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Wykorzystanie markerow genetycznych
w programie zwalczania mastitis
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Utilizing genetic markers for mastitis resistance

Summary

Mastitis is a diary cattle disease difficult to combat with veterinary methods and leading to tremendous losses
in cattle breeding. Recent literature on the application of molecular genetics to combat the spread of the disease

has been reviewed in the article.

It is generally known that susceptibility to udder inflammation is of polygenic nature. Scientists from many
research centers all over the world are carrying out extensive research to detect genetic mechanisms of suscep-
tibility to this disease in various cows. The main aim of the study is the search for the genetic markers of mastitis
and the means of using them in selection. A relationship between the polymorphism of marker 513, genes DRB3,
CD18, lactoferrin, lysozyme and frequent occurrence of mastitis among cows has been established.

The above mentioned results make it possible to use marker 513 and genes DRB3, CD18, lactoferrin and
lysozyme as candidate genes for mastitis resistance. More comprehensive and complex research, however, is
needed to breed cows with better-developed resistance to udder inflammation.
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Zapalenie wymienia nalezy do kosztownych 1 trud-
nych do opanowania metodami weterynaryjnymi cho-
réb bydta mlecznego. Trudnosci ze zwalczeniem tej
choroby wynlkajq przede wszystkim z bardzo ztozo-
nych przyczyn jej wystqpowama Czynnikami etiolo-
gicznymi mastitis sa najczg¢sciej bakterie, a takze wi-
rusy, grzyby i pierwotniaki (16). Stw1erdzon0 gene-
tyczne réznice w podatnosci kréw na te chorobg, po-
twierdzone badaniami wartosci hodowlanej liczby ko-
morek somatycznych w populacji bydla hodowanego
w Polsce (22). W genetyczne uwarunkowanie choréb
bydta moze by¢ zaangazowana rozna liczba genow.
O wystapieniu pewnych chordb decyduje mutacja jed-
nego genu. Przykladem takiej choroby jest wrodzony
niedobdr leukocytarnych czasteczek adhezyjnych (lub
wrodzone uposledzenie zdolnosci leukocytow bydta
do adhezji - BLAD). Natomiast mastitis jest choroba,
o ktorej wystapieniu decyduje wiele genow (polige-
niczna). Mechanizmy genetyczne réznej podatnosci na
t¢ chorobe nie zostaty jeszcze doktadnie poznane.

Programy hodowlane bydla mlecznego na swiecie
wykorzystujg w selekcji kréw roznice genetyczne bu-
hajow pod wzgledem przekazywania potomstwu po-
datnosci lub opornosci na mastitis. Roznice te ocenia-
ne sa zwykle na podstawie comiesiecznych badan licz-
by komorek somatycznych w mleku lub wystapienia
klinicznych przypadkow mastitis u cérek ocenianych

buhajéw. Do rozrodu wybierane sa te buhaje, ktére
przekazuja potomstwu (coérkom) mniejsza sktonnosé
do zachorowania na zapalenie wymienia. W 1999 r.
zapoczatkowano gromadzenie wynikow dotyczacych
liczby komoérek somatycznych w mleku krow w ogol-
nopolskiej bazie danych. Stwarza to nowe mozliwo$-
ci zwalczania tej choroby w populacji bydta mleczne-
go w Polsce. W przysztosci mozliwe bedzie zatem wy-
bieranie do rozrodu buhajow przekazujacych potom-
stwu mniejsza podatnos¢ na t¢ chorobg. Podatnos¢ ta
oceniona bytaby w Polsce tylko na podstawie odpo-
wiednio niskiej liczby komorek somatycznych (wskaz-
nika stanu zdrowia) w mleku. Ocena podatno$ci na
podstawie wystepowania u corek klinicznych postaci
zapalenia wymienia nie jest u nas mozliwa, poniewaz
takich przypadkdw nie rejestruje si¢ w ogolnopolskiej
bazie danych. Nalezy jednak pamigtac, ze mastitis na-
lezy do cech niskoodziedziczalnych. O wystapieniu tej
choroby decyduja geny osobnika tylko w okoto 2-15%
(w zaleznosci od wskaznika mastitis) (23). Z tego
wynika, e selekcja zmierzajaca do ograniczenia wy-
stgpowania mastitis w oparciu o warto$ci genetyczne
zwierzat oszacowane na podstawie liczby komorek
somatycznych bedzie powolna.

Innym sposobem wybierania do rozrodu buhajow,
ktore przekazujg potomstwu (corkom) mniejsza skton-
no$¢ do zachorowania na zapalenie wymienia, jest se-
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lekcja wspomagana markerami (marker-assisted selec-
tion — MAS), ktéra wykorzystuje markery genetyczne
do przewidywania warto$ci genetycznej zwierzat.
MAS polega na wykorzystaniu markerow genetycz-
nych do identyfikacji specyficznych obszaréw chro-
mosomow, gdzie s ulokowane geny wplywajace na
rézne cechy ilo$ciowe, tak zwane QTL (quantitative
trait loci). Informacje na temat tych obszar6w moga
by¢ wykorzystywane w programach doskonalenia
zwierzat gospodarskich do zidentyfikowania osobni-
kow z korzystnym wptywem QTL na cechg (3). Mar-
kery genetyczne uzywane w selekcji wspomaganej
markerami sg zwiazane z QTL. Miarg tego powigza-
nia jest czgsto$¢ rekombinacji pomigdzy QTL a mar-
kerem, ktora zalezy od odleglosci w chromosomie,
w jakiej lezy QTL od markera (bgdaca funkcja odleg-
tosci migdzy nimi). Innym rodzajem markerow sg mar-
kery bezposrednio wptywajace na cechg; lokalizuje sig
je za pomoca sekwenCJonowama (5). W przypadku
podatnosci na zapalenie wymienia, o ktorej decyduje
wiele genow, trwaja badania nad poszukiwaniem mar-
kerow genetycznych powiazanych z wystapieniem lub
nie, tej choroby.

Selekcja wspomagana markerami, odnoszaca si¢ do
mastitis nie zostala jeszcze zastosowana w hodowli
w zadnym kraju, ale dazy sie¢ do szybkiego jej wpro-
wadzenia. Teoretycznie oceniono (na podstawic ba-
dan symulacyjnych), ze zastosowanie w hodowli MAS
moze spowodowac wzrost efektywnosci selekcji, skro-
cenie odstgpu migdzy selekcjonowanymi pokolenia-
mi oraz obnizy¢ koszty doskonalenia genetycznego (4).
Metoda ta moze poprawi¢ efektywnos$¢ selekcji szcze-
golnie w przypadku cech dziedziczonych w niewiel-
kim stopniu (takich jak sktonno$¢ do zachorowania
na zapalenie wymienia), a wi¢c mozna si¢ spodzie-
waé wyraznej poprawy stanu zdrowia wymienia ho-
dowanych krow szybciej niz przy zastosowaniu jakiej-
kolwiek innej metody selekcji. Dodatkowa zaleta MAS
jest réwniez to, ze informacja o markerach genetycz-
nych mastitis jest mozliwa do uzyskania juz w przy-
padku miodych buhajow, podczas gdy zapadalnosé na
mastitis mozna mierzy¢ za pomocg liczby komorek
somatycznych w mleku dopiero u ich potomstwa 1 to
tylko u corek, ktore sa co najmniej w pierwszej lakta-
cji. Tak wigec wykorzystanie informacji o markerach
pozwoli na bardzo wczesne stwierdzenie czy miody
buhaj nie przekaze sklonnosci do zachorowania na t¢
chorobg swojemu potomstwu.

Prace nad mapowaniem QTL powiazanych z liczba
komérek somatycznych w mleku i wystgpowaniem
mastitis u bydla rasy holsztynskiej prowadzone sa
w USA 0d 1996 1. Z badan Ashwell i wsp. (1, 2) wyni-
ka, ze najbardziej prawdopodobna pozycja QTL od-
powiadajacych za liczbg komorek somatycznych
w mleku znajduje si¢ na chromosomie 23, blisko mar-
kera 513. Stwierdzono réwniez markery powigzane
z liczba komorek somatycznych na chromosomie 6, 7
1 10(27). Mapowaniem QTL odpowiadajacych za zdro-

Medycyna Wet. 2003, 59 (10)

wie wymienia zajmuje si¢ takze inna grupa badawcza
w USA (30), wspdipracujaca z naukowcami francu-
skimi. Stwierdzili oni wystgpowanie QTL wplywaja-
cych na czesto$¢ klinicznych przypadkdw mastitis na
6 1 17 chromosomie oraz QTL zwiazanych z wyzsza
lub nizsza liczba komorek somatycznychna 13, 141 26
chromosomie. Mapowaniem genomu bydta w poszu-
kiwaniu markeroéw genetycznych zajmowali si¢ réw-
niez naukowcy holenderscy. Schrooten i wsp. (21), po-
szukujac QTL odpowiadajacych miedzy innymi za
zdrowie wymienia, stwierdzili ich wystgpowanie na
chromosomie 13 i 19. Doskonatym materiatem do ba-
dania markeréw genetycznych mastitis sa dane zebra-
ne przez naukowcow norweskich. Norwegia bowiem
jest pierwszym krajem, ktory wprowadzit na szeroka
skalg system zbierania danych dotyczacych zdrowot-
nos$ci krow mlecznych i obok informacji na temat licz-
by komoérek somatycznych w mleku sa réwniez zbie-
rane dane na temat wystapienia klinicznych przypad-
kéw mastitis. W wigkszos$ci krajow zbieranie tych da-
nych jest bardzo trudne, poniewaz niektore przypadki
sa leczone bezposrednio przez hodowceg, co nie jest
w ogole rejestrowane. W krajach skandynawskich na-
tomiast ocena przypadku klinicznego przeprowadza-
na jest przez lekarza weterynarii, gdyz tylko on jest
uprawniony do podawania krowom antybiotyku. Le-
karz ten jednoczesnie odnotowuje przypadek klinicz-
ny w ogolnokrajowej bazie danych. Wyniki mapowa-
nia przedstawione przez badaczy norweskich (12),
stwierdzajace wystepowanie QTL odpowiedzialnych
za sktonnos$¢ krow do zachorowania na kliniczna po-
sta¢ mastitis na chromosomach 6, 3,4, 14127, sa szcze-
gdlnie warto$ciowe z powodu unikalno$ci obszerne;j
bazy danych.

Mapowanie, polegajace na poszukiwaniu markerow
danej cechy, wymaga krzyzowania osobnikow nale-
zacych do odmiennych genetycznie ras, jak réwniez
osobnikéw w obrebie rasy o zrdznicowanej uzytko-
wosci. Do mapowania niezbgdne sa takze wielopoko-
leniowe rodziny, w ktorych nastgpuje segregacja cech
i markerow genetycznych. Do takich badan wymaga-
ne jest uzycie co najmniej pokolenia F2. Stworzenie
tego rodzaju rodziny referencyjnej wymaga duzych
naktadéw finansowych, zajmuje wiele czasu i jest pra-
cochtonne. Kolejnym, trudnym etapem badan po zna-
lezieniu markera danej cechy jest identyfikacja genu
lub genow okreslonych jako znaleziony QTL.

Alternatywna strategia jest poszukiwanie gendw lub
markerow, ktorych produkty wptywaja bezposrednio
na poziom badanej cechy. Konieczne jest tu wykorzy-
stanie informacji o biologii oraz funkcji ich produk-
tow w organizmie. Tego typu badania nie wymagaja
krzyzowania roznych ras czy tez osobnikow odr¢bnych
genetycznie, co umozliwia wykorzystanie w badaniach
liczniejszej populacji zwierzat. Pozwala to na doktad-
niejsza analizg statystyczna, w przypadku badania loci
z matym wptywem na cechg.
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Poszukiwanie genow powiazanych z zapadalno$cig
kréw na zapalenie wymienia rozpocz¢to od genow
nalezacych do gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowe;j
(MHC), poniewaz znaleziono wcze$niej powiazanie
pomigdzy tymi genami i innymi chorobami bydta (13,
14, 15, 28). MHC u bydta zlokalizowano na 23 chro-
mosomie; zawiera on trzy klasy genow. Produkty ge-
noéw klasy I oraz II biorg udziat w wywotywaniu i re-
gulacji odpowiedzi immunologicznej. Geny DR sys-
temu BoL A (antygen gléwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej klasy II u bydta) i ich produkty sa najbar-
dziej typowe dla genow MHC. Szczegdlnie gen DRB3
jest genem, ktory zbadano najdoktadniej. Jest to gen
wysoce polimorficzny, wykryto ponad 90 jego roznych
alleli (6, 26). Badaniem genéw kandydujacych podat-
no$ci na mastitis (czyli genow, co do ktorych przy-
puszcza sig, ze odpowiadaja za wystapienie podatno$ci/
/opornosci na mastitis), nalezacych do gtdownego kom-
pleksu zgodnosci tkankowej zajmowali si¢ Kelm 1 wsp.
(11). Stwierdzili oni powiazanie allelu DRB3.2*16
z wyzsza wartoscig hodowlana liczby komérek soma-
tycznych (p < 0,05) oraz wzrost czgstosci klinicznej
postaci mastitis u osobnikéw z allelem DRB3.2*8.
Odwrotna zalezno$¢, czyli spadek czgstosci zapalen
z objawami klinicznymi, zanotowano u osobnikéw
z allelem DRB3.2*11 1 DRB3.2*23. Przeciwne wyni-
ki natomiast otrzymali Sharif 1 wsp. (20). Wykazali
oni wplyw allelu DRB3.2*16 na obnizenie liczby ko-
morek somatycznych w mleku kréw rasy holsztynskiej
w Kanadzie. Znalezli réwniez istotng zalezno$¢ po-
migdzy allelem DRB3.2*23 a czg¢stszym wystgpowa-
niem klinicznych zapalen wywolanych bakteriami
E. coli. Z przedstawionych badan wynika, ze wybrane
allele w obrgbie genu DRB3 moga by¢ potencjalnie
uzyteczne jako geny odpowiadajace za zdrowotnosé¢
wymienia, ale zagadnienie to wymaga dalszych badan
na duzych grupach zwierzat o roznym pochodzeniu.

Znaleziono réwniez powiazanie pomiedzy wyste-
powaniem mutacji w locus CD18 a czgstoscia klinicz-
nych przypadkow mastitis (11). CD18 jest genem ko-
dujacym jedna z podjednostek 3, -integryny; mutacja
w tym genie jest odpowiedzialna za wystapienie u by-
dta choroby BLAD, przejawiajacej si¢ padnigciami
cielat w pierwszych miesiacach zycia na skutek zmniej-
szonej odpornosci. U podtoza tej choroby lezy wro-
dzony niedobor leukocytarnych czasteczek adhezyj-
nych, ktore odgrywaja istotng role w prawidtowym
funkcjonowaniu uktadu immunologicznego (8, 9).

Badania genow warunkujacych podatno$¢ na mas-
titis dotycza réwniez polimorfizmu genu laktoferyny
1 lizozymu, wykazujacych ekspresj¢ w makrofagach
1 tkance gruczolowej wymienia (25). Lizozym bierze
udziat w rozktadzie $ciany komoérkowej bakterii Gram-
-dodatnich, co w efekcie prowadzi do ich lizy. Lakto-
feryna jest to bialko wielofunkcyjne, ale jego gtow-
nym zadaniem jest zapobiceganie infekcjom bakteryj-
nym. Jest to powodowane prawdopodobnie duzym po-
winowactwem tego biatka do jonow Fe’', czerpaniem
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ich ze §rodowiska i pozbawieniem bakterii zelaza ko-
niecznego do ich wzrostu (7). Przypuszcza si¢ ponad-
to, ze laktoferyna moze petni¢ funkcj¢ czynnika trans-
krypcyjnego, gdyz wiaze sig ze specyficznymi sekwen-
cjami DNA (17). Mimo ze mechanizm dziatania wy-
mienionych biatek nie zostat jeszcze do konca poznany,
wiadomo, Ze ich poziom wzrasta znacznie podczas
infekcji gruczohu mlekowego. W Niemczech prowa-
dzone sa prace nad poszukiwaniem powigzan pomig-
dzy polimorfizmem genu laktoferyny i lizozymu a wy-
stepowaniem zapalenia wymienia v kréw (24). Nato-
miast w Polsce prowadzone sg badania nad powiaza-
niem polimorfizmu genu lizozymu z doskonaleniem
cech odpornosci naturalnej u bydta (29). Poszukuje si¢
réwniez genow sprz¢zonych z podatnoscia na mastitis
u bydta, zlokalizowanych w chromosomie 18 (18, 19).

W najnowszych badaniach genetycznych wykorzy-
stuje si¢ do identyfikacji gendw poziom ich ekspresji.
Celem tych badan jest wykrycie genow, ktore wyka-
zuja ekspresje w roznych tkankach i pewnych stanach
fizjologicznych. Znajduje to zastosowanie w pracach
nad reakcja obronng organizmu na choroby, gdzie eks-
presja gendw wystepuje w odpowiedzi na wzrost bak-
terii patogennych w zaatakowanych tkankach. Bada-
nia te moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w po-
szukiwaniu genow odpowiedzialnych za wystapienie
mastitis (10). Szeroko znanym faktem jest oslabienie
reakcji obronnej uktadu 1mmunologlczneg0 krowy
w okresie okoloporodowym i w zw1qzku z tym czgst-
sze wystqpowanle zapalenia wymienia w tym czasie.
Podaje sig roZne przyczyny tego zjawiska. Niewatpli-
wie w wyjasnieniu tej prawidlowo$ci pomoga bada-
nia poziomu ekspresji gendw w makrofagach 1 limfo-
cytach kréw w réznych stadiach laktacji i w zalezno$-
ci od stanu zdrowia wymienia.

Zwalczanie standéw zapalnych wymion kréw mlecz-
nych poprzez popraweg warunkéw srodowiskowych
i leczenie nie przyniosto spodziewanych rezultatow.
Czgste wystgpowanie zapalenia wymienia w wysoko-
wydajnych stadach krow mlecznych zmusza do po-
szukiwania bardziej efektywnych metod opanowania
tej choroby. Wiadomo, ze mastitis ma podloze gene-
tyczne. Mozna si¢ zatem spodziewa¢ powolnej popra-
wy istniejacego stanu w przypadku selekcji do rozro-
du zwierzat mniej podatnych na zapalenie, oceniajac
je na podstawie liczby komorek somatycznych lub
wystgpowania klinicznych przypadkow mastitis. Wy-
korzystanie w selekcji markerow genetycznych mastitis
pozwoli osiagnaé szybszy postgp w opanowaniu te)
choroby. Kierunek ten jest bardzo obiecujacy, ale —jak
wynika z przegladu piSmiennictwa — jestesmy na po-
czatku drogi. Wykorzystanie markera 513 1 genow
DRB3, CD18, laktoferyny i lizozymu jako wskazni-
kow podatnosci/opornosci na mastitis wymaga obszer-
niejszych i bardziej kompleksowych badan. Dopiero
one potwierdzq czy zastosowanie tych genow w MAS
przyn1es1e rzeczyw1sty postep w zwalczaniu zapale-
nia wymienia u kréw mlecznych.
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OZGUR N. Y,, IKIZ S., BAGCIGIL F., CARIO-
GLU B., ILGAZ A., TAKAI S.: Zapalenie pluc
u klaczy w Turcji wywolane przez Rhodococcus
equi. (Rhodococcus equi pneumonia in a mare in

Turkey). Vet. Rec. 151, 613, 2002 (20)

Rhodococcus equi jest waznym Gram-dodatnim zarazkicm, ktory u Zrebiat
w wicku ponizej 6 miesigcy wywoluje ropne odoskrzelowe zapalenie pluc, zapa-
lenie weztow chtonnych i jelit, Zarazek rzadko atakuje doroste konie, U 9-letniej
klaczy 27 dni po oZrebieniu, 26 marca, wystapita goraczka o niewielkim nasiie-
niu. Leczenie amoksycyling przyniosto bardzo dobry efekt. Rownoczesnie na
zapalenie ptuc zachorowalo zrebig, u ktérego odezynem ELISA stwierdzono in-
fekeje R equi. Wyleczenie Zrebigeia uzyskano stosujac erytromycyng i ryfampi-
ng. Natorniast pod koniec kwictnia u klaczy wystapit kaszel, wyciek z nosa.
goraczka, przyspieszenie oddechow. Z aspiratu pobranego z tchawicy wyizolo-
wano R. equi. Pomimo leczenia erytromycyna i ryfampina klacz padia. Bada-
niem sekcyjnym stwierdzono odoskrzelowe zapalenie ptuc,

G.

SHIBAHARA T., TAKAI H., SHIMIZU C., ISHI-
KAWA Y., KADOTA K.: Ziarniniak nerek u konia
wywolany przez Halicephalobus sp. (Equine renal
granuloma caused by Halicephalobus species). Vet.
Rec. 151, 672-674, 2002 (22)

U 11-letniego watacha wystapita nagle utrata taknienia, ostabienie, obrzek
konczyn, goraczka (38.6°C) 1 przyspieszenie tetna. Po 3 dniach wystapity ruchy
manezowe, skret glowy i $linienie, a po 5 dniach zwierze padto, Podczas sckeji
stwierdzono obrzeki tkanki podskornej glowy i wybroczyny. znacznego stopnia
powigkszenie §ledziony, a w migzszu nerek — obecnosé 2 ziaminiakow o twardej
konsystencji. ciemnoszarego koloru. Regionalne wezty chtonne byly nieznacz-
nie powigkszone, opona miekka mozgu i mézdzku byla silnic obrzgkta. W pre-
paratach mikroskopowych wystgpowato ogniskowe ziaminiakowate zapalenie
nerek, a w ziaminie i w kanalikach nerkowych stwierdzono dojrzate postacie
i larwy Halicephalobus, Zmiany w osrodkowym uktadzie nerwowym polegaty
na wokoétnaczyniowych naciekach komorkowych, demielinizacji, zwyrodnieniu
aksondw, wakuolizacji 1 obecnosci wybroczyn

G.



