r att det dr svart att faststilla ett sant virde. En variation
kommer alltid att finnas oavsett métmetod, bl a till f6ljd av olika
kalibreringssystem (Sjogren, 2003).

Overensstimmelsen mellan Fossomatic och DCC var relativt god for celltal
<200 000 celler/ml. Déarover avvek fyra av de femtio proverna, varav tva dversteg
en miljon celler/ml med Fossomatic och >500 000 celler/ml med DCC. Trots en
stor vérdeskillnad handlar det i bada fallen om hoga celltal bade analyserat med
Fossomatic och med DCC, dir bada vdrdena hade lett till diagnosen trolig mastit
och uttag av mjolkprov for bakteriologisk odling. De Ovriga tvad proverna
berdknades med Fossomatic till 300 000 och 262 000 celler/ml och med DCC till
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35000 respektive 122 000 celler/ml. Det finns ndgra olika mdjliga orsaker till
differensen: 1, forvaxling av prover; 2, spridning i analysvirden fran DCC
(prototyp); 3, spridning i analysvéirden fran Fossomatic. De bada forstndmnda ar
de tva mest troliga, 4&ven om en variation pa +/- 7 % brukar anges som normalt for
Fossomatic.

Upprepade mitningar pd samma prov med DCC-instrumentet gav nagot
varierande resultat. Spridningen mellan métningarna var i genomsnitt stdrre ju
hogre celltalen var. I mindre an 1 % av fallen skulle skillnaderna mellan
métningarna gora att mjolken klassades fel, enligt celltalsgrinserna ovan. I
praktiskt kliniskt féltarbete far den felprocenten anses som acceptabel.

Jamforelsen av heljuverprover mellan Fossomatic och FMA2001 visade en
konstant skillnad dir FMA2001 lag négot lagre &n Fossomatic pa samtliga prover,
vilket skulle kunna bero pa kalibreringen av instrumenten. Eftersom inget prov
avvek 1 nagon hogre grad (storsta tolererbara avvikelse dr 0,3 procentenheter
(Sjaunja, 2003) och inget prov avvek med mer &n detta virde) var
Overensstimmelsen &ndd god. Rent praktiskt saknar en systematisk skillnad
betydelse da jamforelsen av laktoshalterna gors mellan juverdelarna inom ko.

Aven om laktoshalten i genomsnitt sjonk med stigande celltal, sigs en stor
overlappning av vdrdena mellan olika celltalsintervall. Resultaten i den hir
undersokningen visar att laktos i heljuverprov &r en relativt sett mer osdker
analysmetod for detektion av mastit.

Overensstimmelse mellan filtmetoderna

For den mjolk som klassades som CMT 1 och 4 var medelvirdena frén DCC inom
de celltalsintervall som anges for de olika CMT-graderna i tabell 1. Féor CMT 2, 3
och 5 lag celltalen i genomsnitt under den nedre griansen. I en stor andel av
proverna var celltalen under celltalsintervallet for respektive CMT-grad.
Bidragande till utgdngen var sannolikt avldsarens Overtolkning av svaga CMT-
reaktioner.

Resultaten visar att det var svért att uppskatta celltal med hjilp av CMT p.g.a.
testets laga specificitet, men att det - vilket &r vél kdnt - gick att anvdnda som
faltindikator for mastit. Med ledning av resultaten skulle man ocksé kunna foresla
en justering av celltalsintervallen for de olika CMT-graderna. Med en gréns for
CMT 5 pa >3 000 000 celler/ml skulle alla utom ett (92 %) av proverna som
uppskattades till CMT 5 i den aktuella studien klassas ratt. CMT 5 innebar en
tydlig CMT-reaktion som borde vara svar att felklassificera. En justering av
celltalsgransen mellan CMT 4 och 5 innebar ingen skillnad for klassificering av
diagnosen mastit.

FMA2001 6verensstdmde till viss del vil med de dvriga tva faltmetoderna, men
resultaten visade ocksa en stor spridning i diagnosen av mastit enligt ovan.
FMA2001 gav utslag pa alla prover med CMT 5 och nirmare tva tredjedelar med
CMT 4, men &dven pd de ovriga CMT-graderna. Likasé varierade celltalen fran
lagsta detektionsniva (1000 celler/ml) till det hogsta uppmitta vérdet (6 342 000
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celler/ml) pa de prover som klassades ha mastit. Medelvdrdet var dock hogt och
medianen 1&g pa >500 000 celler/ml.

Andelen falskt positiva, dvs ddr FMA2001 visade att det fanns en mastit fast det
inte var sa (enligt DCC) varierade mellan 18-25 % beroende pa vald celltalsgrins.
Andelen falskt negativa, dvs dir instrumentet visade att det inte var mastit fast det
var det (enligt DCC), varierade mellan 36 och 39 % beroende pa vald celltalsgrans.
Over ett celltal pa 400 000/ml enligt DCC indikerade FMA2001 mastit i 80 % av
fallen. For att FMA2001 inte skall missa mastitdiagnoser eller orsaka okade
kostnader i provtagning pa kor dér det inte behovs, bor precisionen ffa vid ldgre
celltalsnivaer forbattras, under forutsittning att virdena erhallna med DCC éar
rimligt korrekta. Resonemanget bygger ocksd pa att celltalet dr att féredra som
mastitindikator framfor andra fordndringar i mj6lken.

Metodernas anviandbarhet i fialtarbete

DeLaval cellriknare DCC var mycket lattanvand. En ny kassett, i vilken mjdlken
sOgs upp, togs for varje prov. Det gjorde att instrumentet holls rent, men ocksa att
det blev mycket avfall. Provet bearbetades snabbt och analysvirdet visades péa en
display. Om fel uppstod, t ex om mjdlken fordelades ojamnt inuti kassetten visades
en felkod pa displayen, vilket hinde négra ganger under forsoket.

Anvindandet av FMA2001 gick ocksa litt, men krivde fler moment for varje
analys och tog ddrmed nagot liangre tid. Mjolkproven sprutades in i instrumentet
och rengdring skulle utféras mellan var éttonde till tionde prov. Forutom laktos
gick det ocksa att samtidigt analysera mjolkens innehéll av fett, protein och energi,
samt mjolkens torrsubstans. Resultaten visades pé instrumentets display, men
instrumentet kunde ocksa kopplas till en PC for resultatredovisning.

Fordelen med CMT ér att det dr en mycket enkel och vil beprovad metod.
Nackdelen &r att det &r svart att sitta upp bedomningskriterier, eftersom CMT-
reaktionen bedoms subjektivt. Negativa (CMT 1) och tydligt till starkt positiva
reaktioner (CMT 4-5) forefaller ge den sdkraste bedomningen for diagnosen mastit
eller icke mastit.

Celltalsniva for klinisk mastit

Endast sex fjardedelsprover kom fran juverdelar med kliniska symptom pa mastit.
Lagsta uppmatta celltalet for dessa var 2 358 000 celler/ml. Detta &r ett for litet
antal prover for att kunna bedoma vid vilken celltalsnivd som kliniska symptom
upptriader. Studien visade i alla fall att det inte finns négon tydlig grins mellan
celltalen for subklinisk och klinisk mastit, da celltal pa upp till 5 148 000 celler/ml
uppméittes i mjolken frén juverdelar utan kliniska symptom.

P& kor i slutet av laktationen som inte mjolkar s& mycket &r det inte onormalt
med en konsistensokning och eventuellt ocksa en svag fargfordndring av mjolken,
vilket ocksa sdgs hos en av de undersokta korna.
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Bakterieforekomst i mjolk

Bakterier hittades i mjolk med celltal fran 265 000 celler/ml, men celltalen kunde
ocksé vara hogre &n sa (upp till 6 342 000 celler/ml i den aktuella studien) med en
negativ bakterieodling. Odlingsresultaten fran kor med klinisk mastit var positiva i
hélften av fallen. Resultatet fran bakterieodlingarna var véntat. Trots att mastit
vanligen dr bakterieorsakad, dr det inte sdllan som bakterieodling av mastitmjolk
blir negativ. Detta kan t ex bero pd att miangden bakterier i mjolken ar for lag for
detektion eller att infektionen redan &r eliminerad. I de flesta fall elimineras
bakterierna snabbt men inflammationen kvarstar langre.

Slutsatser

Resultaten fran DCC visade god Overensstimmelse med resultaten fran
Fossomatic. DCC-instrumentets spridning av analysvédrden var acceptabel, da den
ledde till en osdkerhet i diagnostiken i mindre dn 1 % av fallen.

FMA2001 gav bra virden jamfort med Fossomatic, men laktos fungerade sdmre
som mastitindikator bade pa heljuverprov och vid jamforelse inom ko.

Overenstimmelsen mellan CMT och DCC var rimligt god for en filtmetod med
syfte att klassificera mastit och for att ge en végledning for mjélkprovtagning av
kor. Resultaten visar att CMT inte skall anvéndas for att uppskatta celltal, p.g.a.
testets laga sensitivitet och specificitet. Negativa (CMT 1) och tydligt positiva
reaktioner (CMT 4-5) gav den sédkraste bedomningen av om mastit forelag eller
nte.

Det fanns inte nagon tydlig grins mellan celltalen for subklinisk och klinisk
mastit. Materialet var for litet for att kunna ange en nedre grins for celltalet hos
kor med klinisk mastit, men kliniska symtom kan férekomma vid celltal pa drygt
tvd miljoner per ml. A andra sidan kan celltalet vara sa hogt som > 6 000 000/ml
utan kliniska symtom.

Hoga celltal och kliniska fynd gick inte att relatera till bakterieforekomst i
mjolken.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate and compare three field methods for
detection of mastitis, California Mastits Test (CMT), DeLaval cell counter DCC
(DCC) and FMA2001 Farm Milk Analyzer (FMA2001). Furthermore, to
investigate at what cell count level clinical symptoms of mastitis are seen, and
finally to check if the clinical findings and cell counts could be related to
bacteriological findings.

DCC and FMA2001 are new analytic instruments to be used on dairy farms for
detection of mastitis. CMT has been a widely used cow-side-test of milk quality in
mastitis control efforts, but it cannot be used for estimating cell counts in scientific
studies or investigations.

Two hundred and eight quarter milk samples from 52 cows were analysed with
DCC and CMT, and 168 of these samples with FMA2001. Microbiological
examination was done on 38 milk samples with CMT scores of 4 and 5. Whole
udder milk samples were analysed from 40 and 50 cows with FMA2001 and DCC,
respectively, and compared with a fluoro-opto-electronic-cell-counting method
(Fossomatic).

The results from DCC and FMA2001 had good correlation with the results from
the Fossomatic. The DCC made a misdiagnosis of mastitis at the 200 000-cells/ml
level in 4% of the cases compared with the Fossomatic. The lactose content of the
milk, which was analysed with the FMA2001, did not work satisfactorily as
indicator for mastitis compared to cell count, which were analysed with DCC.

The agreement of CMT with DCC was good enough for a field method to be
used for the classification of mastitis and to give guidance in milk sampling for
bacteriological examination. The results show clearly that CMT should not be used
as a method for estimating cell count, because of the limited sensitivity and
specificity.

There was no cut-off level in cell count between sub-clinical and clinical
mastitis. The number of samples was too small to determine a lower limit of cell
count in clinical mastitis, but clinical symptoms were seen at a cell count level of
approximately two million cells/ml. On the other hand, the cell count level could
be as high as six million cells/ml without any clinical signs.

High cell counts and clinical findings could not be related to bacteriological
findings.
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