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Vliv genotypu CXCR1 na dojivost a zdravi vemene

Ceského strakatého skotu

Souhrn

Mastitida je nejrozsitenéj$im onemocnénim v chovu skotu. Ovliviiuje mlécnou
uzitkovost krav a zpuisobuje znacné ekonomicke ztraty. Jedna se o zanétlivy proces V mlééné
Zlaze, béhem né€hoz se uplatiuji bunky vrozené imunity, zejména neutrofily, které jsou do
postizené oblasti ptivadény prostfednictvim chemotaxe. Chemoatraktivni latky stimuluji
receptory na povrchu neutrofilii a tim zprostfedkovavaji imunitni reakci. Tyto receptory pro
chemotakticke interakce a tedy u¢innost imunitni odpovédi zvitat maji geneticky zaklad, ktery
se muze uplatnit pfi Slechténi. Jednim z receptort, kterym je vé€novana pozornost nékolika
studii je chemokinovy receptor CXCR1. Vztah mezi polymorfismem genu pro tento receptor,
zdravim vemene a dojivosti byl doposud publikovan u holstynského a jerseyského skotu

Vv riiznych zemich.

Cilem této prace bylo vyhodnotit vliv polymorfnich variant genu CXCR1 +777 C/G na
vyskyt somatickych bunék v mléce a dojivost ceského strakatého skotu. Béhem tii laktaci bylo
pozorovano celkem 298 dojnic ve ¢tyfech ruznych chovech. Jejich genotypy byly stanoveny
metodou PCR-RFLP. Ziskané udaje byly statisticky vyhodnoceny prostiednictvim modelu
GLM v programu SAS 9.4. Ve sledovaném souboru byly zjistény genové frekvence C = 0,36
a G = 0,64. Hodnoceni dojivosti a vyskytu somatickych bunék probéhlo jednotliveé za kazdou
laktaci. Vyhodnocenim pomoci modelu GLM nebyl prokazan vliv genotypu na zdravi vemene
ani dojivost. Tato prace je vubec prvnim pozorovanim polymorfismu CXCR1+777 C/G na

éeském strakatém skotu.

Klicova slova: Cesky strakaty skot, somatické bunky, dojivost, polymorfismus, CXCR1,

mastitida, zdravi vemene



Relationship between CXCRL1 genotype with milk yieald
and udder health in Czech Fleckvieh cattle

Summary

Mastitis is the most spread disease in cattle farming. It influences milk yield of the dairy
cattle and causes high economic losses. Mastitis is an inflammation of breast tissue, during
which the innate immune cells mostly neutrophils are utilized. The neutrophils migrate to the
site of injury by chemotaxis. Chemoattractants stimulate receptors on the surface of neutrophils,
and trigger the immune reaction. Selection based on gene variants of these receptors can be
used in breeding. One of theese receptors, studied by many researches, is chemokine receptor
CXCRL1. The relationship between polymorphism of the receptor’s gene, the health of the udder
and milk yield have been published for Holstein and Jersey cattle in many countries.

The goal of this study was to evaluate the influence of polymorphic variants of the
CXCR+777 CIG gene on the occurrence of somatic cells in milk and milk yield of Czech
Fleckvieh cattle. 298 dairy cattle of four different breeds were observed during three lactations.
Their genotypes were determined by PCR-RFLP method. Results were analyzed by GLM
model in SAS 9.4.

The gene frequency of C =0, 36 and G = 0, 64 has been determined in the tested group.
The evaluation of milk yield and occurence of the somatic cells was performed per each
lactation separately. The influence of different CXCR 1 + 777 genotypes on udder health of the
udder or milk yield was not confirmed by GLM model. This thesis is the first observation of
CXCR1+777 C/G polymorphism on Czech Fleckvieh cattle.

Keywords: Czech Fleckvieh cattle, Mastitis, udder health, milk yield, somatic cells,
polymorphism, CXCR1
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1 Uvod

Cilem chovatelti a Slechtiteli je vzdy co nejvétsi efektivita chovi, tedy produktivita
a s tim spojené zdravi zvitat. Béhem poslednich desetileti jiz bylo dosazeno zna¢ného zlepSeni
primarnich produkénich vlastnosti skotu. Sviij podil na tom nese uméla inseminace, kontroly
uzitkovosti a selekéni postupy. Cilenym Slechténim na uzitkové vlastnosti v§ak u dojeného
skotu dochazi ke snizeni jeho funkénich (sekundarnich) znakd. V uzitkovych chovech se tak
velmi Casto vyskytuji mastitidy, které predstavuji znacny chovatelsky i ekonomicky problém.
Toto onemocnéni zvySuje naklady chovu, shizuje uZitkovost a ovliviiuje finanéni hodnoceni

mléka.

Na zdravi i uzitkovosti skotu se podili jak vlivy prostiedi, tak genetické zalozeni zvirat.
Predmétem zajmu chovateld i odbornikii se tak vedle zpasobu zlepSovani welfare
a technologii chovu stavaji také genetické piedpoklady stad. Soucasné Slechténi vyuziva
nastroje molekularni genetiky i konvenéni postupy fenotypového hodnoceni a spojuje je tak
v ucinny zpusob zlepSovani vlastnosti populace. Uplatiuji se genomické hodnoceni zvirat
a markery asistovana selekce, které Setfi ¢as i piivodni naklady na geneticky pokrok. Jedna se
0 postupy, které prosttednictvim identifikace polymorfismi geni a jejich vztahu Kk
fenotypovému projevu usnadniuji geneticky pokrok. Jsou-li znamy principy zodpovédné za
uspésnou imunitni odpoveéd’ organismu 1 jejich genetické podminéni, 1ze diky genotypovani
selektovat jedince s hor§imi produkénimi vlastnostmi a ndchylnosti k ekonomicky vyznamnym

onemocnénim jako je pravé mastitida.

V posledni dobé byla vénovana znacnd pozornost polymorfismu genu CXCR1
v souvislosti s mlé¢nou uzitkovosti a imunitni odpovédi pii zanétu vemene. Publikované
vysledky nékterych studii na riznych plemenech skotu naznacuji, ze pravé selekce podle
polymorfismu tohoto genu by mohla byt znaénym piinosem pro zdravi vemene a uZitkovost

skotu. Zatim jsou znamy studie na hol§tynském a jerseyském skotu.



2 Cil prace a hypotéza
2.1 Cil préace

Cilem préace je vyhodnotit vztah mezi polymorfnimi variantami genu pro CXC

chemokinovy receptor 1 (CXCR1), dojivosti a zdravim vemene krav ¢eského strakatého skotu.
2.2 Hypotéza

Dojnice s mutovanou alelou genu pro CXC chemokinovy receptor 1 vykazuji vyssi

dojivost nez dojnice s alelou nemutovanou.

Dojnice s mutovanou alelou genu pro CXC chemokinovy receptor 1 vykazuji nizsi pocet

somatickych bun€k v mléce nez dojnice s alelou nemutovanou.



3 ReSerse

3.1 Cesky strakaty skot

Cesky strakaty skot je tradiénim plemenem skotu na tzemi Ceské republiky. Patii do
celosvétové populace strakatych plemen (Fleckvieh) shodného fylogenetického puvodu, ktera
se pro svoje vynikajici vlastnosti a $iroké vyuziti rozsifila na viechny kontinenty. V Ceské
republice zaujima ¢esky strakaty skot pfiblizné jednu polovinu celkovych stavii skotu (CESTR,
2008a).

3.1.1 Historie éeského strakatého skotu

Plemeno ma ptvod ve Svycarsku, v krvi Bernsko-Simentéalského skotu, coz je
¢ervenostrakaté plemeno velkého télesného ramce. Do Ceskych zemi se toto plemeno dostalo
ve druhé poloviné 19. stoleti dovozem plemennych bykut na velkostatek Napajedla. Nasledné
doslo ke kiizeni s domacimi kravami, vétsinou s ¢eskou Cervinkou. Tak se plemeno v ¢eskych
zemich zacalo rozsifovat nejprve na Hanou, ale ¢asem pfiliv $vycarské krve ovlivnil populaci
skotu i v ostatnich oblastech Geskych zemi (CESTR, 2008a). Vzniklo tak n&kolik mistnich
krajovych raza Ceského Cervenostrakatého skotu, které byly ve 30. letech 20. stoleti slouceny
do jediného plemene. Od roku 1923 se zacala uplatiiovat kontrola uZitkovosti a to zejména pii
vybéru byka pro dalsi plemenitbu (Botto et al., 1984). Postupy selekce a vyvoj plemene se
znaéné zpozdil v obdobi druhé svétové valky. V Sedesatych letech minulého stoleti se v ramci
plemene zacalo uplatiiovat zuslechtovaci kiizeni s plemeny ayshire, svédskym cernobilym
skotem a danskou ¢ervinkou za Gi¢elem zlepSeni dulezitych vlastnosti ceského strakatého skotu,
predevsim dojivosti. Zac¢atkem 70. let 20. stoleti se zacali vyuzivat i byci holstynskeho plemene
(Urban et al., 1997). Od zamérného kiizeni se pozd&ji upustilo a od 90. let 20. stoleti se plemeno

zuslecht'uje pouze byky fylogeneticky pfibuznych strakatych plemen.

Svij soucasny nazev nese plemeno od roku 1967 a plemenna kniha je vedena od roku
1994. V roce 2010 byla populace pivodniho (nezuslechténého) typu zatazena do programu

uchovani ptivodnich genetickych zdrojii (CESTR, 2012; Narodni stfedisko pro genové zdroje).



3.1.2 Slechténi a chovny cil Eeského strakatého skotu

Vyvoj v oblasti chovu a Slechténi strakatého skotu jsou procesy realizované podle
schvaleného Slechtitelského programu, ktery je zastitén Svazem chovateli ¢eského strakatého
skotu. Jedna se o uznané chovatelské sdruzeni pro Cesky strakaty skot, jemuz pftislusi
zodpovédnost za vedeni plemenné knihy, definici a aktualizaci chovného cile
a §lechtitelského programu (CESTR, 2008b).

Chovatel¢ strakatého skotu jsou na evropské urovni sdruzeni do Evropského sdruzeni
chovatelt strakatého skotu (Europdische Vereinigung der Fleckviehziichter — EVF) se sidlem
v Mnichové. Sdruzeni EVF bylo zaloZeno v roce 1962 tamtéz. Svétova federace Simmental-
Fleckvieh pak byla zalozena o 10 let pozdé€ji pii ptilezitosti konani 11. kongresu EVF v Zahiebu
(Skladanka et al., 2014). Mezinarodni spoluprace se uplatiiuje i na arovni genomického
hodnoceni skotu. Prostfednictvim databaze DAC se shromazd'uji a vyhodnocuji genomicka
data (za pouziti celkového slozeného indexu GZW - Gesamtzuchtwert) pro strakaty skot Ceské
republiky, Némecka a Rakouska. Od roku 2009 byly zavedeny plemenné hodnoty masné
uzitkovosti, 0 dva roky pozd¢ji bylo zavedeno hodnoceni exteriéru a od roku 2014 jsou do
spoleéného vypoctu implementovany plemenné hodnoty pro mlécnou uzitkovost.
V soucasnosti se piipravuje zavedeni spoleénych plemennych hodnot pro znaky fitness.
Ve spolecnych vypoctech zastupuji Ceska data o strakatém skotu 11% (Prymas, 2015;
Velechovska, 2016). Vlivem politiky EU, prodejnich cen mléka i zvysujici se uzitkovosti dojnic
dochazi v Ceské republice b&hem posledniho desetileti k poklesu stavii skotu. Pes tento trend
predstavuje ¢esky strakaty skot, s poétem 159 000 krav v plemenné knize a pfimym napojenim
na populaci rakouskou a némeckou, ¢tvrtou nejrozsahlej$i populaci Cervenostrakatého skotu

v Evropé (Skladanka et al., 2014).

Graf &.1: Prehled stavi skotu v Ceské republice: Vytvofeno na zakladé udaji z vyroénich zprav CMSCH 2006 a 2015
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Pro toto plemeno je charakteristicky stfedni az vétsi télesny rdmec s pfiméfené silnou
kostrou a dobrym osvalenim. Jedna se o skot kombinovaného produkéniho zaméfeni se
zvyraznénymi znaky mlécnosti. Exteriér vynika hlubokym, prostornym hrudnikem a dobfie

utvafenou zadi. Vemeno ma polovejéity tvar (CESTR, 2008a).

Chovnym cilem plemene je v soucasnosti zlepSovani funk¢nich vlastnosti s ohledem na
mlé¢nou i masou produkci a dobry zdravotni stav. V oblasti mlééné uzitkovosti je dlouhodobym
cilem uZzitkovost 6000 az 7500 kg mléka za laktaci, s obsahem bilkovin nejmén¢ 3,5 %. Pomér
obsahu bilkovin a tuku v mléce by mél odpovidat 1:1,15 - 1,20. Cilem masné uzitkovosti je pak
priristek nad 1300 g denné v intenzivnim vykrmu byku a jatecné vytéznost nad 58 %. Téchto
parametr jiz dosahuje fada prednich chovii v soucasnosti. Mezi pozadavky ukazatelt fitness

jsou uvadény zejména dlouhovékost, 4-5 laktaci a stfedni ranost (CESTR, 2012)

3.2 MIlécna uzitkovost a slozeni mléka

MIé¢na uzitkovost patii u skotu mezi hlavni uzitkové vlastnosti. Ptijaté Ziviny umi skot
pretvaret na plnohodnotnou mléénou bilkovinu dvakrat az dvaapilkrat vyhodnéji nez na maso.
Pficemz se timto zpuisobem zhodnocuji i zdroje zivin pro ¢lovéka jinak nevyuzitelné (napf.

travni porosty) (Louda et al., 1999).

Uroveti mlééné uzitkovosti je u skotu podminéna genetickym zaloZenim dojnice
a vlivy vnéjsiho prostfedi. Optimalni prostiedi umoziuje dojnici realizovat jeji genetické
pfedpoklady pro produkci mléka a jeho sloZek. NejvyznamnégjSim efektem vnéj$iho prostiedi
je uroven vyzivy a krmeni, kterd se spolu s managementem stada podili na vySi mlécné
uzitkovosti z 60 - 70 %. Obecné lze fici, Ze samotna dojivost je nizce az stfedné¢ dédiva
(h?=0,25-0,30), produkce mléénych slozek - bilkovin a tuku je stfedné dédiva
(h2piikoviny = 0,50 - 0,60 a h%uk = 0,40 ) (Fleming et al., 2017)

MIé¢na uzitkovost a slozeni mléka zavisi na mnozstvi a kvalité latek pfivadénych krvi
do mlécné Zlazy a na intenzité jeji Cinnosti. Laktace krav méa dvé faze, po oteleni zacina
vzestupna faze laktace, béhem niz se denni produkce mléka postupné zvysuje. Toto obdobi se
oznacuje jako rozdojovani a trva do 30. — 60. dne laktace. Po dosazeni nejvyssi denni dojivosti
nasleduje sestupna faze laktace, béhem které denni produkce mléka klesa az do zaprahnuti
(Atashi et al., 2013).



3.2.1 Slozeni mléka a jeho zmény v disledku mastitidy

Slozeni kravského mléka odpovidd 87,5 % vody a 12,5 % suSin, z ¢ehoz je 4,7 %
laktozy, 3,8 % tuku, 3,3% bilkovin a 0,7 % popelovin (Pesek et al., 1997). Procentuélni obsah
laktozy je béhem fazi laktace pomérné staly. Obsah ostatnich zékladnich slozek se béhem
rozdojovani nepravidelné¢ snizuje a v néasledujici sestupné fazi naopak pomalu stoupa

(Skladanka et al., 2014).

S vyskytem mastitid jsou spojeny zmény v zastoupeni mlécnych slozek. Piikladem toho
je pokles laktozy nebo zmény v obsahu bilkovinnych slozek (Alhussien et al., 2016). Béhem
zanétu vemene klesa zastoupeni kaseinu a rostou koncentrace imunoglobulint (Coulona, et al.,
2002). Tyto zmény jsou zpusobeny reakcemi imunitniho systému na patogeny. Watanabe et
Yagi (2008) uvadgji ptimou souvislost mezi uvolnénim nékterych cytokinii a potlac¢enim
produkce nékterych specifickych mléénych proteinli. Vztah mezi vyskytem zanétu vemene

a obsahem tuku v mléce je dosud nejasny (Le Maréchal et al., 2011).

3.2.2 Hlavni ukazatele kvality

Podle evropskeé legislativy - Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 853/2004
v platném znéni, jsou stanovena zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny ZivociSného
puvodu. Za kli¢ové ukazatele jsou povazovany nasledujici: celkovy pocet mikroorganismd,
ktery u standardniho mléka nesmi prekro¢it 100 000. ml™ a pocet somatickych bunék s limitem
400 000.mlI, bod mrznuti mléka, nesmi piekro¢it -0,520° C, rezidua inhibi¢nich latek se nesmi
vyskytovat vibec. Mezi ukazateli kvality mléka vyznamné figuruji hodnoty celkového poctu

mikroorganisml (CPM) a somatickych bunék (SC).
Celkovy pocet mikroorganismii

V ptipadé¢ CPM se jednd o pocet vSech mikroorganismi ptitomnych v mléce (Dolezal,
2000). Typickymi zastupci téchto mikrobti jsou bakterie rodu Bacillus a Micrococcus (Kivaria
et al., 2006). Hodnota CPM charakterizuje celkovou hygienu dojeni a oSetfovani mléka, avSak
nijak nenaznacuje na zdravotni stav dojnic (Dolezal, 2000). Zdrojem CPM v mléce muze byt
infikovana mlécna zldza a kontaminované usti strukového kanalku, ale i vSechny
mikrobiologicky kontaminované povrchy, které béhem dojeni a skladovani ptijdou do styku

s mlekem (Ruegg et al., 2006).



Somatické buiky

Tyto buriky byly pojmenovany v roce 1963 (angl. somatic cells) (Pappe et al.). Jejich
pocet a zastoupeni jsou povazovany za charakteristiku zdravotniho stavu mlé¢né zlazy. Podle
puvodu lze rozlisit SC dvojiho druhu, a to krevni nebo epitelidlni. S objevem SC v mléce byl
puvodné spojen predpoklad, ze buniky epitelti mlécné zlazy jsou hlavnim typem SC obsazenych
v mlééné zlaze. V soucasnosti se uvadi, ze zastupuji pouze minimum z celkového poctu
somatickych bunék v mléce. Somatické buiiky epitelidlniho pivodu se mohou uvoliiovat
naptiklad ze sekrecnich alveoll anebo dutinového systému. K jejich uvolnovani z tkan¢ dochazi
pii regenera¢nich a reparativnich procesech (Harmon, 1994). V ptipadé krevnich SC se jedna
piedevsim o leukocyty, které piechazeji do mlécné Zlazy a mléka z krve (Pillai et al., 2001,
Tang¢in, 2013). Ukolem leukocytii v organismu je eliminovat infekci, reparovat poskozené

buitkky mlécné Zlazy a podilet se na jejim uzdraveni.

Somatické buriky jsou v mléce obsazeny ve vSech fazich laktace. Jejich zvySeny vyskyt
Ize pozorovat ve spojitosti se zdravotnimi problémy v mlé¢éné zlaze, metabolickymi poruchami
(acidoza, alkaloza, ket6za apod.) béhem jejich chronického prubéhu. Akutni stavy
metabolickych onemocnéni byvaji rovnéZz provazeny vyskytem mastitid (Sordillo, 2016).
Nejvyznamnéji Se na zvySeni poctu somatickych bunék (SCC somatic cells count) v mléce
podili zanétlivé onemocnéni mlééné Zlazy - mastitida, béhem néhoz se pocet somatickych
bunék zvysuje az o nékolik fadu v jednom mililitru mléka (Van Straten et al 2009; Bytyqi et
al., 2010). Ptitomnosti SC v mléce se znacné zhorSuji jeho kvalitativni vlastnosti i dalsi
technologicka zpracovatelnost (Bobbo et al., 2016), proto s hodnotami SC v mléce souvisi
finan¢ni hodnoceni mléka. Zaroven jsou hodnoty tohoto ukazatele povazovany za prikazny

indikator onemocnéni mastitidou.

Uroven zdravi mlééné zlazy z pohledu poétu SC je limitovana hodnotou 100 000.ml*
ve ¢tvrtovém vzorku pro dojnice na prvni laktaci. Pro star§i kravy jsou meznimi hodnotami
150 000 az 200 000.ml*(Harmon, 1994). Pro zpracovani dat pfi rozlisovani zdravych
a nemocnych dojnic se stavy SC se vyjadiuji jako skore poc¢tu somatickych bun¢k (SCS z angl.

somatic cell score). Skoérovani probiha logaritmickym prepoctem podle nasledujiciho vzorce:
SCS =logz (SCC v 1 ml/100 000) + 3

V piipadé hodnoceni SCS za celou laktaci se stanovuje aritmeticky primér SCS jako tzv.
lakta¢ni skore (angl. lactation average somatic cell score, LSCS) (Ali et Shook, 1980; Wiggans
et Shook, 1987).



3.3 Zdravi vemene

Mlécna zlaza je fylogeneticky modifikovana kozni zlaza. Ontogeneticky vznika ve velmi
ranném obdobi u obou pohlavi, ovSem do pln¢ funkcniho stavu se vyviji pouze u samic.
Az do pohlavni dospélosti jalovice (cca 9 mésicti) vemeno roste umérné télu zvifete, zahajenim
funkci pohlavnich hormont, tj. estrogenu a progesteronu dochazi k dalSimu rozvoji mlécné
Zlazy, dale pak k rozvoji kanalku a jejich diferenciaci v alveoly. Ve véku 18ti mésict jiz mivaji
jalovice v mlécné Zlaze pln¢ vyvinuty kanalkovy systém. AvSak nejvyznamnéj$im podnétem

k Gplnému rozvoji vemene je biezost (Reece, 2009; Dolezal et al., 2015).

Anatomicky se jednad o tubuloalveolarni zldzu sloZenou ze Ctyi samostatné funkénich
¢tvrti. Epitelidlni tkan je popsana jako parenchym. Vmezetfené vazivo, které plni nosnou funkci
vemene, je oznacovano jako stroma (Frandson et al., 2009). Zakladni funkéni jednotkou je
sekre¢ni alveolus. Mnozstvi alveolii spojenych dohromady tvoii lobulus (lalicek), ten je
obklopen cévami a myoepitelovymi (kontrakénimi) bunikami. Lobulus vyustuje do
nitrolaliickového vyvodu, odvadi mléko do mlékojemu uvnitt zlazy, dale pak do mlékojemu
struku a konecné strukovym kandlkem ven z vemene (Reece, 2009). Z morfologickych
a rozmisténi strukti (Bouska, 2006). Produkéni schopnost mlééné uzitkovosti dojnice zavisi na
nasledujicich funk¢nich vlastnostech vemene, které spolu ale Gzce souvisi. Jedna se o sekreci
mléka, tedy jeho syntézu a uvoliiovani z jednovrstevného alveolarniho epitelu. Také
o shromazd’ovani mléka v alveoladch, mlékovodech a v mlé¢né cisterne, a konecné o spousténi
mléka, kterym se rozumi pasivni i aktivni uvoliiovani mléka z vemene (Reece, 2009; Dolezal
et al., 2015). Tvorba mléka probiha ve vemeni kontinualng, ale s rdznou intenzitou.
Nejintenzivnéji se mléko tvoii po vydojeni vemene, kdy poklesne vnitrovemenni tlak.
Postupnym napliiovanim vemene mlékem a stoupajicim vnitrovemennim tlakem se snizuje
ptitok krve k alveoldm a sekrece mléka ustava. Tvorba mléka se pak zastavuje pii
vhitrovemennim tlaku 3,9-5,2 kPa (Skladanka et al., 2014).

Ve zdravém vemeni byva zastoupeno malé mnoZstvi mikroorganismd, jedna se zejména
0 gram pozitivni koky — streptokoky, stafylokoky a mikrokoky (Woodward et al., 1987), dale
bakterie mlé¢ného kvaseni (Greene et al., 1991) a korynebakteria (Pankey et al., 1985). Tito
mikrobové jakozto komenzalové mlééné zlazy mohou caste€né pulsobit i jako inhibitofi
masititidnich patogent (Al-Qumber et Tagg, 2006). Stejné tak na povrchu mlééné Zlazy a struki

byva zastoupeno mnozstvi mikrobt. Zde se jedna o typickou kozni mikrofloru, kterou dopliuji



mikroorganismy pochazejici z pudy, podestylky, vykall a krmiva (Rendos et al., 1975). Tuto
mikrofloru obvykle tvoii smés koliformnich bakterii a dalSich mikroorganismi, které pii dojeni
mohou kontaminovat mléko. Z patogennich mikroorganismi mohou byt pfitomny salmonely,
Campylobacter spp. (Sato et al., 2004) ¢i Listeria monocytogenes (Botsaris et al., 2016). Stavy
a druhové zastoupeni mikroorganismu kolisaji zejména v zavislosti na zptsobu ustajeni dojnic

(Rendos et al., 1975).

Zé&kladnim ptedpokladem pro omezeni vétSiny (az 75 %) mikrobialni kontaminace
mléka je tedy spravné provedena toaleta vemene pted vlastnim dojenim a oSetfeni strukd po
dojeni (Ruegg, et al., 2006; Bade et al., 2008; Morton et al, 2014). Mezi hygienou dojeni (jako
sou¢inem Cistoty strukovych nastavci, vody a utérek k pééi o vemena, soucasného dojeni
zdravych a nemocnych krav) a vyskytem mastitid je prokazan uzky vztah. Zaroven jsou
popsany i souvislosti mezi Cistotou koncetin a vyskytem onemocnéni vemene (Schreiner et
Ruegg, 2003). Tyto faktory jsou nejen pfi¢inami kontaminace mléka, ale i infekce vemene
a dalsiho Sifeni infekce ve stadé a jeho prostiedi. Stejné tak samotné dojeni vyznamn¢ ovliviiuje
zdravotni stav vemene. Vlivem nevyhovujicich technologii, nedostate¢ného vydojeni vemene
nebo vynechavani dojeni mize dojit k naruseni funkce a onemocnéni mlééné Zlazy (Bade et al.,
2008; Dohmen et al., 2010).

Vemeno skotu je organem vystavenym také znac¢né nefyziologické zatézi. Ptichazi do
kontaktu s mnohymi infekénimi organismy i1 béznymi mikroorganismy prostfedi, které
strukovym kanalkem pronikaji dale do mlé¢né zlazy a zpusobuji zanét. Vemeno je dale citlivé
na podchlazeni, otlaky a zhmozdéni (Strapék et al., 2013). Protoze primarni funkci vemene je
sekrece mléka, Cili zajisténi vyzivy mladéte, obranyschopnost dojnice tak ustupuje na ukor
zdravi vemene. Uvadi se, ze k poklesu imunitnich schopnosti zaroven dochazi i vlivem selekce

na mlé¢nou uzitkovost (Fleischer et al., 2001; Sordillo et Streicher, 2002).

3.3.1 Mastitida

Charakteristika a klasifikace onemocnéni

Zanét mlécné zlazy (Mastitis) je popisovan jako polyfaktoridlni a polyetiologické
onemocnéni, na némz Se ve vzijemné interakci podili tifi zakladni Ccinitelé. A to
makroorganismus (dojnice), mikroorganismus (mikrobialni ptivodci mastitid) a vlivy vnéjsiho

prostiedi (Hofirek, 2009). Zanétlivym procesem ve vemeni se rozumi obranna odpoveéd



organismu na poruseni vlastni integrity provazené buné¢nou nekroézou. Imunitni systém reaguje
prostfednictvim komplexu homeostatickych procesti imunitniho systemu. (Krejsek et Kopecky,
2004a; Toman, 2009). Studie uvadéji velmi nizkou heritabilitu mastitid, h? = 0,025 (El-Awady
et al., 2011), nebo h? = 0,025 — 0,012 (Sgrensen, et al., 2009), piipadné v rozmezi h?= 0,01-
0,042 podle ptivodce a poradi laktace, béhem které se onemocnéni vyskytlo (Nash et al., 2000).

Dle klinickych, epizootologickych, patologicko-morfologickych a hygienickych
aspektl existuje nékolik klasifikaci mastitid. Z klinického pohledu se rozliSuji mastitidy per
akutni, akutni a chronické (Tighe et Brown, 2015). Symptomaticky jsou charakterizovany
klinické nebo subklinické zanéty mlécné zlazy (Rupp et Boichard, 2003). Etiologicky se
mastitidy rozliSuji na dvé skupiny, a to na onemocnéni vyvodnych cest, pfi nichz se uplatiiuji
mikrobialni pivodci a jedna se tedy o infekéni mastitidy (Piepers et al., 2007). Druhou
variantou je onemocnéni mlé¢né Zlazy neinfekéni povahy, zplisobené napiiklad traumatem,
nespravnym dojenim, teplotnimi nebo alimentarnimi vlivy, ptipadné chemickymi a toxickymi
pric¢inami (Ruegg et al., 2006; Hovinen et Pyoréld, 2011). Mohou se na ném zaroven podilet
i faktory fyziologické, které zahrnuji pocet laktaci a jejich pribéh, plemennou ptislusnost nebo
pohlavni cyklus (Makovec et Ruegg, 2003; Olde Riekerink et al., 2007; Langoni et al., 2011).
Infekéni mastitidy postihuji jednotlivé ctvrté mlécné Zlazy a Casto navazuji na mastitidy
neinfekéniho charakteru. Plvodci téchto mastitid jsou bakterie Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. (Bochniarz et al., 2016), Escherichia coli (Wall et al, 2009), Klebsiella
(Kanevsky-Mullarky et al., 2014) a dalsi. Pti velmi silném postizeni mlécné zlazy dochazi k
celkové alteraci organismu dojnice. Nastupuji vysoké horecky, nechutenstvi a mize dojit k

zastaveni mlé¢né produkce, ptipadné k septickému Soku a uhynu (Jagos et al., 1985).

Z epizootologického pohledu lze infekéni mastitis rozliSit environmentélni
a kontagiozni. Kontagidzni mastitida se mezi zvifaty pfenasi diky $patné hygiené dojeni.
Typickymi puvodci jsou bakterie rodu Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus
(Bochniarz et al., 2016), a Mycoplasma spp. (Fox et al., 2005) Pavodci environmentalni
mastitidy se bézn¢ vyskytuji v pfevazné vlhkém prostiedi staje a nakonec i dojiren. Nejcastéji
se jedna o koliformni bakterie (E. Coli, Klebsiella spp. a Enterobacter) a environmentalni
streptokoky (S. uberis a S. dysgalactiae)(Garcia, 2004), ktefi vétSinou b&zné kolonizuji
pokozku vemene a posléze mohou vniknout strukem dovnit pravé béhem dojeni. Jako prevence
je doporucovan diraz na toaletu béhem dojeni, tedy hygienu, suché utérky a oSeteni pre

a postdippingem (Schreiner et Ruegg, 2003).
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Klinicka kategorizace mastitid charakterizuje stavy vemene od zdravé mlé¢né Zlazy az
po klinickou formu mastitidy. Jako nejleh¢i formu onemocnéni a mezistupen mezi zdravou
mlécnou zlazou a mastitidou rozliSuje latentni infekci, pii niz se pocet somatickych bunék
pohybuje pod kritickou hodnotou. Mléko vykazuje normalni slozeni a fyzikalni vlastnosti,
ovSem v sekretu se vyskytuji mikrobiélni patogeny (Grieger et al., 1990). Dale je definovana
aseptickd mastitida (také oznacovana jako nespecifickd), pfi niz obsah SC stale zlstava pod
kritickou hodnotou, ale chemické slozeni a fyzikalni vlastnosti mléka se jiz méni. V mléce

nemusi byt diagnostikovany mikrobialni patogeny.

Subklinickou mastitidu charakterizuje SCC, ktery dosahl ¢i piekracuje kritickou
hodnotu. Slozeni i fyzikélni vlastnosti mléka jsou zménéné a v jeho obsahu jsou prokazany
mikrobialni patogeny. Jedna se o nejrozsifenéjsi formu zanétu vemene, ktera zodpovida za
nejvetsi ztraty ve vétsin€ stad. Nékdy se oznacuje také jako ,,skrytd mastitida®, protoZe neni
indikovana otoky a muze byt ptehlédnuta. Pii nelééeném pribéhu muze piejit ve formu akutni
nebo i chronickou, kdy parenchym mlécné Zlazy atrofuje a piestava produkovat mléko.
V nadojeném mléce se béhem subklinické mastitidy objevuji vlockovité utvary (Hejlicek et al.,
1987). Pro detekci této formy onemocnéni se vyuzivd NK test pfed samotnym dojenim
u zvifat s podezfenim na onemocnéni. Dojnice se subklinickou mastitidou jsou zdrojem

kontagiozni ndkazy pro ostatni zvitfata v chovu (Makovec et Ruegg, 2003).

Akutni klinickd mastitida se projevuje typickymi ptiznaky zanétu (dolor, calor, rubor,
oedema, functio laesa) a je spojena s prudkym poklesem dojivosti. Zmény v mléce jsou
senzoricky rozpoznatelné a dotek na vemeni je pro dojnici bolestivy (Fogsgaard et al., 2015).
Pfi perakutnim pribéhu dochazi v zasazenych ¢tvrtich vemene k sekreci mléku jiz nepodobného
sekretu, kontaminovaného hnisem nékdy i krvi (Wall et al., 2016). Tento pribeh Ize oznacit
také jako parenchymat6zni mastitidu, protoze se jedna o postizeni mlékotvorného parenchymu.
Pokud zanét postihuje prevazné vyvodny dutinovy systém, sekrece zistava zachovana a mléko
je mirn¢ kontaminovano zanétlivymi elementy, hovoii se o kataralni mastitidé (Jagos

et al., 1985).
Ekonomické dopady mastitid

Onemocnéni ovliviluje nejen zdravi a wellfare zvitat, ale 1 pfijmy zemédé€lskych
podnikt. Kvalitativni 1 kvantitativni zmény ve sloZzeni mléka a jejich stupen zavisi na intenzité
a dob¢ trvani onemocnéni. Dochazi ke zménam senzorickych vlastnosti mléka, zastoupeni

hlavnich mléénych slozek i ke zméné fyzikalné-chemickych a technologickych vlastnosti
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mléka. Diky témto zménam klesa nutri¢ni hodnota mléka i jeho technologicka zpracovatelnost
(Bobbo et al., 2016; Le Maréchal et al., 2011).

Ekonomiku podnikii tak mastitidy ovliviiuji pfedevsim snizenim produkce mléka,
pfipadnym sniZzenim jeho nakupni ceny s ohledem na ukazatele kvality (CMP a SCC),
vyfazenim mléka z dodavky pfi pouziti antibiotik nebo pfipadnym vyfazovanim krav. Soucasné
jdou s témito ztratami ruku v ruce zvySené naklady na obménu stada, 1é€iva, veterinarni oSetieni
a také na veétsi péci, tedy na vice prace zaméstnancti. U prvotelek mohou ztraty v nadoji
dosahovat az 690 kg za celou laktaci a témér 1200 kg za celou laktaci u starSich dojnic (Wilson
et al., 2004). Odhady prumérnych celkovych nakladt na mastitidu v Holandsku odpovidaji asi
6500 K¢ na jednu dojici kravu roéné. Tyto odhady zahrnuji nejen néklady ptimé (produkéni
ztraty, 1écbu nebo i1 vyfazeni dojnice), ale zaroven je zohlednéno, ze chovatelé investuji ¢as
I penize do prevence a kontrol vyskytu onemocnéni (Van Soest et al., 2016). VV americkych
chovech se piedpokladané roéni ztraty pohybuji mezi 30 a 60 miliardami korun, tedy zastupuji
az 11% z celkové mlé¢né produkce (Ferrero et al., 2014). V ¢eskych podminkach se uvadi
prumérna ztrata mléka 565 kg na jeden vyskyt onemocnéni (Kvapilik, 2014a), coz odpovida
finan¢ni ztraté 9000 K¢ (Kvapilik, 2014b).

Skore vyskytu mastitid v chovech dojeného skotu je uvadéno mezi 25 — 60% (Ruegg,

[ 24

produkce v celosvétovém méfitku (Osteras, 2006).

3.4 Imunologie mlé¢né zlazy
3.4.1 Imunitni mechanismy vemene

Primarné imunitni systém rozliSuje prvky infek¢éniho pivodu, které mohou potencialné
poskozovat organismus, reaguje na signaly vychazejici z vlastnich bun¢k a tkéani, pfipadné
reaguje na jejich poskozeni (Krejsek et Kopecky, 2004a). Imunitni schopnosti vemene zavisi
na probihajici fazi laktace. Typicky je mlécna zlaza vystavena depresi a stresu obzvlast
v obdobich zasuSovani, porodu a rozdojovani, béhem kterého se muze dojnice dostat do
negativni energetické bilance. S témito fazemi je spojena i vyS$i nachylnost k mastitidam

a systémovym onemocnénim (Mol et Clegg, 2000; Sordillo, 2005; Moyes et al., 2010).
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Imunologicka reakce mlécné zlazy zavisi na soucinnosti specifickych a nespecifickych
mechanismt imunity, véetné anatomickych vlastnosti vemene, buné¢nych i humoralnich
obrannych slozek (Sordillo et al., 1997). Specifickymi adaptivnhimi mechanismy se rozumi
mechanismy humoralni, zalozené na protilatkdich a mechanismy bunécné zprostiedkované,
zalozené hlavné na T-lymfocytech a B-lymfocytech (Hoftejsi, 2013). Tyto mechanismy jsou
evoluéné mladsi a jsou charakteristické imunologickou paméti (Riollet, 2000). Specifické
imunita je vSak v reakci na nové podnéty a infekce ponékud pomala (Golden et al., 2009). Prvni
kontakt s patogeny po tom, co pronikly strukovym kandlkem, tedy pfislusi nespecifické
imunité. Kombinaci téchto dvou mechanismti imunitni odpovédi 1ze dosdhnout uc¢inné obrany

organismu (Uthaisangsook et al., 2002; Golden et al., 2009;).

Nespecificka imunita zastava dualezitou roli pii ochrané vemene proti infekci
prostfednictvim svych dvou zakladnich schopnosti. Jsou jimi detekce chemickych struktur,
typickych pro patogeny a spousténi prozanétlivé odpovédi, coz se déje komplexnimi
interakcemi bunécnych a molekularnich procest. Cilem je zajisténi a nasledné odstranéni
Skodlivych patogent, které zpusobuji zanét (Uthaisangsook et al., 2002; Gray et al., 2005;
Hofejsi, 2013;).

Zanét predstavuje komplexni adapta¢ni reakci t€la na zatéz, jako na soubor biologickych
i nebiologickych podnétt, které ve svém disledku mohou narusit homeostazu organismu
(Krejsek et Kopecky, 2004a). Na udrzeni homeostazy, ktera je tedy primarnim cilem
zanétlivého procesu, se podili imunitni systém spolecné s neuroendokrinni regulaci, jez
identifikuje nezadouci zmény vychazejici z vnéjsiho nebo vnitiniho prostiedi (Ferrero-Miliani
et al., 2006).

V pribéhu zanétu se organismus adaptuje na zatézovou situaci, dochazi k tlumeni
anabolickych aktivit metabolismu a omezeni vystavby télnich struktur a naopak jsou
mobilizovany energetické rezervy. Na zanétlivé reakci maji bezprostiedné podil kromé
humoralnich a bunétnych systéma také buinky endotelové, keratinocyty, fibroblasty
a kli¢ovou roli zaujima mezibunénad hmota, v niz probiha efektorova faze zanétu (Krejsek et

Kopecky, 2004a).
3.4.2 Imunocyty

Buiiky imunitniho systému vznikaji v primarnich lymfatickych organech, kterymi jsou

thymus a kostni dien. Tamtéz probihd diferenciace a zrani imunokompetentnich bun¢k.
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Prostfedim pro antigenné specifické reakce jsou pak sekundarni lymfatické organy, které jsou

zastoupeny slezinou a lymfatickymi uzlinami (Hoftejs$i, 2013).

Hlavnimi buiitkami imunitniho systému jsou leukocyty, které zastupuji majoritni podil
vSech imunocytt. Vznikaji z pluripotentnich kmenovych bun¢k v kostni dieni, kde diferencuji
na né¢kolik typt. Diferenciace a dé€leni déale pokracuje ve dvou liniich, a to linii myeloidni
a lymfoidni (Hofejsi, 2013). VSechny buiky z myeloidni linie patii k nespecifickym imunitnim
mechanismiim. V této linii vznikaji monocyty, které se v krvi diferencuji na makrofagy,
dendritické bunky a ti druhy granulocyta (Auffray et al., 2009). Granulocyty se podle afinity
svych granuli ke kyselym nebo zasaditym barvivam klasifikuji na bazofily, eozinofily
a neutralni neutrofily (Reece, 2009). Z lymfoidni linie se pak diferencuji NK bunky
a lymfocyty. Nékteré z lymfocyti, jez se déli na B a T, se po setkani s antigenem diferencuji v
pamétové (efektorové) buiky. A pii opétovné interakci se stejnym antigenem zpisobuji
sekundarni anamnestickou odpoveéd’ (Hotejsi, 2013). Leukocyty uvnitt mlécné zlazy poskytuji
jisty stupeit bunééné ochrany diky jiz zminiované schopnosti rozeznavat patogeny. Také
indukuji prozanétlivé procesy. Maji takeé schopnost fagocytdzy a uvolfiuji chemoatraktanty,

antimikrobialni proteiny a peptidy (Kehrli et Shuster, 1994).

Ze somatickych bunék v mléce piedstavuji leukocyty az 75%. Z toho
polymorfonuklearni leukocyty (granulocyty) zastupuji 10-30 %, makrofagy 60-70 %
a lymfocyty 20-30 % (Kelly et al., 2000). Béhem zasazeni vemene infekci muiize podil leukocyti
vystoupat aZ na 95 % vSech SC a dochazi také ke zménam v zastoupeni jednotlivych druht.
Dramaticky se méni podil granulocytt, ktery mize dosahnout az 90-95 % zastoupeni mezi

leukocyty. Naopak podily makrofagti a lymfocyti klesaji (Ezzat Alnakip et al., 2014).
3.4.3 Neutrofily

Neutrofily predstavuji az 60 % leukocytl cirkulujicich v krevnim obéhu (Newsholme et
al., 1999). Zastupuji vyznamnou roli v imunitni odpovédi hostitele proti bakteridlni infekci.
Jejich Ulohami v imunitni odpovédi je uvoliiovani obsahu svych granuli a fagocyt6zou
patogenich mikroorganismi nebo nekrotické tkané (Wright et al., 2010; Mdcsai, 2013;
Havixbeck et al., 2016). Rada enzymi a latek obsazenych v granulich neutrofilti mize u¢inné
eliminovat rozdilné patogeny mastitid. Bohuzel tyto mechanismy postradaji specifitu, a tak
muze dochazet k fagocytoze tukovych Castic v mléce. Ptipadné nékteré z takto uvolnénych
oxidantli a protedz mohou degradovat mlécny kasein, coz ma dopad na kvalitu mléka. Spole¢né

s uvolnénymi hydroxylovymi radikdly mohou enzymy neutrofild poSkozovat epitely mlécné
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zlazy a snizovat tak jejich sekrecni aktivitu (Prin-Mathieu et al., 2002). Bez pfitomnosti
prozanétlivych aktivacnich ¢inidel nebo po splnéni svych ukolt podstupuji zralé neutrofily
apoptozu a nechavaji se pohltit makrofagy, ¢imz predchéazeji uvolnéni jejich cytotoxického

obsahu do extracelularniho prostiedi (Savill, 1989).

U skotu se polymorfni neutrofily vyskytuji i ve zdravém vemeni (Paape et Guidry,
1969). Bylo prokazano, ze bez ptitomnosti zanétu prostupuji epitelem mlécné zlazy bez jeho
odlupovani (Lin et Xia, 1995). Uvadi se, Ze jen mala ¢ast neutrofill je ulozena v kostni dfeni,
zatimco pocetnéjsi ¢ast nezralych neutrofilti cirkuluje krevnim ob&hem, dusledkem toho je

rychla mobilizace béhem zanétlivého procesu (Waller, 2002).

Je znamo, ze chemotaktickd migrace bun€k je zprostiedkovana nékterymi cytokiny,
napt. IL -2, IL-6 a IL-8) (Moussaoui et Vangroenweghe, 2004). Expozice netrofilti cytokinim
prostiednictvim receptorit vede k jejich rapidni mobilizaci (Moussaoui et al., 2002).
V plazmatické membrané neutrofili je situovano nékolik funkéné dulezitych receptort,
zahrnujicich adhezni molekuly a membranové receptory pro nékteré imunoglobuliny, dulezité
pti fagocytdze mikroorganismil. Tyto receptorové struktury maji bilkovinnou povahu, jejich
fetézce jsou Casto sloZzeny z 2 nebo 3 odlisnych podjednotek (téz smycek). K hlavnim
charakteristikdm receptori patii jejich afinita, tedy schopnost vazat na sebe ligandy. Kazda
podjednotka receptoru se vyznacuje uréitou afinitou. Spojenim dvou a vice podjednotek
vyrazné roste afinita celého komplexu a zvySuje se také intenzita celé pfipadné interakce
receptor — ligand. Uplny receptor tak zachyti ligand velmi pevné a je jim také uéinngji
stimulovan (Jilek, 2014).

3.4.4 Chemotaxe

Pro zanétlivou reakci je typicky pohyb bunéénych elementd imunitni soustavy
i dalsich systému. K tomu je potieba pfislusny podnét na receptorech imunocytd, které maji
migrovat. Podnétem nebo také ligandem byvaji chemoatraktivni latky endogenniho
i exogenniho puvodu (Krejsek et Kopecky, 2004b). Tyto latky zprostiedkovavaji aktualni
potieby organismu v akumulaci potfebnych bunéénych elementi v misté zanétu. Usmérnény
bun¢k imunitniho systému a dalSich bunéénych elementd (Li Jeon et al.,2002; Widdison et al.,
2011). Migrace bunék imunitniho systému v pribéhu zanétu a deskvamace epiteltl v dusledku
mastitid se projevuje zvySenim obsahu somatickych buné¢k v mléce (Harmon, 1994; Bradley et
Green, 2005).
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3.4.5 Cytokiny

Cytokiny jsou rozmanitou skupinou latek bilkovinného charakteru a malé velikosti
(méné nez 50 kDa) (Belardelli, 2002). Jsou si podobné s peptidovymi hormony, ale lisi se
rozsahem pusobeni. Jejich nazev se sklada ze slov cyto "buiika" a kines "pohyb", a vyjadiuje

jejich funkéni povahu (Lackie, 2010).

Do skupiny cytokint patii chemokininy, interferony, interleukiny, lymfokiny a tumor
nekrotizujici faktory, transformujici rtstové faktory, faktory stimulujici kolonie a dalsi
(Ferencik, 2005; Lackie, 2010). Jedna se o signalni molekuly a jejich ukolem tedy je
zprostiedkovani komunikaéni interakce nejen v prubéhu zanétu, ale i béhem krvetvorby, stresu,
imunitnich, reparacnich a regulacnich procesech obecné (Lackie, 2010). K uvoliiovani cytokinti
dochazi z mnoha bunéénych skupin. Pfevazujicimi producenty jsou pomocné T lymfocyty
amakrofagy. Cytokiny mohou byt uvoliiovany také v periferni nervové tkani pii fyziologickych
a patologickych procesech, buiikami zirnymi, endotelovymi a Schwannovymi bunkami (Xie et
al., 2006). Uginek cytokint je pleiotropni, coZ znamen4, Ze jeden cytokin mize regulovat irsi

spektrum biologickych dé&ju (Paul, 1989).

Z rodiny cytokinll je za hlavni chemoatraktant imunocytli béhém mastitid povaZzovan
interleukin 8 (IL-8, také CXCLS8)(Barber, 1999). Byla prokazana jeho uloha pfti aktivaci
a smérovani neutrofiltt do infikované mlééné Zlazy skotu (Lahouassa et al., 2008; Galligan et
al., 2000). Je oznacovan jako hlavni indikator chemotaxe (Zlotnik et al., 1999), kterou in vitro
potvrzuje také Watanabe et al. (2008). Kli¢ova role IL-8 je dale potvrzena pfi imunitnich

procesech béhem infekci vemene Stafylokoky a Escherichiiemi (Persson Waller et al., 2003.)

34.6 CXCR1

Chemokinovy receptor CXCR1 je struktura bilkovinného charakteru na povrchu
neutrofild (Proudfoot, 2002). Zastava v imunitni reakci béhem mastitid dilezitou roli, protoze
je vysoce afinitni vaci cytokinu interleukinu 8 (IL8) (Lahouassa et al., 2008), ktery je
v prabéhu infekce epitelidlnimi buitkami uvoliiovan makrofagy, endotelidlnimi a epitelidlnimi
buiikkami, fibroblasty a dalSimi bunkami v reakci na invazi patogenii nebo na stres
(Bobrovnikova-Marjon, 2004). Chemokinovy receptor 1 pro IL-8 byl popsan také na NK
bunikach, CD4+ T, CD8+ T bunkach a dendritickych bunkéch (Berahovich, 2006; Takata et al.,
2012; Gasser, 2006)
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Stimulace CXCR1 interleukinem 8 zapfi¢ifiuje interakci s G-proteinem a vapnikovou
signalizaci, migraci, mikrobicidni fagocytozu nebo piipadnou apoptézu neutrofilti a regulaci
dalsi chemotaxe (Baggiolini et al, 1992). Ve vztahu k oxidativnimu stresu vazba IL-8
s CXCR1 podporuje generovani reaktivniho kysliku (DeForge, et al., 1993). Soucasné studie
na skotu potvrzuji také zvysené uvolnovani IL-8 béhem zanétlivych procest (Pawlik et al.,
2015). V humanni imunologii je zkouman jeho vyznam b&hem ristu metastdz (Fulmer, 2010)
nebo u rozvoje onemocnéni AIDS (Proudfoot, 2002). Gen pro receptor CXCR1 skotu se
nachazi na chromozomu 2 a koduje protein o délce 360ti aminokyselin (Verbeke et al., 2015).
Na tomto genu jsou popsany cetné polymorfismy, které jsou pfedmétem studii na rtiznych

plemenech skotu (Heaton et al., 2001; Youngerman et al., 2004; Beecher et al., 2010).
3.4.7 Polymorfismus CXCR1

Polymorfismus dédi¢né informace je Siroké oznaceni pro geneticky podminény vyskyt
téhoz znaku aspon ve dvou, pfipadné vice forméach (Rehout et al., 2003). Jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP - single nucleotide polymorphism) je mutace v genetické informaci, ktera
aminokyseliny v peptidu a také funkéni zmény (Snustad et Simmons, 2009). Nejcastéji se jedna
o inzerce nebo delece nukleotidii. Ne vSechny takové zmény se musi promitat do fenotypu
jedince. Uvadi se az stonasobné ¢astéjsi vyskyt polymorfismu v nekddujicich oblastech genu
(Rehout et al., 2003).

Vztahu mezi takovymi zménami v genu CXCRL1 a jejich fenotypovym projevem ve
zdravi a uzitkovosti skotu je vénovana znacna pozornost (Goertz et al., 2009; Beecher et al.,
2010; Galvdo et al., 2011; Pokorska et al., 2016). Studie popisuji ¢etné polymorfismy v kodujici
i nekodujici oblasti tohoto genu. Pighetti (2012) ve své studii popisuje ¢tyii SNP, které jsou
pfic¢inou substituce aminokyselin a jeden SNP oznacuje jako divod casného stopkodonu.
Youngerman et al., (2014) ve své studii popisuje 8 SNP v kddujici oblasti CXCR1. A Verbeke
(2015) uvadi, ze jen v kodujici oblasti CXCR1 se nachazi 16 SNP, pticemz 6 z nich popsal

nove.

Piedmétem jiz nékolika studii byl SNP v obalsti 735 C/G, také oznafované
CXCR1+ 777 G/C pravé ve vztahu k mlécné uzitkovosti, poctu somatickych bunék
a k subklinickych mastitidam. Tento SNP je lokalizovan v kodujici oblasti pro tieti
intracelularni smycku receptoru, coz je oblast velmi dilezita pro aktivaci G proteinu. Vlivem

mutace na CXCR1 + 777 G/C dochazi k zaméné aminokyselin histidinu za glutamin, ¢imz
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mize byt ovlivnéna aktivita receptoru pii vazbé ligandu a nésledna interakce s G-proteinem.
Toto ma dopad na celou kaskadovitou signaliza¢ni reakci v butice a jeji roli v imunitni odpovédi
(Rambeaud et Pighetti, 2005). Vyzkumem in vitro je podloZzen vliv polymorfismu
CXCR1 + 777 G/C na zivotnost a migraci polymorfnich neutrofild skotu v krvi jako odpoveéd
na stimulaci IL-8 (Pighetti et al, 2012). Studie na holstynském a jerseyském skotu naznacuji
vy$$i uroven dojivosti krav s genotypem +777 CC. Naopak s ohledem na niz$i vyskyt
subklinickych mastitid a pocet somatickych bunck v mléce jsou zvyhodnény dojnice
s genotypem GG uvedeného polymorfismu (Youngerman et al., 2004). Asociaci mezi timto
SNP a poctem somatickych bunék potvrdili i dal$i autofi ve studiich na holstynsko-friskych
kravach (Beecher et al., 2010; Galvdo et al., 2011). Je také popsano snizeni vapnikové
signalizace, jako jednoho z mechanismt imunologické reakce, u krav s genotypem 735 CC

(Rambeaud et Pighetti, 2006).

Obréazek &. 1: Struktura chemokinového receptoru CXCR1 na porvrchu neutrofilu (Verbeke, 2015). Ciselng jsou oznadeny

lokusy nékterych polymorfismui.
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3.5 Genomika

Tradi¢ni metody Slechténi jsou zalozeny na populacni genetice a statistickych postupech.
Geneticky pokrok tedy vychazi ze selekce zvifat dle fenotypovych vlastnosti a odhadu
plemenné hodnoty, bez znalosti jejich genetické podminénosti. Takové postupy se ale $patné
uplatfiuji pii Slechténi na obtizné méfitelné znaky nebo na znaky s nizkou heritabilitou
a predikce tak mohou byt nepiesné (Montaldo et Meza-Herrera, 1998; Beuzen et al., 2000).
Piesto bylo konven¢nimi metodami $lechténi jiz dosazeno znaéného genetického pokroku
(Navajas, 2014). Soucasnost vSak pieje metoddm molekuldrni genetiky, které umoZziuji
zkoumat sledované znaky na trovni DNA a nabizeji podnétné informace k piimé selekci na
zékladé identifikace konkrétniho major genu (s ptimym ucinkem) pro kvantitativni znak,
lokusu pro tento kvantitativni znak (QTL-quantitative trait loci) nebo podle genetického
markeru spojeného s QTL. Tyto skute¢nosti davaji vznik genomice, jako specializovanému

oboru, usilujicimu o komplexni analyzu dédi¢né informace organismu.

Zé&kladem je tedy celogenomové stanoveni oblasti, kédujicich QTL, kterymi se rozumi
soubor gend s pfimym vlivem na fenotyp (Hayes et Goddard, 2001). Protoze tyto geny nemusi
byt snadno detekovatelné, vyuzivad genomika SNP markery v blizkosti QTL nebo jiné Casti
a sekvence DNA ve vazbé k témto genliim (Beuzen et al., 2000). Prostfednictvim metod
molekularni genetiky je popisovan polymorfismus v specifickych oblastech genetické
informace 1 mezi jedinci v populaci. Diky lokalizaci téchto polymorfisml a genetickych
markert vznikaji genetické mapy, které pomahaji odhalovat a charkterizovat tiseky ptisobnosti
QTL pro ucely Slechténi (Montaldo et Meza-Herrera, 1998). Mezi metodami genotypizace maji
velky potencial Cipy (microarrays), s jejichZ pomoci je mozné ziskat mnozstvi informaci

o uzitkovych vlastnostech v fadu tisict béhem jednoho testu (Smith et Rosa, 2007).

Vyznamnym pokrokem je stanoveni a lokalizace oblasti gent pro ekonomicky dulezité
znaky v zivoc¢isné produkci. Informace o takovych QTL nejen skotu ale i ovci, prasat a kutat
jsou shromazd’ovany a zptistupnény v online databazich (AnimalGenome, 2003; Navajas,
2014). Jiz bylo popséano ne€kolik QTL ve vztahu k mastitidé. Neni piekvapenim, ze se jednd jak
0 geny pro imunitni schopnosti, tak pro mléénou uzitkovost, nebot’ mezi odolnosti mlécné zlazy
vici zanétu a produkci mléka je prokdzan antagonisticky vztah (Ogorevc et al., 2009; Rupp et
Boichard, 2003).
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3.5.1 Markery asistovana selekce

Vhodnym nastrojem ve Slechténi skotu pro zlepsSeni zdravi vemene a dojivosti je
markery asistovana selekce (MAS). Jedna se o selek¢ni postup zaloZeny na identifikaci lokust

kvantitativnich vlastnosti misto sledovani fenotypového projevu (Ribaut et Ragot, 2006).

Ptevazujici ¢ast uzitkovych a funkcénich vlastnosti dojeného skotu se tadi mezi
komplexni vlastnosti, ¢ili je polygenetického zalozeni. Geny, které maji podil na projevu
ekonomicky nejdualezitéjSich znak, jsou rozmistény po celém genomu. Takovych gent, které
ovliviiuji pozadované znaky s velkym uc¢inkem je tedy malo, ale naopak existuje znacné

mnozstvi gent s mensi vlivem (Thallman, 2009).

Principem MAS je zpracovani informaci DNA u kvantitativnich znakd, se zaméfenim
na QTL nebo na DNA markery, které jsou s nimi alesponl v co nejuzsi vazbé. MAS se tedy
soustfedi na selekci gend, které prokazatelné ovliviiuji vybrané uzitkové vlastnosti. Tyto
markery mohou byt bud’ ve vazbé s vybranym QTL a nebo samotny QTL muze byt pouzit jako
marker (Collardet al., 2005). Pokud dojde u jedince k identifikaci markeru v asociaci
s QTL, lIze jej zapojit do selekéniho programu. Pro uspé$nou realizaci markery podporované
selekce je potieba identifikace specifickych polymorfismi, které jsou zodpovédné za
pozorovany ucinek. Dnes probiha identifikace gent a dokonce 1 konkrétnich polymorfnich alel,
které generuji QTL. (Ron et Weller, 2007). Bé€zn¢ se pro ucely MAS a tvorbu genovych map
vyuzivaly mikrosatelitni sekvence (Rehout et al., 2003). Barabaschi et al. (2016) popisuje

soucasnou tendenci k vyuzivani SNP markert.

Utinnost MAS jiz byla potvrzena mnozstvim studii. Genetické zisky jsou diky MAS
podle nékterych autorti az o 10 - 20% vy$si (Wakchaure et Ganguly, 2015), zatimco jini
odhaduji zvyseni genetického zisku od 2 % az do 30 % (Rehout et al., 2003). Kombinaci
molekularnich analyz a konven¢nich metod Slechténi vznikd odhad genomické plemenné
hodnoty, ktera se jiz uspeésné uplatiuje pfi slechténi dojené¢ho skotu. Diky takovym postupiim
1ze ofekavat zpiesnéni odhadu plemennych hodnot a snizovani nakladt na nakladt na geneticky

zisk.

Vyhodou MAS i genomiky je snadné zjisténi genotypu zvifete, rychlost a moznost
realizace analyz v kterékoliv etapé Zivota zvifete. Diky takto ziskanym datim lze vybirat rodice
nasledujici generace jesté pred jejich zatazenim do testace, ptipadné do plemenitby. Tim se
redukuje ¢ast nakladt a zaroven to ¢ini MAS uc¢inngjs$i pro geneticky pokrok nez tradicni

metody Slechténi. MAS je pfinosem hlavné ve Slechténi na znaky, jejichz méteni je nakladné,
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vyznacuji se nizkou dédivosti nebo jsou vyznamné ovlivnény vnéj§imi podminkami (Montaldo
et al., 1998). Typickym ptikladem takového navic ekonomicky dilezitého znaku, vyznamné
podléhajiciho efektim prostiedi, muze byt pravé dojivost a s ni souvisejici zdravi vemene.
Uzitetnym markerem pro Slechténi a geneticky pokrok v téchto znacich by mohl byt
I polymorfismus CXCR1 +777 C/G s ohledem na vysledky nékterych stuidi (Youngerman et
al., 2004; Beecher et al., 2010; Galvao et al. 2011) a jeho genomovou polohu (90,3 CM), blizko
QTL pro SCC (91,5 cM) (Bennewitz et al., 2003; Rambeaud et Pighetti, 2006).

4 Material a metodika

Pozorovani probihalo na 298 kravach ¢eskeho strakatého skotu, které byly potomky 28
byki. Kravy pochazely ze ¢tyt farem a byly narozeny v letech 2001 - 2007. Telily se v letech
2009 — 201 1. Vstupnimi udaji pro vypoéty byla data, vyplyvajici z kontroly uzitkovoti, zjisténa
z databaze Plemdat. Do studia byly zahrnuty informace o dojivosti a vyskytu SC z prvnich tii
laktaci. Jednalo se o Udaje o dojivosti skérovaném poctu somatickych bunék za jednotlivé
laktace (LSCS). Zakladni statistiky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka ¢.1 Prehled zakladnich statistik souboru v zavislosti na pofadi laktace (Statistica 12, Statsoft)

7318,0 1951,5 1111 0,9 1,7
8032,3 2095,1 120,4 11 1,8
7434,0 3082,2 188,3 1,2 2,1

4.1 lzolace DNA a genotypovani

Vzorky DNA byly ziskany z plné krve, odebrané veterinarnim Iékafem z ocasni zily
a oSetfeny kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Jedné se o polyaminokarboxylovou
kyselinu, ktera se bézn¢ pouziva k zabranéni vzniku srazenin in vitro pfidanim do sbérnych
zkumavek (Banfi et al., 2007). EDTA patii mezi chelatacni ¢inidla, inhibuje degradaci DNA
tim, Zze vyvazuje zroztoku dvojmocné Kkationty, jez jsou dulezité pro puasobeni
deoxiribonukleazovych enzymu (Barra et al.,, 2015). lzolace DNA pak probihala na
automatickém izolatoru nukleovych kyselin PrepStation ABI 6100, Applied Biosystems, dle
protokolu vyrobce. Vzorky DNA byly uskladnény v chladicim boxu.
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Pfredmétem pozorovani byl bodovy polymorfismus genu CXCR1 na exonu 1,
v oblasti +777 G/C, rs 208795699. Genotypovani probihalo metodou polymerazové fetézové
reakce a Stépeni restrik¢nich fragmenti (PCR-RFLP). Polymerazova fetézova reakce je
cyklicky t¥istupnovy proces, jehoz vysledkem je vysoké mnozstvi kopii konkrétni sekvence
DNA. Principem je schopnost denaturace dvouvlédknové Sroubovice nukleové kyseliny za
vysokych teplot a jeji nasledna renaturace pii zachovani pravidla komplementarity bazi.
V prvnim kroku PCR dochazi zahiatim k rozvolnéni vodikovych mustkt spojujicich vzajemné
komplementarni purinové a pyrimidinové baze, ¢imz jsou od sebe oddélovany jednotlivé
fetézce DNA. Vysledkem tohoto procesu je jednoietézcova DNA, ktera je dale hybridizovana
s nabytkem primert za pusobeni nizSich teplot. Nasledné je pouzitim DNA-polymerazy
replikovéna sekvence DNA mezi hybridizovanymi primery. Produkt replikace je opét cyklicky
vystaven vSem popsanym krokiim PCR az do dosazeni pozadovaného mnozstvi DNA (Snustad

et Simmons, 2009).

Vlastni PCR amplifikace probihala v termocykleru EAST PORT PRIMUS. Ptesné
slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce ¢. 2. Pro PCR reakci byl pouzit MgCl, (TopBio),
jedné se o premix Taq polymerazy, pufru, MgClz a nukleotidi, tedy komponent nezbytnych pro
prubéh PCR.

Pouzité primery (Genery Biotech, CR) byly navrzeny dle dostupné literatury, stejné tak
i teplotni profil provedené reakce vychazel z dokumentace (Goertz, 2009) a je uveden v tabulce
¢. 3. Pro podminky nasi laboratofe byl teplotni profil optimalizovan zkouskou teplotniho
gradientu pro nalezeni optimalni alena¢ni teploty. Velikost cilového PCR produktu byla 265
bp.

Tabulka ¢.2 SloZeni PCR reakéni smési

DNA 50-100ng/1pl
H20 2,2 ul

PPP Master Mix 5ul

Primer CXCR1_F = 5-GAGGCCTATCAACCACCGTA-3 0,4 ul

Primer CXCR1_R =5-GCGATCAGGACCAGGTTGTA-3' 0,4 ul
Celkovy reakéni objem 10 pl
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Tabulka ¢&.3 Teplotni profil PCR reakce

Pocate¢ni denaturace 94 °C 4 min 1
Denaturace 94 °C 30s 35
Anelace 61 °C 20s 35
Elongace 72°C 30s 35
Z&véretna elongace 72°C 5 min 1

Ziskané PCR produkty byly déle Stépeny specifickym restrikénim enzymem. Restrikéni
Stépeni je zalozeno na detekci specifické (vétSinou palindromatické) sekvence DNA
restriktazou, ktera katalyzuje $tépeni. Tim byly ziskany fragmenty definované délky, které byly

nasledné separovany elektroforézou. Rozdily ve velikostech Stépnych fragment jsou

wrwe

Pro vlastni $t€peni byla pouzita restriktaza Sdul (Bsp12861) a piislusny pufr Sdul
(Thermo SCIENTIFIC). Inkubace probihala ptfes noc v termostatu za teploty 37° C. Piesné
slozeni restrikéni smési je uvedeno v tabulce ¢. 4. Schémata $tépeni Sdul restriktdzou jsou

vizualizovana pomoci programu CLC Sequence viewer 7 na obrazcich 3 a 4 v piiloze.

Tabulka ¢.4 Pfehled komponent restrikéniho $tépeni

PCR produkt 4 ul

Restriktaza Sdul 0,5 pl
Pufr Sdul 0,8 ul
H20 3,7ul

Separace restrikénich fragmentd probihala na 3,5% agarézovém gelu (SeaKem LE
Lonza, Svycarsko), v 1 molarnim roztoku TBE, na elektroforéze Liberty po dobu 35 minut. Pro
meéteni délky fragmentl byl pouZit marker O’GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas).
Na agarézovy gel byl vzdy nanesen vzorek PCR produktu a vedle né& piislusny vzorek
restrikéniho $tépeni. Vzorky byly vizualizovany pomoci ethidiumbromidu (5 pl /200ml gelu)

ve fluorescenénim vizualizaénim systému G:box SynGene USA (Obrézek 2).
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Obrézek ¢. 2 Vizualizace produkti PCR — RFLP ve fluorescenénim vizualizaénim systému: L — marker 50 bp, PCR - kontrola
produktu PCR; nésledujici band (CC,CG nebo GG) je fragment rozdilné délky podle genotypu po restrikénim §tépéni

Na zakladé dostupné literatury byly stanoveny genotypy dle velikosti restrikénich

fragmentd. Velikost fragmentt pro genotyp CC byla 182bp a 45bp, pro CG 221bp a 182bp, a
pro GG 221bp a 45bp (Leyva-Baca et al., 2008).
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4.2 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byla pouzita procedura GLM s modelem zahrnujicim pevné
efekty genotypu, farmy, véku pii prvnim oteleni a otce dojnice. Déle pak Tukey- Kramertv test
pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych efektt, které byly vyhodnoceny jako prukazné. Statistické
zpracovani probéhlo ve statistickém pocitacovém programu SAS (9.4. Institute). Hardy-

Weinbergova rovnovéaha byla staovena ru¢nim vypoctem.

Nésledujici modelova rovnice pro proceduru GLM byla pouzita pro vyhodnoceni zavislosti

mezi pozorovanou dojivosti za prvni tii laktace.

1. Modelové rovnice pro hodnoceni dojivosti za laktaci

Yijlkm = ai +bj +Ck +di +fm+gnteijkimn
kde:

Yijkimn - dojivost za laktaci v kg

ai - fixni efekt chovu (i=1- 4)

bj - fixni efekt roku prvniho oteleni (j =1 - 8)

Ck - fixni efekt poradi laktace ( k=1 - 3)

di - fixni efekt otce (1 = 1 - 28)

fm - fixni efekt genotypu (m =1 - 3)

On - fixni efekt sezona a rok kontroly uzitkovosti (n =1 - 4)

eijkimn - N&hodna reziduéni chyba
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Nésledujici modelova rovnice byla pouzita pro vyhodnoceni zavislosti mezi pozorovanym

skore somatickych bunék za prvni tii laktace.

2. Modelova rovnice pro hodnoceni vyskytu somatickvch bunék za laktaci

Yijlkm = & +bj +Ck +di+fm+gn+eijkimn
kde:

Yijkimn - skorovany pocet somatickych bunék za laktaci

ai - fixni efekt chovu (i=1-4)

bj - fixni efekt roku prvniho oteleni (j = 1 -8)

Ck - fixni efekt poradi laktace (k =1 - 3)

di - efekt otce (I =1 - 28)

fm - fixni efekt genu (m =1 - 3)

gn - fixni efekt sezéna a rok kontroly uzitkovosti (n = 1 -4)

eijikmn - NAhodna reziduéni chyba
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5 Vysledky

5.1 Zakladni statistiky

Celkem bylo pozorovano 298 dojnic béhem prvnich tii laktaci. Na prvni laktaci dosahly
nejvyssi dojivosti kravy s genotypem GG, na druhé laktaci heterozygoti CG a na tieti latkaci

cvwr

s genotypem GG béhem vsech tii laktaci.
5.2 Hardy-Weinbergova rovnovéaha

Do pozorovani bylo zahrnuto 298 dojnic ¢eského strakatého skotu. Ze ziskanych Gdaju
byly zjistény genové a genotypové frekvence. U genu CXCR1 se v oblasti + 777 vyskytovala
mutovand alela C s frekvenci 0,64 a nemutovana alela G s frekvenci 0,36. Vypo¢tenim Hardy-
Weinbergovy rovnovahy bylo zjisténo, ze populace se nachazi v genetické rovnovéaze.

(4 = 0,404).

Tabulka &.5 Frekvence genotypt pro CXCR1

CC=0,13
CXCR1 + 777C/IG CG=0,46
GG =041
Tabulka ¢.6 Frekvence alel pro CXCR1
C=0,36
CXCR1 + 777 CIG
G=0,64

5.3 Vliv genotypu na dojivost

Procedurou GLM (SAS 9.4) bylo zjisténo, ze prukazny vliv (P<0,001) na dojivost
zkoumaného souboru krav ma chov a genetické zalozeni plemenného byka, otce dojnice
(tabulka 7). Nejvyssi dojivost byla pozorovana u genotypu CC na prvni laktaci, na druhé laktaci
u genotypu CG a na tfeti lataci u genotypu GG. Prehled dojivosti za jednotlivé laktace podle

genotypu je uveden v tabulce 8.
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Tukey-Kramerovym testem byla zjisténa nejnizsi dojivost ve ¢tvrtém chovu. Piehled

dojivosti na jednotlivych farmach je znazornén v grafu 2 a tabulce 12 v piiloze.

Tabulka 7: Prehled statisticky vyznamnych efekt pro dojivost

Efekt 1. laktace Pr > F1 2. laktace Pr > F2 3. laktace Pr > F3
Farma/chov

Otec
Obdobi KU

Tabulka 8:Piehled pramérné dojivosti podle genotypt béhem jednotlivych laktaci

Dojivost za 1. laktaci Dojivost za 2. laktaci Dojivost za 3. laktaci
LSM LSM LSM

CcC 7390,0 7841,3 7354,9
CG 6950,5 7933,7 7104,3
GG 7219,5 7921,1 7386,8

Genotyp

5.4 Vliv genotypu na skore somatickych bunék

Na zaklad¢ vypoctl prostiednictvim GLM (SAS 9.4) byly jako statisticky prakazné vlivy
zjistény opét efekt chovu, efekt otce a na rozdil od dojivosti také efekt véku (tabulka 9). Piehled
skorovaného vyskytu somatickych bunék, stanoveného prostiednictvim metody LSM, je

uveden v tabulce 10. Nejnizsi vyskyt SC je zaznamenan u genotypu CC na prvni laktaci, na

druhé a tieti laktaci u genotypu GG.

Z hodnoceni Tukey-Kramerovym testem vysla nejhtie farma ¢islo 4, piehled skdrovaného
vyskytu SC za jednotlivé laktace je uveden v pfiloze (tabulka 11). Ptehled dojivosti a vyskytu
SC podle otct krav je také uveden v ptiloze (tabulka 13)

Tabulka 9: Piehled statisticky vyznamnych efektii pro skdre vyskytu somatickych bunék v mléce

Efekt 1. laktace Pr > F 2. laktace Pr > F 3. laktace Pr > F
Farma/chov

Otec
Rok oteleni
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Tabulka 10: Vyskyt somatickych bunék (SCS) podle genotypti béhem jednotlivych laktaci

0,7 1,0 2,1
09 12 2,0
0.9 0,9 2,0

6 Diskuze
6.1 Hardy-Weinbergova rovnovaha

Frekvence vyskytu jednotlivych alel se odviji podle $lechtitelského cile a sledovaného
plemene. Vyskyt jednotlivych genotypt se tak pravé diky Slechténi, mize rtizné liSit i mezi
jednotlivymi stady. Béhem studie Goertz et al. (2009) na holstynském skotu v Némeckém
chovu byl pozorovan vyskyt alely G= 0,47, coz odpovida vysledkim Leyva-Baca et al., (2008)
na holstynském skotu chovaném v Kanadg¢, uvadéjicim vyskyt alely G = 0,46. Dalsi studie na
americkych holstynech ale popisuje vyssi vyskyt alely G = 0,57 (Galvdo, et al., 2011). Nejvyssi
frekvenci alely G = 0,87 uvadi Youngerman et al., (2004) u jerseyského skotu. Vyskyt alely G
v tomto pozorovani na ¢eském strakatém skotu odpovida 0,64 a je totozny s vysledky Zhang et
al. (2012) u c¢inského holstynského skotu. Pozorovana skupina ¢inského holstynského skotu
¢itala na 400 krav a pozorovani na ¢eském strakatém skotu probihalo na 298 dojnicich, zatimco
ostatni uvedené studie probihaly na skupinach skotu v rozmezi 24 az 88 kusii. Vyssi frekvence

alely G tedy muze souviset s §irSim rozsahem sledovani, jak také uvadi Zhang et al.,(2012).

Nejméné pocetnym genotypem v tomto pozorovani je CC =0,13 a nejpocetnéjsi
CG =0,46. Svou Cetnosti se vsak prili§ nelisi od genotypu GG = 0,41. Piggheti et al., (2010)
uvadi genotypovou frekvenci GG u holstynského skotu v Tennessee 0,25, kterd je ekvivalentni
k vysledkim Beecher et al.,(2010) u plemene montbeliard. Vedle toho Beecher ve své studii na
Irskych chovech popisuje meziplemenné rozdily genotypovych frekvenci GG =0,38 pro
holstynsky skot, GG = 0,62 pro jersey a GG = 0,37 u jejich kfizencii. V americkém stadé
holstynského skotu Leyva-Baca et al.,(2008) uvadi genotypovou frekvenci GG = 0,18. Vyskyt
genotypu GG v pozorovani na ¢eském strakatém skotu tak odpovida pramérnému vyskytu

genotypu GG u holstynskych krav.
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6.2 Vliv genotypu na dojivost

Ackoliv naptiklad Galvdo et al., (2011) ve své studii uvadi prikazny vztah mezi
genotypem CXCR1 + 777 CG a vyssi dojivosti U holstynského skotu a Beecher et al., (2010)
naznacuje asociaci Vyskytu alely G s nizsi dojivosti, toto soucasné pozorovani neprokazalo
vztah mezi Grovni dojivosti a polymorfismem CXCR1 + 777 CG. Vysledky soucasného
pozorovani jsou ale v souladu se studii Zhang et al., (2012) na ¢inském holstynském skotu.
Zhang et al., (2012) béhem svého pozorovani neprokazal vztah mezi timto polymorfismem,
dojivosti ani obsahem né&které z mlécnych slozek. Takeé vysledky studie Leyva-Baca
et al., (2007) neprokazuji vliv CXCR1 + 777 C/G na dojivost, ale uvadi pozitivni asociaci alely
C s hloubkou vemene, ktera je jednou z kapacitnich charakteristik vemene, a tak i jednim

z ptedpokladi pro dobrou a dlouhodobou mléénou uzitkovost dojnic (Patel et al., 2016).

Na urovni dojivosti skotu se vedle genetického zalozeni krav podili i dalsi rizné faktory.
Jednd se o vék dojnic, fazi laktace ale i vnéjsi vlivy zahrnujici, mikroklima staje, technologie
a management chovu (Bittante et al., 2015). Mlé¢éna produkce a kvalita mléka jsou pak
ovliviiovany piedev§im trovni vyzivy (Eastridge et al., 2006; Daniel et al., 2016) dale také fazi
laktace, pravidelnosti a po¢tem dojeni (Zhang et al., 2016). Je napiiklad znamo, ze kravy dojené
dvakrat a vicekrat denné maji celkové vyssi dojivost (Bernier-Dodier et al., 2010). Statistické
vyhodnoceni Udaji soucasného pozorovani poukazuje na vliv chovu na dojivost krav.
Konkrétni podminky a zptsob chovu jednotlivych farem nebyly soucasti tohoto honoceni.
Vzhledem Kk vyraznému propadu trovné dojivosti jednoho z pozorovanych chovi oproti

ostatnim lze usoudit, ze tento chov (farma ¢. 4) nevyuziva genetického potencialu svych zvifat.

Geneticka korelace mezi Kklinickou mastitidou a mlé¢nou uzitkovosti je v literatufe
uvadéna v rozmezi 0,26 — 0,45 (De Haas, et al., 2008). Je také znam vztah mezi poklesem
mlécné uzitkovosti a stoupajicim vyskytem SC (Harmon, 1994; Schallibaum, 2001). Bobbo et
al., (2016) pozoroval vztah mezi SCS a dojivosti. Ve své studii uvadi pokles denni dojivosti o
0,18 kg mléka pti zvySeni SCS o cely jeden stupeti, coz se dale méni v rozmezi hodnot SCS 2
az 5, béhem néhoz klesa denni dojivost i o 0,5kg. Dalsi studie uvadi pokles denni dojivosti az
0 1,1kg pti zvySeni o stupeir SCS (De los Campos et al., 2006). Jamrozik et al., (2010) popisuje
taktéZ negativni korelaci mezi SCS a dojivosti na prvni a tfeti laktaci, ale na druhé¢ laktaci uvadi
nizky pozitivni reciproky vztah mezi SCS a mlécnéou uzitkovosti. Jestlize tedy vysledky
nékterych studii naznacuji vztah alely G K nizs§i dojivosti, nabizi se také pfedpoklad jeji asociace

K vyssimu vyskytu SC.
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6.3 VlIiv genotypu na zdravi vemene

Jak jiz bylo zminéno, troven zdravi mlééné Zlazy byva charakterizovana poctem
somatickych bun¢k v mléce, které jsou zastoupeny pievazné leukocyty a neutrofily. Je zndma
studie polymorfismu CXCR1 + 777 C/G , ktera se zabyva vztahem jednotlivych genotypu
a funk¢nich vlastnosti neutrofili v prubéhu zanétlivé imunitni reakce. Rambeaud et Pighetti
(2006) uvadi nizsi afinitu neutrofild a signifikantné nizs§i vapnikovou signaliza¢ni reakci na
stimulaci chemokinoveého receptoru 1 interleukinem - 8 u krav s genotypem CXCR1 + 777 CC,
coz ma ptimy vliv na prozanétlivou reakci ve vemeni. A vysledky jejich studie tedy naznacuji,

ze polymorfni varianta CXCR1 + 777 CC je pfedpokladem k lep$imu zdravi vemene.

Vyskyt somatickych bunék v mléce, jako indikace zanétu vemene, v tomto sledovani
naznacuje asociaci genotypu CXCR1 + 777 GG s niz8§im vyskytem SC béhem druhé a tieti
laktace. Coz je v souladu s vysledky dalsich studii na jinych plemenech skotu, které uvadeji
vztah alely G a nizsiho vyskytu SC (Youngerman et al., 2004; Beecher et al., 2010; Galvéo et
al., 2011). Statistickym Setfenim se ale vliv polymorfismu CXCR1 + 777 C/G v tomto
pozorovani nepodafilo prokazat. Vliv tohoto polymorfismu na vyskyt SC je uvadén jako
neprikazny i dalsimi autory. Napiiklad Pawlik et al.(2015) ve svém vyzkumu na 554 dojnicich
polského holstynského skotu téméi analogicky popisuje tendenci krav s genotypem CC
K vy$§imu poctu somatickych bunék, ale zaroven uvadi celkovou statistickou nepriikaznost
vztahu polymorfismu CXCR1 + 777 C/G k poctu SC. | v dalsich studiich na hol$tynském skotu
nelze pozorovat vliv tohoto polymorfismu na pocet somatickych bunék (Leyva-Baca et al.,
2008; Goertz et al., 2010;). Studie polymorfismu CXCR1 + 777 C/G na plemenech ayshire,
monbiliard a holskynsko-friském skotu v tentyz chovu v Irsku, uvadi asociaci G alely v oblasti
CXCR1 + 777 C/G s niz8im SCC, ale statisticky prikazny vztah je popsan pouze u holstynskych
dojnic (Beecher et al., 2010).

vrwe

soubort. Napiiklad Youngerman et al., (2004), ktery uvadi vztah polymorfismu a vyskytu
somatickych bun¢k, realizoval sveé pozorovani na 37 kusech skotu. Autofi, ktefi vliv
polymorfismu neprokazali, provadéli své studie na rozsahlejsich souborech. Pawlik et al.(2015)
popisuje své pozorovani na 554 kravach, Leyva-Baca et al., (2008) pracoval s 338 kusy skotu
a Zhang et al., (2016) sledoval polymorfismus CXCR1 + 777 C/G na 400 kravéach.

Vysledky statistického vyhodnoceni tohoto pozorovani poukazuji na vyznamny vliv

chovu na zdravi vemene. Podminky chovu limituji realizaci genentického potencialu zvitat pro
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mlécnou uzitkovost Van der Laak et al., (2016). Z divodu nizké heretability mastitd (Sgrensen,
et al., 2009) je dulezité vénovat témto vliviim prostidedi pozornost. Jsou zndmy studie, které
zduraznuji vlivy hygieny a rutinni toalety dojeni (Ruegg et al, 2006); nékteré vyzdvihuji vliv
predippingu (oSetieni struki pfed dojenim) nad postdippingem (Barnouin et al., 2014; Morton
et al, 2014). Ruegg et al., (2006) uvadi, ze spravnou pé¢i o vemeno béhem dojeni, je mozné
snizit riziko bakterialni infekce az o 75%. Pozornost je vénovana také vlivu frekvence dojeni
na vyskyt epitelidlnich bun¢k v mléce, avSak zatim s nejasnymi vysledky (Bernier-Dodier et
al., 2010; Murney et al., 2015). Nezanedbatelny je také vliv Cistoty staji, kvality podestylek
(Green et al.,, 2008) a managementu chovu na vyskyt infekci vemene a mnozstvi SC
(De Vliegher et al., 2004; Haskell et al., 2009). N¢ktefi autofi také poukazuji na vliv teplot
a ro¢niho obdobi na aktivitu bun€k vrozené imunity, konkrétné neutrofild v souvislosti se
zdravim vemene. Uvadi se napiiklad, ze vlivem tepelného stresu stoupaji v krvi zvifat hodnoty
glukokortikoidl a specifickych kortizold, které ovliviiuji aktivitu bunééné imunity a snizuji
expresi chemokinovych a cytokinovych receptori. Disledkem toho miize byt nizsi fagocyticka
kompetence neutrofild, pokles exprese rozpozndvacich, adheznich a signélnich molekul (Cook
et al., 2002; SunilKumar et al., 2011). Podle Swain et al. (2016) ma ro¢ni obdobi signifikantni
dopad na aktivitu neutrofili, a tak i zdravi vemene. Uvadi, Ze za zvySenych teplot a vihkosti je
imunitni systém dojenych krav natolik zaméstnan vyrovnavanim tepelného stresu, Ze reakce na
patogeny neni uspokojiva a v letnich obdobich je tak vyskyt mastitid Castéjsi. Nékteti autofi
sice naopak popisuji zimni mésice jako rizikové obdobi pro vznik mastitid (Olde Riekerink et
al., 2007; Nava-Trujillo et al., 2010), v podminkach Ceské republiky je ale zaznamenan
zvySeny pocet somatickych bunék v mléce krav béhem mésict kvétna az zari (Kavapilik et al.,

2016).
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[ Zavér

Byla provedena geneticka analyza polymorfismu CXCR1 + 777 C/G v druhém exonu u
298 krav Ceského strakatého plemene. Z vysledka genotypizace bylo stanoveno zastoupeni alel
a genotypu v pozorovaném souboru a probéhl vypocet Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Byla
provedena asociacni analyza mezi uvedenym polymorfismem, vyskytem somatickych bunék
a dojivosti u krav ceského strakatého plemene. Z vysledkti genotypovani a statistického
hodnoceni vyplyva, ze genotypy polymorfismu CXCR1 + 777 C/G byly v Hardy-Weinbergoveé
rovnovaze a zastoupeni genotypu i alel u ¢eského strakatého skotu je blizké vyysledkim studii

u jinych plemen.

Cilem bylo zjistit vliv polymorfismu na dojivost a vyskyt somatickych bunék.
Prostfednictvim statistického vyhodnoceni prostiednictvim GLM modelu nebyl prokéazan vliv
zadné z polymorfnich variant CXCR1 + 777 C/G na vyskyt somatickych bun¢k v mléce nebo
dojivost ¢eského strakatého skotu. Ani jedna z hypotéz tak nebyla potvrzena. Tyto vysledky
jsou v souladu s vysledky nékterych dalsich studii tohoto polymorfismu na jinych plemenech
skotu.

Vyhodnoceni ziskanych dat poukazuje na vyznam vlivi prostiedi a chovu (P<0,001). Jedna
se 0 prvni pozorovani vlivu CXCR1 + 777 C/G na ¢eském strakatém skotu. Studie plymorfismu
CXCR1 + 777 C/G jinych plemen skotu uvadéji rizné vysledky a tedy je mozné Ze, dalsi
pozorovani pfinese jiné zaveéry. Na zaklad¢é vysledkii soucasného pozorovani vsak nelze
CXCR1 + 777 vyuzit jako genenticky marker pro $lechténi ¢eského strakateho skotu na dojivost

a zdravi vemene.
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8 Samo

statné prilohy

Obrazek ¢. 3 Schéma restrikéniho §tépeni CXCR1 C (Vystup z programu CLC Sequence viewer)

CXCR1-C

CXCR1-C

CXCR1-C

CXCR1-C

20 40 0 80

1 1 1 1
GAGGCCTATCAACCACCGTACTCCGACCTAGTCTGCTACGAGGACCTGGGTGCCAATACAACGAAATGGCGGATGATAATGCGTGTC
CTCCGGATAGTTGGTGGCATGAGGCTGGATCAGACGATGCTCCTGGACCCACGGTTATGTTGCTTTACCGCCTACTATTACGCACAG

100 120 140 160

1 1 1 1
CTGCCCCAGACCTTTGGCTTCCTCCTGCCCCTGCTGGTCATGCTGTTCTGCTACGGATTCACCCTGCGCACGCTATTTTCAGCCCAA
GACGGGGTCTGGAAACCGAAGGAGGACGGGGACGACCAGTACGACAAGACGATGCCTAAGTGGGACGCGTGCGATAAAAGTCGGGTT

200 220
1 1 1
ATGGGGCACAAGCACCGGGCCATGCGGGTCATCTTTGCTGTCGTGCTICGTCTTCCTGCTCTGCTGGCTGCCCTACAACCTGGTCCTG

TACQCCGTGTTCGTGGCCCGGTACGCCCAGTAGAAACGACAGOACGAGCAGAAGGACGAGACGACCGACGGGATGTTGGACCAGGAC

240 260
I

ATCGC
TAGCG

Obréazek &. 4 Schéma restrikéniho $tépeni CXCR1 G (Vystup z programu CLC Sequence viewer)

CXCR1-G

CXCR1-G

CXCR1-G

CXCR1-G

20 40 0 80

I 1 1 1
GAGGCCTATCAACCACCGTACTCCGACCTAGTCTGCTACGAGGACCTGGGTGCCAATACAACGAAATGGCGGATGATAATGCGTGTC
CTCCGGATAGTTGGTGGCATGAGGCTGGATCAGACGATGCTCCTGGACCCACGGTTATGTTGCTTTACCGCCTACTATTACGCACAG

100 120 140 180

1 1 1 1
CTGCCCCAGACCTTTGGCTTCCTCCTGCCCCTGCTGGTCATGCTGTTCTGCTACGGATTCACCCTGCGCACGCTATTTTCAGCCCAA
GACGGGGTCTGGAAACCGAAGGAGGACGGGGACGACCAGTACGACAAGACGATGCCTAAGTGGGACGCGTGCGATAAAAGTCGGGTT

240 280

] ] ] 1 ]
ATGGGGCAGAAGCACCGGGCCATGCGGGTCATCTTTGCTGTCGTGCTICGTCTTCCTGCTCTGCTGGCTGCCCTACAACCTGGTCCTG
TACCCCGTCTTCGTGGCCCGGTACGCCCAGTAGAAACGACAGUACGAGCAGAAGGACGAGACGACCGACGGGATGTTGGACCAGGAC

ATCGC
TAGCG
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Graf €. 2: Piehled tirovné dojivosti v jednotlivych chovech (SAS 9.4)
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Tabulka 11: Piehled skérovaného vyskytu SC za jednotlivé laktace podle farem. Zvyraznény jsou nejvyssi pozorované
hodnoty

LSCS LSCS LSCS
za 1. laktaci za 2. laktaci za 3. laktaci

LSM LSM LSM
0.7 11 2,1
0,5 0,5 1.2
0,2 0,2 14
2,1 2,4 S

Tabulka 12: Piehled dojivosti za jednotlivé laktace podle farem. Zvyraznény jsou nejvyssi pozorované hodnoty

Dojivost za 3. laktaci

Dojivost za 1. laktaci Dojivost za 2. laktaci

LI LSM LSM LSM
7655,2 8245,9 6962,7
7694,9 8126,0 7610,1
8051,6 8390,6 76918
5726,3 6832,2 6482,0
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Tabulka 13: Piehled skérovaného vyskytu SC a dojivosti za jednotlivé laktace podle otcli dojnic. Zvyraznény jsou nejvyssi
pozorované hodnoty

Otec SCS : SCS : SCS : Dojivost : Dojivost : Dojivost :
dojnice za 1. laktaci | za 2. laktaci za 3. laktaci | za 1. laktaci = za 2. laktaci | za 3. laktaci

LSM LSM LSM LSM LSM LSM

1 05 12 2 6975,8 7489,4 7489,3
) 0,4 0,4 15 6953,3 6311,9 6311,8
2 0,2 0 0,8 7516,6 8291,3 8291,3
4 1,2 11 2,7 7584,2 76479 76479
5 0,9 1 1 7852,7 7409 7409
6 1 14 19 5881,7 6761,6 6761,6
7 2,6 15 3,7 6003,2 6900,7 6900,7
8 0,7 0,4 3,7 6576,6 6842,9 6842,9
9 19 2,2 2 7196,0 8133,7 8133,6
1,7 2,3 S 6714,5 5318,1 5318,1

15 1.3 16 7673,6 8275,9 8275,8

0,5 0,2 1 7283,5 8365,6 8365,6

14 16 19 6370,5 7628,3 7628,3

15 0,4 2,5 6482,6 7580,6 7580,6

0,9 15 2,9 6978 7750,6 7750,6

0 0,9 33 7387,2 8867,4 8867,4

0,3 1,6 0,3 8585,9 9659,6 9659,6

0,5 0,3 0,6 7420,3 7690,7 7690,7

0,4 0,3 0,6 7660,5 8765,5 8765,5

01 0,6 12 7612,2 8407,9 8407,9

0,5 0,6 15 5703,5 6744,9 6744,9

0,4 0,2 3,7 10170,5 9166,6 9166,6

2,2 14 2,8 9043,9 8734,4 8734,4

2,6 2,7 15 7858,8 8068,8 8068,8

1.8 15 2,1 6976 8137,9 8137,9

0,9 2,3 16 6195,1 8805,5 8805,5

0,6 14 2,8 7496 8940,2 8940,2

12 19 3,5 7743,3 8466,9 8466,9
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

bp — péry bazi (base pair)

C — cytosin

cM — centimorgan

CPM - celkovy pocet mikroorganismil

CXCRL1 — chemokinovy receptor 1

DAC — databaze genomickych dat pro strakaty skot Ceské republiky, Némecka a Rakouska
DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxiribonucleotid acid)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

ES — Evropské spolecenstvi: Evropsky parlament a rada

EVF - Evropské sdruzeni chovatelt strakatého skotu (Européische Vereinigung der Fleckviehziichter)
G — guanin

GLM — obecny linearni model (generalized linear model)

GZW - celkovy slozeny index (Gesamtzuchtwert)
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LSCS — prumérné skore somatickych bun€k za jednu laktaci (lactation average somatic cell score)
LSM — primér nejmensich ¢tvercii (least squares mean)

MAS — markery asistovana selekce
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PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
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RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentu (restriction fragment length polymorphism)
SC — somatické bunky (somatic cells)

SCC — pocet somatickych bunék (somatic cells count)

SCS — skore pocétu somatickych bunék (somatic cells score)

TBE - tris-borat-EDTA
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