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BAKGRUND

Tankmjolkens innehéll av somatiska celler ingér i mejeriernas kvalitetsprogram for
mjolkrévaran och &r betalningsgrundande till producent. Celltalet (SCC) far enligt EU:s
hygiendirektiv inte dverstiga 400 000 celler per ml (EC, 2004), men det ar vanligt att
mejerierna stiller hogre krav pa révarans kvalitet, eftersom forhdjda SCC uppvisat samband
med 6kad proteolytisk aktivitet, minskat ostutbyte, forsdmrad ostkvalitet och minskad
stabilitet hos pastoriserad mjolk (Auldist and Hubble, 1998). De flesta studier som genomforts
for att undersoka samband mellan SCC och mjdlkkvalitet dr baserade pa mjolk fran
individuella, ofta experimentellt infekterade juverfjdrdedelar. Resultat och slutsatser frén
dessa studier kan inte enkelt appliceras pé leverantorsmjolk, som &r en blandning av mjolk
fran kor 1 besittningen. Det saknas dirfor entydiga vetenskapliga ron for vid vilken niva
tankmjolkens celltal har en negativ effekt pd mjolkkvaliteten.

Mjolkens celler utgor en blandning av olika celltyper, varvid mjolk frin ett friskt juver
huvudsakligen innehaller makrofager. Vid mastit sker en dramatisk 6kning av andelen
polymorfnukleéra celler (PMN), s.k. neutrofiler, och dessa kan vid akut klinisk mastit utgéra
mer dn 90 % av SCC (Sordillo et al., 1997). PMN har under senare ar studerats flitigt, bl.a.
med avseende pa en rad proteolytiska enzymer (Hurley et al., 2000; Somers et al., 2003). Med
hénsyn till de kaseinforluster proteolytiska enzymer 1 mjolken orsakar har forskare foreslagit
att PMN skulle utgora ett béttre matt &n SCC med avseende pa mjolkens teknologiska kvalitet
(Kelly et al., 2000; O’Brien et al., 2003). I vart projekt ville vi darfor studera om antalet PMN
(PMNC) i tankmjolken ger en kdnsligare och battre indikation pa fordndringar i mjolkens
sammansattning dn SCC, den “gyllene standarden” 1 dagens kvalitetsprogram for
mjolkrévaran.

Finns det ett samband mellan antalet neutrofila celler och mjolkkvalitet?

Studier av PMN 1 mj6lk har i tidigare arbeten framst varit relaterade till mastitdiagnostik
(Pillai et al., 2001) eller funktionen hos juvrets immunforsvar (Paape et al., 2002). Kelly et al.
(2000) studerade sambandet mellan SCC och PMNC 1 mj6lk fran individuella kor respektive
tankmjolk fran ett mindre antal besattningar. I bada fallen erh6lls en signifikant, positiv
korrelation mellan SCC och PMNC. Korrelationskoefficienten mellan SCC och PMNC var
dock lagre for tankmjolksprover (R=0.69) dn for individuella koprover (R=0.88). Skillnaden i
korrelationskoefficient berodde sannolikt pé en stor variation i antalet neutrofila celler mellan
tankmjolksprover med samma celltal, dvs. tankmjolk med samma celltal kan ha vildigt olika
egenskaper beroende pa hur det specifika celltalet &r sammansatt. Fragan huruvida
tankmjolkens innehéall av neutrofila celler dr ett battre matt pa mjélkens sammansédttning och
egenskaper dn celltalet har framforts (Kelly et al., 2000; Le Roux, 2003, O’Brien et al., 2003)
men det finns dnnu inga studier som undersokt om sé ér fallet.

Alfa-laktalbumin och mjolkkvalitet?

I en avhandling vid Inst for livsmedelsvetenskap, SLU, (Akerstedt, 2008) pavisades samband
mellan forekomsten av akutfasproteinerna (APP) haptoglobin (Hp) och serum amyloid A
(SAA) i mjolken och fordndringar i mjolkens sammansittning. Hp och(SAA ér s.k. positiva



APP hos nétkreatur, dvs. deras koncentrationer dkar drastiskt vid en skada eller sjukdom. Det
finns dven proteiner som nedregleras vid skada och sjukdom, och ett mj6lkprotein som
minskar 1 koncentration vid mastit dr a-laktalbumin (a-LA). a-LA spelar en viktig roll i
mjolksyntesen, eftersom det utgor en del av laktossyntetaset, enzymet som katalyserar
syntesen av laktos fran glukos och galaktos. Koncentrationen a-LA é&r korrelerat med
laktoskoncentrationen och eftersom laktos och mjélkméngd &r korrelerat, foljer i regel dven
a-LA-koncentration och mjolkméngd varandra. Det dr dock oklart vilken betydelse
variationen 1 a-LA har for reglering av mjolkméngden. Studier har visat att koncentrationen
av a-LA paverkas av mastit, och att a-LA minskar med dkat celltal. Av den anledningen har
a-LA foreslagits utgora en markor for juvrets funktion (Caffin et al., 1984), och édven att o-
LA skulle bete sig som ett negativt APP (Hogarth et al., 2004). Idag saknas emellertid studier
med syfte att undersoka samband mellan a-LA och olika mjélkkvalitetsparametrar i
leverantérsmjolk.

PROJEKTETS SYFTE

Det primira syftet med studierna har varit att undersoka om PMNC utgor ett battre matt dn
SCC pé leverantérsmjolkens sammansittning och teknologiska kvalitet i relation till mastit.
Fréagestéllningen utvidgades i ett senare skede av studierna till att inkludera motsvarande
utvirdering av a-LA.

MATERIAL OCH METODER
Studierna genomfordes som ett samarbete mellan framst SLU, SVA (Avdelningen for
lantbrukets djur och antibiotikafragor), Milko och Svensk Mjolk.

Tankmjolksprover

I projektet ingick tva olika uppsittningar med leverantérsmjolkprover. Omgang 1 bestod av
228 slumpmassigt utvalda leverantorsmjolkprover fran producenter fordelade dver landet.
Proverna erholls fran Eurofins Steins Laboratorium AB i Jonkdping, och anvéndes for analys
av SCC och PMN (PMN% och PMNC). Omgéng 2 bestod av 91 tankmjolksprover fran
Milko-producenter. Milkoproverna analyserades for en rad kvalitetsparametrar utover SCC
och PMNC, sasom innehall av protein, fett och laktos, proteinsammanséttning, kaseinmangd,
kaseintal, proteolys och koaguleringsegenskaper.

Inflammatoriska markorer

SCC analyserades i farska tankmjolksprover med en fluoro-opto-elektronisk cellrdknare
(Fossomatic 5000, Foss Electric, Hillered, Danmark). For bestimning av PMNC 1 tankmjolk
anvindes en mikroskoperingsmetod baserad pa IDFs standard (2006). Objektglas med utstryk
av helmjolk bereddes 1 6verrensstimmelse med IDF-metoden och fargades med en modifierad
Newman-farglosning (Wickstrom et al., 2009).

Kvalitetsparametrar

Mjdlkens innehall av totalprotein, fett och laktos analyserades 1 farska mjélkprover med IR-
teknik (Fourier Transform Instrument, FT 120, Foss). Kaseininnehéllet bestdmdes indirekt
genom l6pefdllning av kaseinerna och direfter IR-bestdmning av vasslefraktionens
proteininnehdll. Kaseintalet berdknades genom att dividera kaseininnehallet med méngden
totalprotein och multiplicera med 100. Mjo6lkens proteinsammanséttning bestdmdes i
avfettade tankmjolksprover enligt Hallén et al. (2008). Proteinerna reducerades och
separerades ddrefter pa en analytisk RP C4-kolonn (as;, asz, B och « kasein, a-LA och B-
laktoglobulin, B-LG). Elueringen utférdes med ett gradientprogram med stegvis dkande



koncentration av acetonitril. For att bestimma mjolkprovets proteolytiska status bestdmdes
méngden fria aminoterminaler 1 avfettade mjolkprover enligt en fluorescaminmetod (Wiking
et al., 2002). Mjdlkens intakta proteiner denaturerades och avlidgsnades genom centrifugering.
Peptider 1 supernatanten bestimdes genom en reaktion mellan fri aminoterminal och
fluorescamin. Den vid reaktionen bildade fluoroscensen maittes och relaterades till en
standardkurva konstruerad genom analys av leucine 1 HCL. Analys av tankmjolkens
koaguleringsegenskaper utfordes pa en Bohlin VOR Reometer (Malvern Instruments,
Uppsala) enligt Hallén et al. (2007). Gelstyrkan bestimdes 25 minuter efter tillsats av
chymosin och koaguleringstiden definierades som tiden fran tillsats av chymosin till
gelstyrkan uppnatt 5 Pa.

Statistisk analys

For att undersoka korrelationen mellan PMNC och SCC anvéndes Pearson korrelation och
linjér regression. Skillnader 1 PMNC mellan olika SCC-klasser analyserades med Student’s
unpaired t-test (SAS version 9.1) efter indelning av resultaten i foljande SCC-klasser: <100,
101-200, 201-300, 301-400 och >400 x 1000 celler per ml. Samband mellan SCC, PMNC,
respektive a-LA och olika mjolkkvalitetsparametrar, analyserades med Student’s t-test efter
indelning av resultaten i <25 percentilen (lag), 25-75 percentilen (medium), och >75¢
percentilen (hog). SCC-, PMNC- och proteolysvirden log-transformerades for att erhalla
normalfordelning och skillnader mellan grupper betraktades som signifikanta vid p<0.05.

RESULTAT

Antalet neutrofiler som markor for leverantorsmjolkskvalitet i relation till mastit

Ett starkt samband mellan SCC och PMNC observerades med sdvil Pearsons korrelations-
(r=0.849) som linjér regressionsanalys (p<0.001), se Figur 1.
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Figur 1. Korrelation mellan det totala antalet celler (SCC) och antalet polymorfnukleédra
celler (PMNC) 1 319 leverantérsmjdlkprover.

Antalet PMNC 6kade med 6kande SCC och det var signifikanta skillnader mellan samtliga
celltalsklasser med avseende pa PMNC (Fig. 2).



400 -

350 -

300 +

250 ~

200 +

150 -

PMNC (1000/ml)

100 -

50 -

n=85
<100

n=154
101-200

n=53
201-300

n=21
301-400

SCC (1000/ml)

n=6
>400

Figur 2. Antalet polymorfnukleéra celler (PMNC) i leverantérsmjolkprover (n=319)
fordelade 1 olika celltalsklasser (SCC). Staplarna illustrerar medelvarde+standardavvikelse for
de olika SCC-klasserna, varvid SCC-klasser med olika superskript skiljer sig signifikant
(P<0.05) med avseende pa PMNC.

Den enda kvalitetsparameter som uppvisade samband med PMNC var kaseintalet; kaseintalet
minskade med hoga PMNC (Tabell 1).

Tabell 1. Skillnader i sammanséttning och egenskaper mellan leverantérsmjolkprover med
lagt, medium och hogt antal polymorfnuklerdra celler (PMNC). I tabellen anges medelvarde+
standardavvikelse for de olika PMNC- klasserna, och olika superskript anger att skillnaderna

ar signifikanta (P<0.05)

Lagt PMNC' Medium PMNC®  Hogt PMNC’

n=23 n=45 n=23
PMNC (x 1000/mL) 15.45+6.73" 43.66+13.07° 137.82+81.16°
SCC (x 1000/ml) 80.61+29.96" 157.89+47.68" 381.834+243.30°
PMN (%) 19.11+4.66" 28.10+5.11° 36.72+5.36°
Fett (g/100 ml) 4.60+0.42 4.39+0.48 4.55+0.28
Laktos (g/100 ml) 4.63+0.13 4.62+0.11 4.58+0.07
Totalprotein (g/100 ml) 3.57+0.22 3.52+0.19 3.53+0.12
Kasein (g/100 ml) 2.61+0.16 2.57+0.14 2.56+0.08
Vassleprotein (g/100 ml) 0.97+0.06 0.95+0.05 0.95+0.05
Kaseintal 73.22+0.70" 72.98+0.67" 72.61£0.52°
Proteolys (mM) 1.0540.07 1.07+0.06 1.07+0.07
Koaguleringstid (s) 123.61+43.16 116.93+40.93 122.22+45.71
Gelstyrka 349.39£123.69  354.18+£95.04 345.17+£152.17




! <25e percentilen av provresultaten (PMNC-range: 5-25 x 1000/ml); * 25-75e percentilen av
provresultaten (PMNC-range: 26-80 x 1000/ml); * >75e percentilen av provresultaten
(PMNC-range: 81-437 x 1000/ml)

SCC uppvisade samband med fler kvalitetsparametrar, sdsom laktos, kaseinmingd, kaseintal

och proteolys (Tabell 2).

Tabell 2. Skillnader i sammanséttning och egenskaper mellan leverantorsmjolkprover med
lagt, medium och hogt totalantal somatiska celler (SCC). I tabellen anges medelvéarde+
standardavvikelse for de olika SCC- klasserna, och olika superskript anger att skillnaderna ar

signifikanta (P<0.05)
Lagt SCC' Medium SCC*  Hogt SCC’
n=23 n=45 n=23
SCC (x 1000/ml) 74.70+22.40° 155.60£31.25°  392.22+237.10°
PMNC (x 1000ml) 16.66+8 270" 45.33+17850°  133.35+84.80°
PMN (%) 21.6+6.8° 28.546.6" 33.6+7.4°
Fett (g/100 ml) 4.68+0.47° 4.39+0.44° 4.47+0.28%
Laktos (g/100 ml) 4.65+0.13° 4.61+0.10* 4.57+0.08"
Totalprotein (g/100 ml) 3.60+0.22 3.53+0.17 3.50+0.15
Kasein (g/100 ml) 2.63+0.16" 2.58+0.13% 2.54+0.11°
Vassleprotein (g/100 ml)  0.96+0.07 0.96+0.04 0.95+0.05
Kaseintal 73.17+0.69 73.06+0.56° 72.51+0.70°
Proteolys (mM) 1.03+0.06" 1.07+0.06™ 1.08+0.07°
Koaguleringstid (s) 125.8+44.9 118.6+40.9 116.7+44.0
Gelstyrka (Pa) 348.3+123.0 353.2497.9 348.2+149.2

' <25e percentilen av provresultaten (SCC range: 33-104 x 1000/ml); © 25-75¢ percentilen av
provresultaten (SCC range: 105-221 x 1000/ml); * >75¢ percentilen av provresultaten (SCC

range: 222-1397 x 1000/ml).

a-laktalbumin som markor for leverantormjolkskvalitet i relation till mastit

Studien uppvisade inga signifikanta samband mellan a-LA och kidnda inflammatoriska
markorer som SCC och PMNC, men trenden visade att SCC och PMNC 6kade vid minskande
mangd a-LA. I studien forelag samband mellan a-LA och laktos, og-, as-, B-kasein, och -
laktoglobulin (B-LG), varvid l4gt a-LA motsvarades av 6kade méngder os;-, 0s2- och B-kasein,
samt minskade mangder laktos och B-LG (Tabell 3).

DISKUSSION

Vi har for forsta gangen studerat samband mellan leverantorsmjélkens sammansattning och
antalet neutrofiler, eftersom det av flera forskare framforts som troligt att detta skulle vara ett
mer specifikt och kénsligt matt pa mjolkravarans kvalitet an SCC. Undersokningarna har
genomforts med leverantorsmjolkprover, vilket dr unikt eftersom majoriteten av tidigare
studier anvant mjolk fran infekterade juverdelar och experimentellt framkallade mastiter. I
studien konstaterades ett ovintat starkt samband mellan SCC och PMNC (R=0.85), med tanke



Tabell 3. Skillnader i sammanséattning och egenskaper mellan leverantérsmjolkprover
indelade i 1&g, medium och hog koncentration a-laktalbumin (a-LA). I tabellen anges
medelvirde+ standardavvikelse for de olika a-LA-klasserna, och olika superskript anger
signifikanta skillnader (P<0.05)

Variabel Lag a-LA' Medium a-LA®  Hog a-LA’
(n=23) (n=45) (n=23)
Fett (2/100 mL) 4.44+0.37 4.55+0.47 4.40+0.28
Laktos (g/100 mL) 4.57+0.10° 4.62+0.10° 4.63+0.09*
Totalprotein (g/100 mL) 3.51+0.13 3.56+0.20 3.52+0.15
Kasein (g/100 mL) 2.56+0.09 2.60+0.15 2.57+0.11
Kaseintal 72.83+£0.50 72.93+£0.69 73.11+0.63
01-kasein (g/L) 9.42+1.24° 9.45+1.48° 9.160.80°
os2-kasein (g/L) 3.62+0.71° 3.63+0.72% 3.55+0.93°
B-kasein (g/L) 16.14+1.87° 16.09+2.93% 15.73+1.85"
k-kasein (g/L) 4.09+1.24 4.55+1.16 4.46+0.93
a-lactalbumin (g/L) 1.040.06° 1.21+0.03° 1.30+0.03¢
B-LG (g/L) 4.24+0.25° 4.29+0.43° 4.29+0.23°
Proteolys (mM) 1.14+0.15 1.17+0.18 1.13+0.17
Koaguleringstid (s) 116+34 122451 119+31
Gelstyrka (Pa) 343+97 355+142 349+84

' <25e percentilen av provresultaten (a-LA range: 0.89-1.15 g/L); “25-75¢ percentilen av
provresultaten (a-LA range: 1.15-1.26 g/L); > >75e percentilen av provresultaten (a-LA range:
1.26-1.41 g/L)

pa att studien utforts pa leverantorsmjolksniva. Andelen PMN av SCC (PMN%) 6kade ocksé
med 6kande SCC, och tankmjolk med SCC>400,000 celler per ml inneh6ll 1 genomsnitt néra
35% PMN. PMNC uppvisade endast samband med kaseintalet, varvid hogt PMNC medforde
ett lagre kaseintal. Ett hogt SCC 1 mjolken uppvisade daremot samband med ett lagre innehall
av fett, laktos och kasein, ett ldgre kaseintal och mer proteolys. Hypotesen att PMNC skulle
vara ett kénsligare matt an SCC for forandringar i leverantérsmjélkens sammansattning
bekriftades sdledes inte i denna studie.

Den starka korrelationen mellan SCC och PMNC ér troligen en del av forklaringen bakom
detta. Vidare bor man beakta, att majoriteten av cellerna utgors av makrofager dven vid de
hogsta celltalen, och endast 35% utgdrs av PMN. Aven makrofagerna 6kar i totalantal vid
mastit, och innehéller liksom PMN ett batteri av proteaser som kan bidra till nedbrytningen av
mjolkens kasein. De samband som observerades mellan SCC och mjolkens sammanséttning
uteblev saledes nir effekterna av endast en mindre cellpopulation togs i beaktande.

Som en vidareutveckling av projektet och for att utnyttja det material som insamlats och
analyserats studerades dven potentialen hos a-LA som en markor for forandringar 1
tankmjolkens sammanséttning. Vildigt lite dr gjort med avseende pé detta protein, och



inledningsvis studerades samband mella a-LA och SCC respektive PMNC. Aven om det inte
foreldg signifikanta samband s var trenderna tydliga i materialet, dvs. minskade halter a-LA
sammanfoll med hogre SCC och PMNC. a-LA uppvisade samband med laktos och 3-LG,
mjolk med laga halter a-LA inneholl dven laga halter laktos och B-LG, vilket var forvintat.
Sambanden med flera individuella kaseiner (o, 0, B) dr diremot svarare att forklara ,
dvs.mj6lk med mindre a-LA innh6ll hogre halter av vardefulla kaseiner. Eftersom méangden
inte a-LA uppvisade samband med méngden totalprotein respektive kasein, bor resultatet
beaktas med viss forsiktighet.

Sammafattningsvis visar véra studier att varken PMN eller a-LA utgdr en kédnsligare markor
an den nuvarande “gyllene standarden”, SCC, for forandringar i mjolkens sammanséttning
och egenskaper 1 relation till mastit.
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