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Association of the polymorphism of some genes with the occurrence of mastitis in cattle

Summary

The purpose of this study was to investigate the association of the lactoferrin alleles and interaction of
BoLA-DRB3 and lactoferrin alleles with the somatic cell count in cow milk. The polymorphism of the lactoferrin
gene was identified in blood samples collected from 125 cows. Udder health was determined by test - day milk
somatic cell count. Lactoferrin genotype BB was significantly (p<0.01) associated with a decrease of the
somatic cell count in cow milk. Due to the small sample the relationship between interaction of BB lactoferrin
genotype and BoLA-DRB3*16 with somatic cell count were not established.
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Zapalenie wymienia nalezy do najbardziej kosztow-
nych i trudnych do opanowania metodami weteryna-
ryjnymi choréb bydta mlecznego. Stwierdzono gene-
tyczne roznice w podatnosci krow na te chorobeg (5).
Mechanizmy réznic w genetycznej sktonnosci do za-
chorowania nie zostaly jeszcze do konca poznane.
Przypuszcza sig, ze wystgpowanie tej choroby zalezy
od wielu genow. Identyfikacja tych gendw pozwolita-
by na zwigkszenie efektywnosci selekcji bydta mlecz-
nego w kierunku poprawy zdrowia wymienia poprzez
prowadzenie selekcji wspomaganej markerami gene-
tycznymi. Poszukiwanie markerow genetycznych obej-
muje, migdzy innymi, poszukiwanie genoéw, ktorych
produkty wptywaja bezposrednio na poziom badanej
cechy (6).

Do identyfikacji markera genetycznego mastitis
konieczne jest wykorzystanie informacji o funkcji genu
w organizmie. Wazne jest rowniez znalezienie powia-
zania pomigdzy roznymi allelami genu a wystgpowa-
niem choroby.

Geny gl(')wnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC)
odgrywaja wazna rolg w regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej. Z tego powodu zainteresowano si¢ zwiaz-
kiem pomigdzy genami BoLA klasy II a wystgpowa-
niem mastitis u krow (3, 10-12). Produkty gendéw
BoLA klasy IT odgrywaja wazna rolg podczas prezen-
tacji antygenu limfocytom T oraz wpltywaja na liczbg
1rodzaj komorek T (1). Sposrod gendw BoL A klasy 11
najbardziej obiecujacy wydaje si¢ zwigzek genu BoLA-

* Badania finansowane z grantu KBN 2PO6D03026.

-DRB3 z zapaleniem wymienia (7). Gen ten u bydta
zlokalizowano na 23 chromosomie. W genie BoLA-
-DRB3 ekson 2 jest wazny funkcjonalnie, poniewaz
koduje miejsce wiazania peptydow 1 w zwiazku z tym
wplywa na mozliwo$¢ immunologicznego rozpozna-
wania obcych biatek. Dotychczasowe badania wska-
Zuja na powigzanie miejsc polimorficznych w eksonie
2 tego genu z wystgpowaniem stanu zapalnego wy-
mienia u kréw (7).

Badania genéw warunkujacych podatnos¢ na ma-
stitis dotycza réwniez polimorfizmu genu laktofery-
ny. Laktoferyna jest biatkiem wielofunkcyjnym, ale
jego gtéwnym zadaniem jest zapobieganie infekcjom
bakteryjnym. Jest to powodowane prawdopodobnle
duzym powmowactwem laktoferyny do jonow Fe**
czerpaniem ich ze srodowiska i pozbawieniem bakte—
rii zelaza koniecznego do ich wzrostu (2). Gen lakto-
feryny wystepuje w chromosomie 22 u bydfa i jest
zbudowany z 17 eksondw. Mimo ze mechanizm dzia-
tania laktoferyny nie zostat jeszcze do konca poznany,
wiadomo, ze poziom tego biatka wzrasta znacznie
podczas infekcji gruczolu mlekowego. Prowadzone
byly prace nad poszukiwaniem powiazania pomig¢dzy
polimorfizmem genu laktoferyny a wystgpowaniem
mastitis u krow (4, 8). Z powodu waznej roli genéw
BoLA-DRB3 i laktoferyny w reakcji na infekcje bak-
teryjne, geny te zostaly wiaczone do badan, ktorych
celem dalekosi¢znym jest identyfikacja markerow ge-
netycznych mastitis. Badanie markerow genetycznych
obejmuje rowniez okre§lenie wspotdziatania gendw
BoLA-DRB3 i laktoferyny na wystepowanie mastitis.



564

Celem badan byto okreslenie wptywu polimorfizmu
genu laktoferyny i interakcji genotypu BoLA-DRB3
i laktoferyny na liczbg komorek somatycznych w mle-
ku krow.

Materiat i metody

Badaniami objgto 125 krow rasy holsztynskiej utrzymy-
wanych w oborze nalezacej do Instytutu Genetyki i Ho-
dowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu. Do okreSlania stanu
zdrowia wymienia postuzyly wyniki comiesigcznych ba-
dan liczby komorek somatycznych (wskaznik zapalenia
wymienia) oznaczone w probkach mleka pobieranych
w czasie kontroli uzytkowosci mlecznej badanych zwie-
rzat. Oceng stanu zdrowia wymienia przeprowadzono na
podstawie nie mniej niz pigciu oznaczen liczby komorek
somatycznych w probkach mleka w czasie co najmniej jed-
nej laktacji.

Probki krwi pobrane od krow postuzyly do okreslenia
polimorfizmu gené6w BoLA-DRB3 i laktoferyny. DNA izo-
lowano z leukocytow krwi wykorzystujac gotowy zestaw
do izolacji DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Do okreslenia polimorfizmu genu BoLA-DRB3
wykorzystano metod¢ MPT-PCR (multi-primer target PCR)
(7). Polimorfizm genu laktoferyny okre§lano metoda RFLP-
-PCR. Do amplifikacji fragmentu DNA o dtugosci 301 par
zasad wykorzystano primery dobrane we wczesniejszych
badaniach (9). Otrzymany fragment DNA trawiono enzy-
mem restrykcyjnym EcoR1. Migjsce restrykcyjne znajdo-
wato si¢ w intronie 6 tego genu. W wyniku trawienia enzy-
mem restrykcyjnym otrzymano dwa allele. W przypadku
nie wystgpowania miejsca restrykcyjnego otrzymano allel
A o dlugosci 301 par zasad. Natomiast allel B byt trawiony
na dwa fragmenty o dtugosci 201 i 100 par zasad (9).

Opracowanie statystyczne materiatu miato na celu wy-
kazanie zaleznosci pomigdzy genotypem genu laktoferyny
a liczba komorek somatycznych. Przeanalizowano rowniez
zalezno$¢ pomigdzy interakcja genotypu BoLA-DRB3
i laktoferyny a stanem zdrowia gruczotu mlekowego mie-
rzonego liczba komodrek somatycznych. Do obliczen wy-
korzystano procedur¢ GLM pakietu SAS. W modelu sta-
tystycznym shuzacym do analizy logarytmu liczby komo-
rek somatycznych w mleku badanych kréw uwzgledniono:
genotyp badanych zwierzat, powtarzalno$¢ wynikow do-
tyczacych zwierzecia zagniezdzonego w genotypie (lub
interakcji genotypéw BoLA-DRB3 i laktoferyny), numer
laktacji, rok i sezon badania, dzief laktacji i wydajno$¢ mle-
ka. Wplyw dnia laktacji i wydajno$ci mleka na liczbg ko-
morek somatycznych uwzgledniono w modelu jako regres-
je. Istotno$¢ roznic pomigdzy poziomem liczby komorek
somatycznych w grupach krow reprezentujacych roézne ge-
notypy laktoferyny i rézne interakcje genotypéw BoLA-
-DRB3 i laktoferyny wykonano za pomoca testu Duncana.
W modelu nie uwzglgdniono wplywu buhaja, poniewaz
badane zwierzgta pochodzity po 54 ojcach (Srednio 2,5 corki
na buhaja). W przypadku takiej struktury populacji mozna
zatozy¢, ze wptyw genotypu ojca byl losowy.

Wyniki i omowienie
W badanej populacji kréw stwierdzono czgstos¢ al-
lelu A laktoferyny wynoszaca 80% natomiast allelu B

Medycyna Wet. 2006, 62 (5)

Tab. 1. Zalezno$¢ pomiedzy liczba komoérek somatycznych
a genotypem laktoferyny (X + se)

Genotyp laktoferyny n Liczba komorek somatycznych (log)
AA 83 5,762 + 0,44
BB 5 5,47° + 0,40
AB 37 6,03¢ + 0,37

Objasnienie: a, b, ¢ — $rednie oznaczone r6znymi literami r6znia
si¢ istotnie przy p < 0,01

20%. Czgstosci alleli laktoferyny byty zblizone do
podawanych wczesniej przez innych autoréw (9).

W tab. 1 przedstawiono liczbg komoérek somatycz-
nych w zalezno$ci od genotypu laktoferyny. Najniz-
sza liczbg komorek somatycznych stwierdzono w gru-
pie kréw z genotypem BB. Grupa ta roznita si¢ istot-
nie (p <0,01) od grupy krow z allelem AA oraz kréw
heterozygotycznych (tab. 1). Najwyzsza liczba komo-
rek somatycznych charakteryzowaly si¢ krowy o ge-
notypie AB laktoferyny i r6znity si¢ istotnie (p <0,01)
od zwierzat z pozostaltymi genotypami. Niestety, gru-
pa osobnikéw z korzystnym pod wzgledem wystegpo-
wania mastitis allelem B byla nieliczna i dlatego ba-
dania te wymagaja potwierdzenia na wigkszym mate-
riale. Badany polimorfizm wystgpowal w intronie
6 genu laktoferyny. Zmiana ta nie miata charakteru
funkcjonalnego i nie przektadata si¢ na sekwencjg ko-
dowanych biatek. Jednakze omawiany polimorfizm
moze by¢ cennym markerem liczby komorek soma-
tycznych w mleku. W dotychczasowych badaniach nie
znaleziono istotnych zaleznosci pomig¢dzy polimorfi-
zmem genu laktoferyny wystgpujacym w eksonach
a wystgpowaniem mastitis. Autorzy przypuszczaja, ze
mogto to by¢ spowodowane zbyt mata liczba bada-
nych zwierzat (4). Liczebno$¢ badanych zwierzat (4)
byta nieco mniejsza niz w naszych badaniach, a jed-
nak poszukiwano zalezno$ci pomig¢dzy polimorfizmem
genu laktoferyny a wystgpowaniem mastitis. W Swiet-
le innych wynikdw (4) tym cenniejsze wydaje si¢ osza-
cowanie istotnych roznic liczby komoérek somatycz-
nych w zalezno$ci od genotypu laktoferyny w tak nie-
wielkiej populacji.

We wczesniejszych badaniach genéw determinuja-
cych podatno$¢ na zapalenie gruczotu mlekowego,

Tab. 2. Zalezno$¢ pomiegdzy liczba komoérek somatycznych
a interakcja genotypéw BoLA-DRB3 i laktoferyny (X * se)

Wybrane genotypy n Liczba komodrek somatycznych
BoLA-DRB3 i laktoferyny (log)
AA 16/n 18 5,602 = 0,50
AA 23/n 13 6,48" + 0,53
AA n/n 50 5,602 + 0,38
AB 16/n 10 5,592 + 0,44
AB 23/n 5 6,85° + 0,42
AB n/n 19 5,944 + 0,32

Objasnienie: jak w tab. 1.
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przeprowadzonych na tym samym materiale, stwier-
dzono powiazanie allelu BoLA DRB3.2*16 z obnize-
niem liczby komoérek somatycznych w mleku kréw (7).
Podobne wyniki w stosunku do allelu BoLA
DRB3.2*16 uzyskali réwniez inni autorzy (10-12).
Stwierdzili oni istotny spadek liczby komorek soma-
tycznych w grupie kréw bedacych nosicielkami tego
allelu. W zwiazku z tym w badanej populacji przeana-
lizowano wptyw interakcji genotypéw BoLA-DRB3
1laktoferyny na liczbg komodrek somatycznych (tab. 2).
Krowy o genotypach AA i AB laktoferyny oraz beda-
ce jednoczesnie nosicielkami allelu BoLA-DRB3*16
charakteryzowaty sig istotnie (p < 0,01) nizsza liczba
komorek somatycznych w mleku w stosunku do krow
bedacych nosicielkami allelu BoLA-DRB3*23. Row-
niez zwierzgta o genotypie laktoferyny AA nie bedace
nosicielkami alleli BoLA-DRB3*16 1 23 miaty istot-
nie nizsza liczbg komoérek somatycznych w stosunku
do krow o genotypie laktoferyny AA bgdacych nosi-
cielkami allelu BoLA-DRB3*23. Z drugiej strony, kro-
wy o genotypie AB laktoferyny, u ktorych nie wystg-
powal allelu BoOLA-DRB3*16, charakteryzowaty si¢
istotnie (p < 0,01) wyzsza liczba komoérek somatycz-
nych. Z powodu zbyt matej liczebno$ci nie wszystkie
warianty interakcji mogty by¢ przeanalizowane. Jed-
nakze najmniej korzystna z punktu widzenia wyste-
powania mastitis wydaje si¢ interakcja genotypow
BoLA-DRB3*23 i AB laktoferyny. Badanie interakcji
dwoéch genéw wykazato, ze natozenie si¢ wplywu
dwoch gendw pozwolitoby wyeliminowac z populacji
osobniki najbardziej pogarszajace liczbg komorek so-
matycznych.

Podsumowujac, najbardziej korzystnym z punktu
widzenia ograniczenia wystgpowania mastitis wydaje
si¢ genotyp BB laktoferyny, jednakze wystgpuje on
w populacji bydta z niska czestotliwoscia. Warto za-
znaczy¢, ze zwierzgta charakteryzujace sig tym geno-
typem nie byty spokrewnione. Z powodu niskiej frek-
wencji genotypu BB laktoferyny niemozliwe byto
uwzglednienie wptywu interakcji genotypu BB lakto-

feryny i BoLA-DRB3*16 na liczbg komdrek somatycz-
nych w mleku krow. Oczekuje sig, ze osobniki, u kto-
rych wystepuje ta interakcja, beda najmniej podatne
na zapalenie wymienia, wymaga to jednak dalszych
badan.
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