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ZaleznoS¢ miedzy polimorfizmem hemoglobiny
| transferyny a wystepowaniem mastitis
u owcy kotudzkiej™

PIOTR KRZYSCIN, TADEUSZ RYCHLIK

Dziat Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat Instytutu Zootechniki —

Panstwowego Instytutu Badawczego,

ul. Krakowska 1, 32-085 Balice

Krzyscin P., Rychlik T.
Relationship between haemoglobin and transferrin polymorphism and the incidence of mastitis
in Kotuda sheep

Summary

The aim of the study was to determine and evaluate the relationships between the susceptibility of Koluda
sheep to mastitis and the presence of polymorphic forms of haemoglobin (HBB) and transferrin (TF) in their
blood. Udder health was evaluated twice during lactation by udder palpation and using milk tests for electric
resistance, somatic cell count per cm® and microbiological analysis for the presence of etiological factors of
mastitis. The analysis of haemoglobin and transferrin polymorphism in the population of 231 Koluda sheep
showed the presence of 2 alleles at the HBB locus and 6 alleles at the TF locus, which determine the presence
of 3 and 15 genotypes of these proteins respectively. The correlations between the presence of the genotypes (as
well as the alleles that determine them) and udder health were analysed statistically using the chi-square (%)
test. None of the alleles at the HBB locus showed statistical correlations with the incidence of mastitis. The
results obtained show that the two alleles of TF* and TF? transferrin can be taken to indicate the susceptibility
of Koluda sheep to mastitis and could be used in genetic selection to improve udder health in Koluda sheep.
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Stany zapalne wymion powoduja znaczne straty
w produkcji owczarskiej 1 sa jedna z najczestszych
przyczyn brakowania maciorek ze stad, niezaleznie od
kierunku uzytkowania zwierzat. Wobec niewypraco-
wania efektywnych metod weterynaryjnych i braku
skutecznych srodkéw farmaceutycznych, przeciwdzia-
tajacych szerzeniu si¢ tego schorzenia, wskazane jest
ciagle doskonalenie metod hodowlanych opartych na
genetycznej zmienno$ci w opornosci na mastitis.
W tym celu poszukuje si¢ nowych wskaznikow po-
datnosci na zapalenia, ktore moglyby by¢ uzyte jako
kolejne wskazniki selekcyjne w kierunku poprawy
zdrowotnosci gruczotu mlekowego u owiec. Dotych-
czasowe badania z wykorzystaniem polimorficznych
form hemoglobiny i transferyny wskazuja na istnienie
pewnych, niejednoznacznych zaleznosci pomigdzy
tymi markerami genetycznymi klasy I a cechami pro-
dukcyjnymi (1), cechami uzytkowos$ci rozptodowej (5,
16) czy wrazliwo$cia na choroby (11, 14) u ré6znych
gatunkoéw zwierzat gospodarskich, w tym owiec. Waz-
nym zagadnieniem w tych badaniach jest identyfika-

* Praca finansowana z dziatalnosci statutowej Instytutu Zootechniki — PIB,
temat nr 3118.1.

cja geno6w warunkujacych znaczniki genetyczne, kto-
re moga by¢ sprzgzone z genami determinujacymi
wspomniane cechy. W przypadku wykryc1a a nastep-
nie oszacowania istotnosci takich powiazan, poszcze-
gblne markery moglyby zosta¢ uznane za wskazniki
selekcyjne, uzyteczne w hodowli zwierzat.

Celem podjetych badan byto okreslenie wspotzalez-
no$ci pomigdzy wrazliwo$cig maciorek owcy kotudz-
kiej na zapalenia wymion a wystepowaniem w ich krwi
polimorficznych form hemoglobiny i transferyny.

Materiat i metody

Badaniami objgto 231 maciorek linii plenno-mleczne;j,
uzytkowanych mlecznie w owczarni Zaktadu Doswiadczal-
nego Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego w Kotudzie Wielkiej w latach 2005-2006. Mate-
riat do badan stanowity probki mleka, pobierane w ~45.
oraz ~90. dniu doju (odpowiednio, w ~100. i ~146. dniu
laktacji, trwajacej srednio 153 dni), a takze probki krwi,
pobierane jednorazowo od matek po odsadzeniu jagniat.

Ocena zdrowotnos$ci wymion obj¢ta badania palpacyjne
gruczotu oraz analizy mleka: pomiar jego opornosci elek-
trycznej (przy uzyciu elektronicznego wykrywacza stanéow
mastitis firmy Draminski — Elektrotechnika w Rolnictwie)
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(17), a takze oznaczenie liczby komorek somatycznych
w 1 cm® (Lk.s.), wykonane dwukrotnie w okresie doju me-
toda fluoro-opto-elektroniczng (19) przy uzyciu aparatu
Combifoss /Fossomatic/ (PN-EN ISO 13366:2002). Prob-
ki mleka badanych owiec, uzyskiwane niezaleznie z kaz-
dej potowki wymienia w objgtosci ok. 100-150 cm?® (w za-
leznosci od dostgpnosci), rozdysponowano do pomiaru
opornosci elektrycznej (~30 cm?®) oraz przygotowania ma-
terialu do badan laboratoryjnych: liczby komoérek soma-
tycznych (50-80 cm?) i posiewow mikrobiologicznych (20-
-50 cm?), z wykorzystaniem sterylnych pojemnikéw. Doty-
czylto to badania zarowno w pierwszym, jak i w drugim
terminie. W przypadku stwierdzenia obniZonej opornosci
mleka (ponizej 330 jednostek opornosci elektryczneJ
(.o.e. )) pochodzqcego cho¢ z jednej polowkl jak rowniez
przy zréznicowaniu pomiaro6w oporno$ci pomigdzy potdw-
kami (= 50j.0.e.), maciorke uznawano za zwierzg z podej-
rzeniem stanu zapalnego wymienia, a jej mleko (niezalez-
nie z kazdej czg$ci wymienia) analizowano na zawartos¢
komoérek somatycznych®. W pozostatych przypadkach
(owce prawdopodobnie wolne od mastitis) tworzono prob-
ke zbiorcza, zawierajaca mleko z obu potowek i przesyta-
no ja do laboratoryjnego okres$lenia liczby komorek soma-
tycznych®. Ponadto mleko, charakteryzujace si¢ obnizona
opornoscia elektryczna, poddawano analizom mikrobiolo-
gicznym™**), oznaczajac wystgpowanie drobnoustrojéw cho-
robotworczych — czynnikéw etiologicznych mastitis wedtug
powszechnie obowiazujacych zasad (9). Nalezy doda¢, ze
przeprowadzono takze kontrolne posiewy (50 analiz) dla
losowo wybranych probek mleka 22 maciorek, nie wyka-
zujacego obnizonej opornosci elektrycznej. Na podstawie
wynikow przeprowadzonych badan wydzielono ze stada
grupe maciorek ze zdiagnozowanym stanem zapalnym
wymienia o zr6znicowanym nasileniu (mastitis*) oraz gru-
pe owiec wolnych od tego schorzenia (mastitis™). Do grupy
zwierzat uznanych za chore zaliczano te maciorki, w kto-
rych mleku (uzyskanym chocby z jednej czesci wymienia
i cho¢by w jednym z dwoch terminow doju) stwierdzono
zarowno podwyzszona liczbg komoérek somatycznych (1.k.s.
= 500 tys./1 cm?), jak i obecnos$¢ patogennych mikroorga-
nizmow. Pozostate owce zaliczono do grupy zwierzat nie-
wykazujacych stanu zapalnego gruczolu mlekowego.
Polimorficzne warianty hemoglobiny
i transferyny oznaczano w obu grupach za
pomoca elektroforezy poziomej w zelu skro-
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Wyniki i omowienie

Wstepna oceng zdrowotnosci wymion metodami
weterynaryjno-zootechnicznymi (palpacja gruczotu
1 badanie opornosci elektrycznej mleka) przeprowadza-
no w owczarni i kazdorazowo obejmowata ona wszyst-
kie aktualnie dojone maciorki. ObniZzona oporno$é
elektryczna stwierdzono w mleku, uzyskanym ogotem
od 60 maciorek; u czterech sposrod nich zanotowa-
no wyczuwane omacywaniem zmiany w gruczole
(w dwoch przypadkach byly to twarde guzy jajowa-
tego ksztattu, w dwoch pozostatych — nieregularne
zgrubienia i stwardnienia fragmentow tkanki gruczo-
tu). U trzech kolejnych owiec stwierdzono uszkodze-
nia strzykow, takie jak blizny i naderwania z okresu
karmienia, z podejrzeniem przebytych stanow zapal-
nych wymion.

Badaniami laboratoryjnymi mleka objgto 394 prob-
ki potéwkowe (mleko z jednej potdéwki wymienia),
uzyskane od owiec z podejrzeniem stanu zapalnego
gruczotu mlekowego. Wyniki oznaczen liczby komo-
rek somatycznych oraz wyst¢gpowanie patogennej mi-
kroflory bakteryjnej w mleku podano w tab. 1.

Oznaczenie liczby komoérek somatycznych w mle-
ku oraz jego analiza mikrobiologiczna to powszech-
nie uznane metody okreslania stanu zdrowotnego gru-
czotu mlekowego u przezuwaczy (2, 9, 10). Wraz ze
wzrostem L.k.s. obserwowano wzrost udzialu probek,
zakazonych przez patogeny, a tendencja ta byla za-
chowana dla obu terminéw badan. W 297 probkach
mleka wykryto drobnoustroje, uwazane za czynniki
etiologiczne mastitis (10, 20), to jest paciorkowce
(Streptococcus uberis, Streptococcus bovis), gronkow-
ce koagulazoujemne (Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warne-
ri) 1 koagulazododatnie (Staphylococcus aureus), pa-
teczki Escherichia coli oraz grzyby drozdzopodobne
z rodzaju Candida. W mleku 6 matek, charakteryzu-
jacym si¢ obnizona opornoscia elektryczna, nie stwier-
dzono ani podwyzszonej liczby komoérek somatycz-

Tab. 1. Liczba komérek somatycznych i wystepowanie mikroorganizméw
patogennych w préobkach mleka owiec z podejrzeniem stanu zapalnego wy-

biowym, stosujac zmodyfikowane metody, Mienia
OdeWIGdHI’O’I Evansa (3) oraz .Smlthlesa Probki mleka z oznaczong liczba komorek
(15). Czestos¢ wystepowania alleli hemoglo- Probki | Okres somatycznych (1.k.s.) w tys./1 cm3 mleka Razem
biny i tf?SfeanydW}’hczonO dla lei, 80D | mieka | dojy <500 500 - 1000 > 1000
poplzez bezposrednie zsumowanie Hezby liczha | % | liczba | % | liczha | % | liczha | %
genow. Frekwencje genotypow biatek stano-
wit stosunek liczby maciorek posiadajacych | A ~45, 31 | 143 | 104 | 47,9 82 | 37.8 | 217 | 100
dany genotyp do ogbtu badanych owiec. Za- | g | dziei | 49 | 323 | 79 | 760 | 70 | 854 | 159 | 733
leznosci pomigdzy wystepowaniem genoty- A o 0 1.1 68 | 384 8 | 469 | 177 | 100
pow w loci HBB 1 TF (oraz Wamnkujqcych A%y
je alleli) i zdrowotnosmq wymion oceniano B dzien n | 423 88 | 119 74 | 892 | 138 | 78,0
stosujac test zaleznosci . A oo 57 145 | 172 | 437 | 165 | 41,9 | 394 | 100
acznie
* Oznaczenia liczby komoérek somatycznych w mleku B 21 36,8 132 76,7 144 87.3 297 75,4

wykonano w Laboratorium Oceny Mleka PFHBiPM w Kro-
toszynie.

**) Badania bakteriologiczne mleka przeprowadzono
w Zakladzie Higieny Weterynaryjnej WIW w Bydgoszczy.

Objasnienia: A

tworcze

— probki mleka, w ktorych oznaczono liczbe komorek somatycz-
nych w 1 cm?; B — probki mleka zanieczyszczone przez drobnoustroje chorobo-
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nych, ani obecnosci mikroflory patogennej, totez owiec
tych nie zaliczono do grupy zwierzat ze stwierdzonym
schorzeniem.

Kontrolne badania mikrobiologiczne losowo wybra-
nych 50 probek mleka o zréznicowanej, lecz zawsze
wyzszej niz 330 j.o.e. opornosci (pochodzacych od
22 owiec), nie wykazaly obecnosci drobnoustrojow
chorobotwoérczych. Na podstawie tacznej analizy po-
wyzszych wynikow dokonano ostatecznego podziatu
stada na grupg 54 owiec ze zdiagnozowanym stanem
zapalnym gruczotu mlekowego (mastitis*) oraz grupe
177 maciorek wolnych od tego schorzenia (mastitis-).
Owce zakwalifikowane do grupy zwierzat chorych cha-
rakteryzowaly si¢ podwyzszona liczba komoérek soma-
tycznych (Lk.s. = 500 tys./1 cm®) oraz jednoczesna
obecno$cia patogennych mikroorganizmow w mleku.

Analiza polimorfizmu hemoglobiny i transferyny
w badanej populacji wykazata obecnos¢ dwoch alleli
w locus HBB (A, B) oraz szesciu alleli w locus TF
(A, B, C, D, E, P). Czgstosci wystepowania poszcze-
golnych alleli w obu grupach owiec podano w tab. 2.
Zawiera ona takze oceng istotno$ci zrdéznicowania
frekwencji kazdego allelu pomigdzy grupami macio-
rek o odmiennej zdrowotnosci gruczotu mlekowego
O up)

Powyzsze wyniki wskazuja, ze zaden z alleli w /o-
cus HBB nie wykazat statystycznie potwierdzonych
korelacji z wystapieniem mastitis. Sposrod szesciu al-
leli transferyny jedynie dwa wykazaly statystycznie
potwierdzone, istotne powigzania ze stanem zdrowot-
nym gruczotu mlekowego; allel TF* — z opornoscia,
a allel TF® — z podatnos$cia na stany zapalne. Allele
wykryte w loci HBB oraz TF warunkowaty wystapie-
nie 3 oraz 15 genotypow odpowiednich biatek. Czgs-
tos¢ wystqpowanla poszczegolnych genotypow wirdd
maciorek o zroznlcowaneJ zdrowotno$ci wymion oraz
istotnos¢ réznic w ich frekwencji pomigdzy grupa
mastitis* 1 grupa mastitis- podano w tab. 3.

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy wystepo-
waniem genotypu hemoglobiny HBB-AB, a takze ge-
notypow transferyny TF-AA, -AD, -BD, -CC oraz -
BC 1 wyzsza zdrowotnos$cia wymion badanych owiec,
a wykryte zaleznoS$ci byty statystycznie istotne (0,01
<p = 0,05). Z kolei obecnos¢ genotypu HBB-BB oraz
genotypow TF-AB, -CD 1 -DD powiazana byta z mniej-
sza opornoscia badanych owiec na zapalenie wymion.
Skorelowanie to rowniez cechowato si¢ statystyczna
istotnoscia (0,01 <p =< 0,05).

Badania powiazan polimorfizmu transferyny ze
zdrowotnoscia gruczotu mlekowego u owiec zelaz-
nienskich prowadzili Charon i wsp. (2), wykrywajac
podobne zalezno$ci. Badacze ci stwierdzili, ze macior-
ki o genotypie TF-AD, TF-CC i TF-AC charakteryzo-
waly sig lepsza zdrowotno$cia wymion, co odnosnie
do pierwszych dwoch genotypdéw potwierdzity obec-
ne badania (tab. 3). Ponadto zar6wno owce zelaznien-
skie, jak 1 owce kotudzkie o genotypie TF-CD wyka-
zaly wigksza podatnos$¢ na zapalenia gruczotu mleko-
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Tab. 2. Poréwnanie czesto$ci wystepowania alleli hemoglobi-
ny (HBB) i transferyny (TF) pomiedzy badanymi grupami
owiec

Grupa | Grupa Il
Locus Allel (mastitis *) (mastitis ) 22emp.
n =54 n=177
A 0,5000 0,5791 2,15
HBB
B 0,5000 0,4209 2,15
A 0,1852 0,2966 5,16*
B 0,2408 0,1865 0,36
o c 0,3333 0,3418 0,03
D 0,1945 0,1582 0,78
E 0,0185 0,0141 0,82
P 0,0277 0,0028 6,25*
Objasnienia: * — 0,01 <p < 0,05

Tab. 3. Poréwnanie czesto$ci wystgpowania genotypow he-
moglobiny (HBB) i transferyny (TF) pomi¢dzy badanymi gru-
pami owiec

Grupa | Grupa Il
Locus | Genotyp | (mastitis *) (mastitis ~) 22emp
n =54 n=177

AA 0,2407 0,2882 1,14

HBB AB 0,5185 0,5819 53,45*
BB 0,2407 0,1299 4,47
AA 0,0185 0,0847 24,31*
AB 0,1296 0,1186 1,74*
AC 0,1481 0,1977 1,58
AD 0,0185 0,0960 21,32*
AE 0,0185 0,0113 +
AP 0,0185 0 +
BB 0,0370 0,0113 +

TF BC 0,1296 0,1582 5,02*
BD 0,0370 0,0735 25,35
CC 0,0741 0,1074 14,97*
CD 0,2222 0,1017 8,38*
CE 0 0,0057 +
CP 0,0370 0,0057 +
DD 0,0926 0,0169 39,42*
DE 0,0185 0,0113 +

Objasnienia: * — 0,01 <p < 0,05; + — nie liczono wartosci dla
frekwencji genotypow ponizej 3%

wego. Charon i wsp. (2) wykryli rowniez powigzania
pomigdzy mniejszym stopniem zanieczyszczenia mle-
ka mikroflora patogenna (idacym w parze z wyzsza
zdrowotnoscia wymion) oraz obecnoscia allelu A w /o-
cus TF. Uzyskane obecnie wyniki wskazuja na istnie-
nie tej zaleznos$ci takze u owiec kotudzkich (tab. 2).
Hemoglobina oraz transferyna naleza do biatek wia-
zacych zelazo i wykazuja znaczny stopien polimorfiz-
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mu strukturalnego. Jak dowodza badania Kmiecia (6),
owce dlrugowe%nlste o odmiennych genotypach trans-
feryny r6znia si¢ istotnie w poziomie i aktywnosci bia-
tek, wykazujacych powinowactwo do zZelaza, np. ho-
mozygoty TF-AA wiazaty prawie 28% Zelaza wigcej
anizeli wynosita srednia w populacji. Autor ustalit tak-
ze, 7e Zwierzgta z homozygotycznym fenotypem trans-
feryny charakteryzuja si¢ wyzsza zawartoscia hemo-
globiny we krwi. Niektorzy autorzy (21) formutuja teze
o uzyteczno$ci alleli laktoferyny u bydta jako wskaz-
nikéw koncentracji komoérek somatycznych w mleku.
Jednoczesnie opisywane jest w literaturze bakterioboj-
cze i bakteriostatyczne dziatanie transferyny, zwiaza-
ne z zapobieganiem infekcjom wywotywanym przez
czynniki etiologiczne mastitis (7, 8, 13). Przyjmuje sig,
ze istotng rolg odgrywa tu wysokie powinowactwo
biatka do jonow Fe’*, bedace przyczyna intensywne-
go chelatowania zelaza. Nastgpuje usuwanie zelaza ze
srodowiska wzrostu drobnoustrojow 1 pozbawienie
bakterii tego sktadnika, niezbednego do ich prawidto-
wego wzrostu (4, 12, 18). Transferyna moze rowniez
uszkadza¢ aktywne komorki patogenow (poprzez se-
lektywne dzialanie na §ciany komorkowe bakterii cho-
robotworczych), a zatem obnizaé ich zdolnos¢ do ko-
lonizacji zdrowych tkanek.

Wspomniane wtasciwos$ci transferyny wskazuja na
uzytecznos$¢ tego bialka (oraz alleli, warunkujacych
jego biosyntezg¢) do oceny roznic w podatnosci owiec
na zapalenia wymion. Wyniki niniejszych badan wska-
zuja na mozliwo$¢ uznania dwoch alleli transferyny
TF* 1 TF? za wskazniki wrazliwos$ci badanych macio-
rek na mastitis, co sugeruje ich przydatnos¢ w selek-
cji, majacej na celu poprawe zdrowotnosci gruczotu
mlekowego u owiec kotudzkich. Praktyczne zastoso-
wanie TF" przy wyborze zwierzat moze by¢ jednak
ograniczone bardzo niska frekwencja allelu u owiec
tej linii. Mozliwo$¢ wykorzystania polimorfizmu
w loci transferyny 1 hemoglobiny w selekcji, ukierunko-
wanej na polepszenie zdrowotno$ci wymion u owiec,
nalezy rozpatrywac majqc na uwadze cata Zlozonosc
zagadnienia opornosci na mastitis, zespot chorobowy
o wieloczynnikowej etiologii. J ednakze wlaczenie
kolejnych wskaznikow podatnosci na zapalenia wy-
mion do puli potencjalnych czynnikow selekcyjnych
zwigksza mozliwo$ci uzyskania postgpu hodowlane-
go w zakresie zdrowotnos$ci u tego gatunku zwierzat
gospodarskich.

Whioski

1. Allel TFA moze zostaé przyjety za wskaznik opor-
nosci na infekcje gruczotu mlekowego u owiec kotudz-
kich; sugeruje to jego przydatno$¢ w selekcji, ukie-
runkowanej na polepszenie zdrowotnosci tych owiec.

2. Allel TF” moze zosta¢ uznany za wskaznik po-
datnosci na zapalenia wymion w przebadanej popu-
lacji; jego uzyteczno$¢ w selekcji owcy kotludzkiej
moze by¢ ograniczona ze wzgledu na niska frekwen-
cje allelu.
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3. Brak jest podstaw do uznania ktéregokolwiek z al-
leli hemoglobiny za wskaznik wrazliwosci owiec ko-
tudzkich na mastitis, mimo ze maciorki o genotypach
HBB-AB oraz HBB-BB cechuja si¢ zroznicowana
zdrowotnoscia wymion, a istotno$¢ tych roznic zosta-
ta potwierdzona statystycznie.
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