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SAZETAK

Brzi razvoj molekularne genetike tokom posledenje tri decenije omogucio je
direktnu analizu genoma Zivotinja, proucavanje strukture i funkcije gena, pa samim tim
pomogao boljem razumevanju delovanja nasledne osnove. Molekularno-geneticke
metode omogucile su uvid u nekodiraju¢e delove genoma, koje kod sisara ¢ine vise od
90%. DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) zapisa. U slucajevima gde se prate osobine
koje su generalno sa niskim heritibilitetom, kao $to je slucaj sa otporno$¢u na mastitis,
MAS (marker asistirana selekcija) ili genomska selekcija pokazale su bolji rezultat u
odnosu na konvencionalni metod selekcije. Primarni cilj u ispitivanju kandidat-gena
povezanih sa pojavljivanjem mastitisa je identifikacija gena koji su ukljuceni u proces
imunog odgovora mle¢ne Zlezde. Laktoferin gen (LTF) se u ve€em broju istrazivanja
pominje kao validni molekularni marker u pracenju procesa otpornosti mlecne zlezde
prema infekciji. Cilj ovog rada bio je ispitivanje polimorfizma gena za LTF 1 njegov
uticaj na zdravstveni status mle¢ne Zlezde i1 proizvodne karakteristike krava holStajn-
frizijske rase u Srbiji. Ogled je obuhvatao 100 krava razlicite laktacione starosti (1.-4.
laktacija) na farmi blizu Beograda. Zivotinje su bile ravnomerno rasporedene u grupama
po laktacionoj starosti (3*=0,578; p=0,902). Posle ekstrakcije DNK iz krvi amplifikovan
je fragment gena za laktoferin na intronu 6 metodom PCR (polymerase chain reaction-
reakcija lanane polimeraze). Pomocu specificnih prajmera, identifikovana su dva
genotipa AA 1 AB od moguca tri, (BB nije identifikovan) metodom PCR-RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism-polimorfizam u duzini restrikcionih
fragmenata). U cilju ispitivanja zdravstvenog statusa mlecne Zlezde, kvalitativnog
sastava 1 ukupne proizvodnje mleka, svakog meseca kroz period standardne laktacije od
305 dana, su uzimani uzorci mleka. Broj somatskih celija (SCC) odredivan je
mikroskopski a koncentracija proteina i mle¢ne masti utvrdivana je spektrofotometrijski
(aparat Milkoscan). U zajednickom uzorku od 90 krava, konstatovana je statisticki vrlo
znadajno veéa (3°=40,894; p<0,001) zastupljenost genotipa AA ( 74 ili 82,22%) u
odnosu na zastupljenost genotipa AB ( 16 1l117,78%). Prema Hardy-Weinberg jednacini
odnos genotipova AA, AB 1 BB se nalazi u ravnotezi (p=0,3547). Distribucija A alela u
posmatranoj populaciji bila je 91,11% a B alela 8,89%. Ovako visok broj homozigota
ukazuje na smanjeni protok gena u populaciji 1 ve¢i stepen genetske konzervisanosti

zapata. Poizvodne karakteristike pracenih genotipova nisu se statisticki razlikovale.



Koli¢ina proteina u mleku krava AA genotipa kretala se od 2,92-3,77% (C, 5,95%) a
kod krava AB genotipa 3,05-3,46% (C, 3,32%). Za koli¢inu masti odnosi su bili AA
genotip 2,71-4,92% (C, 12,09%) 1 AB genotip 3,12-4,56% (C, 8,68%). Proizvodnja
mleka je viSe varila, ali ne van granica statisticke znacajnosti. Kod krava genotipa AA
interval varijacije proizvodnje mleka bio je 12,92-49,17 L (C, 23,72%), a za krave AB
genotipa 16,5-40,83 L (C, 20,07%). Ovi rezultati ukazuju da polimorfizam gena za LTF
nema uticaja na proizvodne krakteristike krava HF rase, Sto je zakljucak 1 drugih
istrazivanja. Broj somatskih ¢elija (SCC) je parametar koji je najvise varirao izmedu
pracenih genotipova (Cyaa =116,84%, C,ap=89,84%). Broj SCC kod krava AA genotipa
kretao se od 31200-2307000, a kod krava AB genotipa 28800-1030600. Shapiro-Wilk-
ov W test je ukazao da podaci ne slede model normalne raspodele (paa<0,001 1
pas=0,027), pa je i pored homogenih varijansi (za Levene-ov test F=0,844; p=0,361) za
utvrdivanje znacajnosti razlike u proseCnom broju somatskih ¢elija koris¢en Mann-
Whitney U test. Prema U testu (z=0,095; p=0,924) ukupan broj somatskih celija ne
razlikuje se statisticki znacajno kod krava razli¢itih genotipova. Korelaciona analiza za
pracene genotipove utvdila je da kod genotipa AA 1 AB postoji negativna korelacija
izmedu SCC 1 mlecne masti (-0,363 1 -0,341), kao 1 negativna korelacija izmedu
laktacione starosti 1 koli¢ine mle¢ne masti (-0,243) odnosno 1 proizvodnje mleka i
koncentracije proteina (-0,243) kod genotipa AA. Na osnovu iznetih rezultata
istrazivanja razli¢itih autora zapaza se da ne postoji konzistentnost i1 uniformnost u delu
koji se odnosi na povezanost genotipova za LTF gen sa pojavom veceg broja somatskih
¢elija u mleku. U ovom istrazivanju LTF gen kao molekularni marker nije pokazao
pouzdanost u procesima marker-asistirane selekcije (MAS) krava prema sklonosti ka

inflamaciji mle¢ne Zlezde.
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SUMMARY

The rapid development of molecular genetics during last three decades has facilitate the
direct analysis of the genome of animals and insight in gene structure and function, and
thus helped to a better understanding basis of genetic inheritance. Molecular-genetic
methods enabled access to the non-coding parts of the genome, which in mammals
make up more than 90% DNA (deoxyribonucleic acid). MAS (marker assisted
selection) or genomic selection showed a better result compared to the conventional
method of selection when generally low heritability traits are followed, as is the case
with resistance to mastitis. The primary objective in tests concerning appearance of
mastitis is the identification of candidate genes that are involved in the immune
response of the mammary gland. Lactoferin gene (LTF) is proved by many studies as a
valid molecular marker in monitoring the process of resistance to infection of the
mammary gland. The aim of this study was to investigate the polymorphism of LTF
gene and its impact on the health status of the mammary gland and production
characteristics of Holstein-Friesian breed in Serbia. The experiment included 100 cows
of different lactation age (1.-4. lactation) on a farm near Belgrade. Due to some health
issues that are not directly related to the research 10 cows were excluded. The animals
were equally distributed in groups by lactation age (x2 = 0.578; p = 0.902). DNA was
extracted from the blood and intron 6 from lactoferrin gene was amplified by PCR
(polymerase chain reaction). Using specific primers, two genotypes AA and AB of the
three possible (BB was not found) were identified by PCR-RFLP (PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism). In order to examine the health status of the mammary
gland and qualitative composition of the total milk production, each month through
standard lactation period of 305 days samples were taken from the milk. Somatic cell
count (SCC) was determined microscopically and the concentration of protein and fat in
milk was determined by spectrophotometry (MilkoScan). The pooled sample of 90
cows showed statistically significant (y2 = 40.894; p <0.001) representation of the
genotype AA (74 or 82.22%) compared to the prevalence of genotype AB (16 or 17.78
%). All genotypes (AA, AB and BB) were in the Hardy-Weinberg equilibrium (P =
0.3547). Distribution of A and B alleles in the observed population were 91.11% and
8.89%, respectively. This high number of homozygotes indicates reduced gene flow in

the examined population and a higher degree of genetic conservation. Production



characteristics of monitored genotypes did not differ significantly. The quantity of milk
protein in cows AA genotype ranged from 2.92 to 3.77% (Cv 5.95%) and in cows AB
genotype 3.05-3.46% (Cv 3.32%), while the amount of milk fat ratio were for AA
genotype 2.71 to 4.92% (CV 12.09%) and 3.12 to 4.56% genotype AB (Cv 8.68%).
Milk production varied within the limits of statistical significance. In cows with
genotype AA interval of variation in milk production was 12.92 to 49.17 L (Cv
23.72%), while in the cows AB genotype 16.5 to 40.83 L (Cv 20.07%). These results
suggest that polymorphism of genes for LTF has no effect on production performances
of HF cows and this conclusion is in accordance with previous researches. Somatic cell
count (SCC) present a parameter that most varied between these genotypes (CVAA =
116.84%, CvAB = 89.84%). The SCC ranged from 31200-2307000 in cows AA
genotype, and 28800-1030600 in cows AB genotype. Shapiro-Wilk's W test indicated
that the data do not follow a normal distribution model (PAA <0.001 and PAB = 0.027).
However, despite of homogeneous variances (for Levene's test F = 0.844; p = 0.361),
Mann-Whitney U test was used to determine the significance of differences in the
average number of somatic cells. The total number of somatic cells does not differ
significantly in cows of different genotypes according to U test (z = 0.095; p = 0.924).
Correlation analysis of genotypes found negative correlation between SCC and milk fat
(-0.363 and -0.341) in both AA and AB genotypes, while genotype AA showed a
negative correlation between age and lactation amounts of milk fat (-0.243) and the
production of milk and concentration protein (-0.243). According to previous
investigation there is no consistency and uniformity in the part related to the correlation
of genotypes for LTF gene with the emergence of a large number of somatic cells in
milk. In this study LTF gene as a molecular marker in cows, has not proved its
reliability in the process of marker-assisted selection (MAS) to tendency to

inflammation of the mammary gland.

Key words: lactoferrin, cows, polymorphism, PCR-RFLP, milk, proteins, milk fat,
somatic cell count, marker-assisted selection
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1. UVOD

Oboljenja mle¢ne zZlezde predstavljaju jedan od najvecih problema u intezivnoj
govedarskoj proizvodnji 1 predmet su istrazivanja mnogih nau¢nih radnika Sirom sveta.
U intenzivnoj proizvodnji mleka bolest, pored zdravstvenih problema moZze naneti
velike ekonomske gubitke. Podaci iz literature ukazuju da ovi gubici iznose preko 20%
od ukupnih gubitaka, a uglavnom zavise od stepena razvoja stoCarstva, odnosno mera
koje se sprovode u cilju suzbijanja mastitisa. Po nekim istrazivanjima na godiSnjem
nivou ti gubici iznose oko 200 dolara po kravi ili oko 550 litara po laktaciji. Pored
ekonomskih gubitaka dolazi i1 do iskljuivanja visoko vrednih grla iz proizvodnje Sto
automatski dovodi 1 do gubitaka genetskih resursa. Takode, mleko krava obolelih od
mastitisa je izvor infekcije za krajnjeg konzumenta tj. ¢oveka zbog visoko otpornih
toksina bakterija koje mogu da preZive termiCku obradu. Rezidue antibiotika koji se
koriste u lokalnoj 1 parenteralnoj terapiji takode mogu biti izuzetno opasni po zdravlje
ljudi. Mastitisi krava javljaju se u klinickom 1 subklinickom obliku. Klinic¢ki oblik
moze imati perakutni, akutni 1 subakutni tok bolesti. Naj¢eS¢a forma hroni¢nog toka
mastitisa predstavlja subklinicki mastitis. Klini¢ki tok bolesti je ipak dosta redak i1
obuhvata 3-5% krava u zapatu na godiSnjem nivou. NeSto vece probleme zadaje
dijagnostika subklinickih mastitisa, kod kojih se javlja poremecaj u funkciji mlecne
zlezde u smislu smanjene koli¢ine luenja 1 promena kvaliteta mleka. Prisustvo
subklini¢kog mastitisa se najsigurnije utvrduje nalazom patogenih bakterija u uzorcima

mleka kod krava koje ne pokazuju simptome bolesti.

Imajuéi u vidu sve navedene podatke danas se moderna stocarska proizvodnja
sve viSe oslanja na dobijanje genetskih selektiranith grla u pogledu bolje otpornosti

prema oboljenjima mle¢ne Zlezde.

Sa tim u vezi pracena je ekspresija odredenih gena povezanih sa pojavom
oboljenja mle¢ne zlezde. Danas postoji ve¢i broj radova u kojima je opisana njihova
uloga 1 znacaj u pracenju distribucije odredenih genotipova razli¢itih rasa krava na
razli¢itim geografskim podruéjima. Stepen heritabiliteta (h%) za broj somatskih ¢elija je
mali 1 iznosi od 0,04 do 0,24 u zavisnosti od rase, stadijuma laktacije u kom su vrSena
ispitivanja. Prilikom izbora genetskog markera neophodno je pracenje odredenih

parametara koji ovaj marker povezuju sa osetljivoS¢u, odnosno rezistencijom na



mastitis. Naj¢eSc¢e se kao parametri koriste broj somatskih ¢elija u mleku, dnevni prinos
mleka, sadrzaj masti, proteina i laktoze. Do sada je ispitano 943 kandidat gena, odnosno
povezanost njihove ekspresije sa razvojem mleCne zlezde, produkcijom mleka,
osetljivoSc¢u 1 rezistencijom na mastitis a od toga 15 markera (BolA-13, ILSRA 1 TLR4,
C5ARI1, CDI14, IFNG, IL1B, IL6, IL8, LBP, SAA3, TLR2, TLR4, TNF, LTF, B-4
defensin) koji mogu biti iskoriS¢eni u pracenju, mehanizma nastanka same infekcije 1
prirodne otpornosti krava na mastitis. S toga u okviru ove disertacije ispitivan je
polimorfizam gena za laktoferina koji se navodi kao mogu¢i kandidat gen u marker
asistiranoj selekciji mle¢nih krava 1 njegova pouzdanost u otkrivanju krava koje su

sklonije obolenju mle¢ne Zlezde.



2. PREGLED LITETATURE

2.1. Morfologija i fiziologija mle¢ne Zlezde

2.1.1. Morfologija mlecne Zlezde

Mlec¢na zlezda (glandula lactifera, mamma, uber, mastos) je slozena tubulo-
alveolarna kozna zlezda 1 pripada redu zlezda holoapokrinog tipa sekrecije.
Karakteristicna je za klasu sisara 1 njena primarna uloga je sinteza mleka u ishrani

novorodencadi. (Markovi¢, 1982)

Mlecna Zlezda predstavlja jednu od sekundarnih polnih odlika Zenki sisara, a
kod muzjaka ostaje po pravilu celog zivota u rudimentisanom stanju - mamma
masculina (laZne, ili pseudosise). Mlecna Zlezda ima izgled jedinstvenog organa, 1 kod
prezivara se nalazi izmedu zadnjih nogu u vidu kompaktnog, poluokruglog parnog
organa. Vime krave Cine Cetiri mamarna kompleksa, smeStena u ingvinalnoj regiji
ventralne strane kaudalnog dela tela. Mamarni kompleks se sastoji iz Zlezdanog tela -
corpus mammae i sise - papilla mammae. Zlezdano telo - corpus mammae, se sastoji od
zlezdanog epitela 1 intersticijalnog vezivnog tkiva sa nervima, krvnim i limfnim
sudovima. Vime krave je podeljeno na dve polovine - levu 1 desnu, a svaka se sastoji iz
dve mlecne Zlezde, jedne kranijalne i jedne kaudalne, sa po jednom sisom. Podela
vimena na Cetvrti je spolja slabo uocljiva. Funkcionalno svaka polovina vimena krave
moze da se podeli na prednju 1 zadnju Cetvrt, pri Cemu svaka Cetvrt samostalno 1
nezavisno funkcioniSe. Govori se o dvema prednjim 1 dvema zadnjim cetvrtima, pri
¢emu se veoma cesto konstatuje da su zadnje Cetvrti bolje razvijene od prednjih. Prednje
sise su duze od zadnjih 1 njihova duZina iznosi 7-9 cm, a zadnjih 5-7 cm. Kako mamarni
kompleksi medusobno ne komuniciraju, zapaljenski proces na jednom kompleksu ne

moze da se prenese na drugi.

Spolja, vime je prekriveno finom, mekom 1 elasticnom koZom, koja je
prekrivena retkom dlakom. Od spoljasnjih uticaja, vime je zasti¢eno kozom, koja na

spoljaSnjem otvoru sisnog kanala prelazi u sluzokozu. Na sisama, koza je grublja nego



na vimenu 1 srasla je sa podlogom. Osnovna uloga koze je da pokriva vime i da S§titi
unutrasnjost mlecne Zlezde. Vime je za ventralni deo trbusnog zida fiksirano pomocu
koze, povrsne i duboke fascije 1 ligamentum suspensorium, a fibro-elasti¢no tkivo levog
1 desnog suspenzornog ligamenta onemogucava istezanje, kada je zlezda ispunjena
mlekom. Suspenzorni sistem vimena - apparatus suspensorius mammarius je baziran na
dobroj povezanosti Zlezde za telo jedinke i ¢ine ga dve grupe ligamenata - medijalni 1
lateralni suspenzorni ligament. Medijalni suspenzorni ligament je najvazniji deo
suspenzornog sistema kod goveda. Izgraden je od elasticnog 1 fibroznog vezivnog tkiva,
ima sposobnost da se istegne kada se Zlezda puni mlekom, omogucavaju¢i tako
promene u veli€¢ini 1 masi mle¢ne zlezde. Ova struktura delimi¢no odvaja levu od desne
polovine vimena. OSteCenje ovog ligamenta dovodi do istezanja vimena 1 vece
predispozicije za nastanak povreda, posebno sisa. Lateralni suspenzorni ligament sadrzi
viSe kolagena nego elastina 1 oblaze vime sa spoljasnje strane. Osim koZze, vime je
obavijeno 1 dvema fascijama - povrSnom i dubokom, odnosno tankom vezivno-tkivhom

kaspulom.

Ispod fascije je kapsula, koja se sastoji iz vezivnog tkiva, koje sadrZi elasti¢na
vlakna 1 dosta masnog tkiva. Vezivnotkivna kapsula se sastoji od intersticijuma -
meduprostornog tkiva i1 parenhima - zlezdanog tkiva. Od kapsule u parenhim vimena
idu vezivnotkivni nastavci 1 dele ga na reznjeve - lobuse 1 reznjiCe - lobule, koji Cine
osnovu mle¢ne zlezde. Ti nastavci predstavljaju intersticijum vimena, koji je iste grade
kao 1kapsula. U intersticijumu leze krvni sudovi, nervi i odvodni kanali mle¢ne Zlezde -
ductus lactiferi. Izmedu intersticijuma se nalazi parenhim vimena. Najjace je razvijen u
odnosu na druge strukturne delove vimena u punom stadijumu laktacije 1 sastoji se iz
sitnih razgranatih kanali¢a, koji se Sire u sekretorne meSkove - alveole, koje se sastoje
od jednog sloja epitelnih ¢elija, koje leze na bazalnoj membrani. Debljina unutra$njeg
sloja sektretornih epitelnih ¢elija moze varirati od relativno visokih 8 pm kod delimi¢no
ispraznjenog vimena, do svega 3 pm kod vimena punog mleka (Gvozdi¢ 2010). Izmedu
epitelnih ¢elija 1 bazalne membrane su mioepitelne Celije, specijalizovane misi¢ne Celije
koje se pod dejstvom oksitocina, koji se sintetiSe u neurosekretornim celijama
hipotalamusa 1 deponuje u neurohipofizi, kontrahuju 1 posledi¢no dovode do pojacanog

lu¢enja mleka iz alveola (Adams, 1986).



Epitel mle¢nih alveola je niskoprizmatian u acinusima koji su relativno
neaktivni, a u toku aktivnosti, odnosno sinteze mleka, je visokoprizmatican, a apikalna
povrsina citoplazme $tréi u lumen alveola. U toku aktivne sekrecije, deo membrane sa
jednim delom citoplazme sa apikalnog dela celije otpadne u lumen alveola
(holoapokrini tip sekrecije). Alveole su opkoljene bogatom mrezom krvnih 1 limfnih
kapilara. Imaju posebnu membrana propria, oblozenu celijama. Mleko se stvara u
epitelnim celijama alveola, zbog Cega se ove celije zovu mlenim celijama 1
predstavljaju osnovne sekretorne jedinice mle¢ne zlezde. MeSkovi imaju odvodne
kanali¢e - ductuli lactiferi, koji su polozeni intralobularno. Ovi kanali¢i se medusobno
udruzuju 1 formiraju vece kanale - ductus lactiferi, koji su polozeni interlobularno.
Ductus lactiferi se ulivaju u mle¢nu cisternu - sinus lactiferi. 1z cisterne izlazi sisni
kanal koji vodi mleko kroz sisu - ductus papillaris. On se zavrSava malim otvorom na
vrhu sise - ostia papillaria, kroz koje prilikom muze ili sisanja, mleko dospeva u

spoljasnju sredinu. (Sijacki i sar. 1997)

Sise krave - papilla mammae su valjkaste 1 na njima nema dlaka, lojnih 1 znojnih
zlezda. Veli¢ina 1 oblik zavise od oblika i veli¢ine vimena i proizvodnje mleka. Prednje
su uglavnom duze od zadnjih. Imaju po jedan izvodni kanal - ductus papillaris, sa
jednim otvorom - ostium papillae. NajpoZeljnije su cilindri¢ne sise, sa tupim i
zaobljenim zavrSetkom, jer omogucavaju pravilno 1 ravnomerno isticanje mleka iz

vimena.

Kruzni miSi¢ - m. sphincter zatvara sisni kanal 1 na taj nain se sprecava da
mleko spontano curi iz napunjene cisterne ili izmedu dve muze, a ima 1 ulogu barijere t;.
sprecava prodor bakterija u unutra$njost vimena. Deo cisterne se nalazi i u sisi 1 zato se

cisterna krave deli na Zlezdani 1 sisni deo. Zlezdani je §iri, a sisni uZi.

Sisna cisterna (cisterna papile) - sinus lactiferi seu papillaris predstavlja
nastavak zlezdane cisterne (cisterne vimena) - sinus lactiferi seu glandullaris. U
zlezdani deo cisterne se uliva 8 do 12 kanala Zlezda, a funkcija cisterni je da deponuju
mleko. Prelaz zlezdanog u sisni deo je oznaCen prstenastim naborom sluzokoze —
Fiirstenbergova rozeta -miSiéni sloj u unutrasnjosti sisnog kanala, ¢ija je fizioloska
uloga da u potpunosti zatvori sisni kanal izmedu dve muzZe (Markovi¢, 1982). U zidu

ovog kanala je kruzni sistem miSi¢nih Celija 1 elasticnih vlakana - musculus sphincter



papillae, koji za vreme muze 1 sisanja omogucava da mleko prolazi u mlazevima kroz

sisni kanal u spolja$nju sredinu (Sijacki, 1997).

Vime je dobro snabdeveno krvlju. Krv dovodi a. pudenda externa koja
ulazi duboko u vime 1 daje ogranke za bazalne delove vimena (a. basalis cranialis et
caudalis) 1 limfne ¢vorove, ovi ogranci idu po osnovi vimena. Posle ulaska u parenhim
vimena, a. pudenda externa deli se na dva ogranka: arteria mammaria caudalis i arteria
mammalia cranialis. Najzad sve sinusne arterije se skupljaju oko proksimalnog dela
svake cisterne stvaraju¢i obru¢ iz kojeg idu ogranci za sise, a to su arteria papilaris
cranialis et caudalis. Venski sistem je mnogo jaCe razvijen nego arterijski. Pored vena,

koje odgovaraju arterijama, znatan deo krvi odlazi putem vena subcutaneae abdominis.

Regionalni limfni ¢vorovi krave mogu se podeliti na povrSinske 1 duboke. Svi se
oni ulivaju u supramamarne limfne ¢vorove 1 mogu se palpirati na bazi zadnjih Cetvrti

vimena.

Mlecna zZlezda je inervisana granama nervus spermaticus externus ili
ingvinalisa, a u njoj se nalaze 1 vlakna nervus simpaticusa (Sijacki 1997, Markovic¢

1982).

2.1.2. Fiziologija mle¢ne Zlezde

Mlec¢na Zlezda mladih Zivotinja do puberteta pokazuje neznatnu aktivnost. Sa
polnom zrelo$¢u razvija se mle¢na zlezda pod uticajem hormona ovarijalnog ciklusa
estrogena 1 progesterona, $to dovodi do strukturnih promena u smislu izduzavanja 1
rasprostiranja primarnih mle¢nih kanala (Cowie 1980). Zaceci formiranja mle¢nih
zlezda uocavaju se ve¢ u embrionalnom periodu u vidu pupoljka pokoZice u vezivu
(krznu). Jedan deo pupoljka ostaje povezan sa pokozicom, a onaj dublje u vezivu se
moze granati u viSe grana. Ove grane postepeno formiraju Supljine 1 pretvaraju se u
kanali¢e sa dvoslojnim niskoprizmati¢nim epitelom. Od dela povezanog sa povrSinom
pokozice formira se mali zaCetak bradavice - sise. Od svakog mamarnog pupoljka
razvice se posebna zlezdana struktura. Oko sedme nedelje graviditeta fetus je dugacak 9

cm 1 jasno se uocavaju ¢etiri mamarna pupoljka, koji odeduju mesto formiranja buducih



cetvrti vimena. Ponekad se mogu javiti dodatni mamarni pupoljci od kojih nastaju
prekobrojne sise. Deobom epidermalnih ¢elija ispod mamarnog pupoljka nastaje osnova
primordijalnog sisnog kanala 1 sinusa. Kada embrion dostigne veli¢inu od 19 cm,
primordijalna osnova sisnog kanala nesto je duza od sisa 1 na njenom unutrasnjem kraju
se pojavljuje Supljina, koja se $iri u proksimalnom smeru. Ovo proSirenje se postepeno
suzava kada dosegne sloj epidermalnih ¢elija na vrhu sise, dajuci tako zacetak buduceg
sisnog kanala (Hibbitt, 2004). Kada fetus dostigne duzinu od 35 cm, diferencirano je
viSe regiona buduce mlecne Zlezde: ovalni prostor u proksimalnom delu ispunjen
tecnoSCu, Sto predstavlja zaCetak buduceg sinusa mlecne zlezde, zatim neSto izduzeni
srediSnji deo, od kojeg nastaje sisni sinus, 1 uski sisni kanal, koji je joS uvek prema
spolja zatvoren keratinizovanim epitelnim celijama (Hibbitt, 2004). Dalje formiranje
mlecne Zlezde nastavlja se tako Sto se od epitela gornje povrSine mle¢nog sinusa
stvaraju sekundarni izdanci, koji se Sire u dorzalnom pravcu, prorastajuci sloj Celija
masnog tkiva. Kada se unutar sekundarnih izdanaka formiraju kanali, nastaje osnova za
10 1 viSe glavnih mle¢nih kanala. Iz mezenhima, koji se nalazi oko rudimentiranih
zlezdanih kanali¢a, diferenciraju se krvni i limfni sudovi, manja koli¢ina glatko-
miSi¢nog tkiva 1 fibro-elasticna stroma, sa posebno razvijenim delovima, gde se
formiraju suspenzorni ligamenti (Hibbitt, 2004).U graviditetu pocinje buran razvoj
mle¢ne Zlezde u organ za laktaciju. Kod goveda ve¢ u cetvrtom mesecu graviditeta
pocinje razvoj alveolarnog sistema. Razvoj kanalikularnog sistema zavisi od estrogena,
a za razvoj parenhima potreban je progesteron. U evoluciji mle¢ne zlezde, primarna 1
vode¢a uloga ipak pripada hipofizi, jer njeno otklanjanje oduzima i estrogenu i
progesteronu svaku stimulativnu akciju. Prema za sada poznatim ¢injenicama prolaktin
ima najja¢i mamogeni efekat koji je potpomognut delovanjem somatotropina hormona

rasta koji je samostalno neaktivan (Stoji¢ 1999)

Najjaci “mehanicki efekat* na mlecnu zlezdu ima oksitocin, koji izaziva
kontrakcije mioepitela oko mle€nih kanali¢a 1 dovodi do spuStanja mleka. Preduslov za
aktivniju ejekciju mleka su pretezno opSte mehanicke 1 termicke draZi papila ili sisa.
Nadrazaj za aktivnu ejekciju mleka javlja se aktom sisanja ili muze, i on se dalje prenosi
preko srednjeg lemiskus-a 1 nucleus supraopticus u hipotalamusu, a zatim do hipofize.

U neurohipofizi se izlucuje oksitocin, koji se stvara u nukleusima medumozga, a



akumuliran je u zadnjem reZnju hipofize. Delovanje oksitocina traje vrlo kratko, od 6 do

8 minuta (Markovi¢, 1982).
2.2. Fiziologija imunosti mle¢ne Zlezde

U poslednje vreme velika vaznost se pridaje prirodnim odbrambenim
sposobnostima mle¢ne zlezde. U nespecifi¢ne odbrambene mehanizme mogu se svrstati
prirodna barijera, koju Cine anatomsko pravilno razvijeno vime 1 sisa, epitel sisnog
kanala, Fiirstenbergova rozeta, kao 1 faktori rezistencije ¢itavog organizma (kondicija,
konstitucija). Ovi nespecifi¢ni faktori mogu se nazvati “prvom linijom” odbrane mle¢ne
zlezde od mikroorganizama. Kada mikroorganizmi produ ovu liniju odbrane i prodru u
cisternu srecu se sa “drugom linijjom” odbrane mlecne Zlezde, koju sacinjavaju
somatske celije u mleku, lizozim, laktoferin, komplement - nazvani jednim imenom
laktenini 1 imunoglobulini koji su odgovorni za specifican imunoloski odgovor. Prirodni
odbrambeni sistem u mlecnoj zlezdi se bazira na Cetiri mehanizma (Leitner, 2000;

Stoji¢, 2001):

1. fizicka zaStita, koju €ini intaktna koZa vimena;
2. fizicko-hemijska zastita, koju ¢ini keratin sa svojim baktericidnim dejstvom;
3. nespecificni imunoloski odgovor sa aktivacijom zapaljenske reakcije 1

4. specifi¢ni imunoloski odgovor koji ukljucuje aktivaciju imunocita.

Jedan od faktora koji doprinosi sniZenju rizika od bakterijske infekcije vimena je
svakako zdrava i neoSteCena koza vimena, a posebno na papilama — sisama. Stratum
corneum zdrave koze vimena je barijera za prodor vode sa povrSine prema unutra, kao 1
za gubitak te€nosti iz tkiva. Utvrdeno je da ako procenat vode u orozalom epitelu
opadne ispod 10% dolazi do njegovog pucanja (Blank 1 sar., 1953) i tada moze da dode
do gubljenja zastitnih kiselih materija koze, medu koje spadaju mlecna kiselina,
slobodne masne kiseline 1 aminokiseline (Raab, 1990). Ove promene u epitelu koze
pogoduju razmnozavanju patogenih bakterija (Staphylococcus aureus) na papilama, a

time 1 moguc¢nost nastanka intramamarne infekcije (Pankey 1 sar., 1984).

Smatra se da anatomski pravilno razvijeno vime 1 sise smanjuju mogucnost

pojave mastitisa. Pod tim se podrazumeva pravilan oblik vimena, kao i veliina sisa 1



sisnog kanala. Nije pozeljno da se u eksploataciju ukljucuju Zivotinje sa pasisama ili
nepravilnim oblikom sisa 1 sisnog kanala, jer to povecava rizik od nastanka mastitisa.
Sisni kanal je prose¢no dugacak oko 10 mm (3-18 mm), a pre¢nik mu iznosi 2 mm
(Hamann, 2000). U zidu sisnog kanala nalazi se sfinkter od glatko-miSi¢nog tkiva, koji
u periodu izmedu dve muZe zatvara sisni otvor. U membrani miSi¢nih ¢elija koje grade
sfinkter se nalaze brojni adrenergi¢ni receptori (oo 1 [ receptori), a neprekidna
stimulacija preko simpatikusnog dela autonomnog nervnog sistema odrzava sfinkter u
tonusu duze vreme. Za otvaranje sisnog kanala potreban je stimulus u vidu sisanja ili
muze 1 tada on ostaje otvoren ¢ak 1 20-30 minuta nakon muZze. Krave koje se lakSe muzu
imaju manju zastupljenost 3, receptora u odnosu na a, receptore (Vandeputte, 1982).
Ustanovljen je veci procenat infekcija kod zivotinja sa ve¢om prohodnoS¢u kanala.
Redovnom muZzom, tj. efektom ispiranja se moZe smanjiti broj mikroorganizama koji su

naselili sisni kanal.

Sisni kanal je iznutra oblozen viSeslojnim epitelom (stratum granulosum,
stratum corneum) koji je relativno deblji u odnosu na ostale delove koze goveda.
Stratum corneum odgovara sloju keratina koji zatvara lumen kanala izmedu dve muze.
Koli¢ina keratina u sisnom kanalu krece se u proseku oko 7 mg (2-14 mg) (Hamann,
1987). Keratin ima za$titnu ulogu tako Sto predstavlja mehanicku barijeru u sisnom
kanalu, posebno tokom kasnih faza perioda zasusenja. Osim toga zastitna uloga keratina
je da se na njemu absorbuju bakterije koje se deskskvamacijom orozalih epitelnih ¢elija
sisnog kanala izbacuju u spoljnju sredinu. Keratin u sisnom kanalu je bogat
esterifikovanim 1 neesterifikovanim masnim kiselinama, a posebno palmito-oleinskom i
linoleinskom kiselinom, koje imaju snazan antimikrobni efekat. Keratin predstavlja
mehanicku barijeru u sisnom kanalu, posebno u periodu zasuSenja. Genetski uticaj na
sadrzaj masnih kiselina u keratinu je visok 1 moze se koristiti za selekciju krava vise
otponih na mastitis. Iz keratina su izolovani katjonski proteini, kao $to je ubikvitin, koji
inhibira rast Streptococcus agalactiae i Staphylococcus aureus. Smatra se da se ovaj
protein, koji je pozitivno naelektrisan, vezuje za negativno naelektrisan zid
mikroorganizama i dovodi do poremecaja u osmotskoj regulaciji sa pojavom prodora

tecnosti i citolize (Nickerson, 1985).



Mileko sadrzi supstance koje inhibitorno deluju na adherenciju 1 razmnozavanje
bakterija, poznati pod nazivom laktenini. Naziv laktenini odnosi se na komplement,
lizozim, laktoferin i laktoperoksidazu (Tizard, 1996). U mleku zdravih Cetvrti nalazi se
veoma mala kolicina komponenti sistema komplementa, ali se moZe aktivirati
alternativnim putem (Rainard 1995). Buduéi da aktivacija alternativnim putem ne
zahteva prisustvo antitela to omogucava direktni nespecificni mehanizam odbrane koji
je aktiviran pre bilo kakvog oblika senzibilizacije (Tizard 1996). Komplement je sistem
koji se sastoji od proteinskih komponenti (C1-C9) 1 zajedno sa antitelima predstavlja
element humoralnog imunoloskog sistema (Rainard 1 sar., 1995). Predstavlja
nespecifican faktor imunoloske odbrane i njegova aktivnost je usmerena na bioloske
membrane, S§to ima za krajnji cilj njithovo oSte¢enje (Mihajlovi¢, 1983). Pored toga,
aktivisanje komponenti komplementa pobuduje neke vrste ¢elija (mastocite) da izlucuju
bioloski aktivne supstance (histamine), a hemotaksi¢nim uticajem privlae fagocite,
omogucavaju opsonizaciju i deluju flogisticno. Komponenta C5a sistema komplementa
je stimulator aktivnosti polimorfonukleara 1 deluje kao faktor pozitivne hemotaksije,

privlacec¢i neutrofile na mesto prodora bakterija (Schuster i sar., 1997).

Jedan od stalnih sastojaka mleka je lizozim. Lizozim nalazi u telesnim
teCnostima, kao Sto je pljuvacka, na povrsini sluzokoze nosne Supljine 1 digestivnog
trakta, kao 1 u mleku. Lizozim je bazni protein opisan joS od strane Fleminga 1922.
godine, a svoje baktericidno dejstvo ispoljava tako Sto cepa veze izmedu N-acetil
glukozamina i N-acetil muraminske kiseline u kompleksu mukoproteina Celijskog zida
bakterija (Tizard, 1996). Koncentracija lizozima u mleku je niska (0,13 mg/100ml) ali
se ona povetava za vreme infekcije. Vise autora navodi da krave sa niskom
koncentracijom lizozima u mleku oboljevaju u ve¢em procentu od mastitisa, Sto ukazuje
da koli¢ina 1 nivo ovog proteina u mleku moze biti pokazatelj predispozicije te jedinke
za pojavu mastitisa (Nickerson, 1985). Gram pozitivne bakterije su uopste osetljivije na
lizozim, zato Sto imaju mnogo jednostavniji Celijski zid, koji sadrzi visSe od 90%
peptidoglikana. Neke bakterije, kao Sto su stafilokoke, sadrze teihonsku kiselinu i druge
komponente, koje vezuju lizozim i sprecavaju difuziju do njegovog supstrata. (Bojani¢,

2000).
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U mleku se pored laktoferina nalazi 1 transferin, protein koji takode za sebe
vezuje gvozde. Za razliku od mleka glodara i1 kuni¢a, u mleku krava je koncentracija
transferina veoma niska (1mg/ml u kolostrumu, 0,02-0,04 mg/ml u mleku, 4-5 mg/ml u
krvnom serumu) (Sanchez, 1988). Transferin se ne sintetiSe u vimenu krava, ve¢ prelazi
u mleko iz krvi putem transcitoze. U toku mastitisa, njegova koncentracija u mleku se
povecava, prate¢i porast albumina 1 dostize 1 mg/ml kod mastitisa izazvanog sa E. coli

(Reinard, 1983).

Mileko sadrzi visoku koncentraciju laktoperoksidaze i jona tiocijanata (SCN). U
prisustvu egzogenog vodonik-peroksida, laktoperoksidaza moze da oksiduje SCN™ do
bakteriostatskih proizvoda, kao $to je oksid jona tiocijanata (OSCN’). Tiocijanat se
nalazi u mleku, posebno kod krava koje sa hranom unose dosta leguminoza, dok se
vodonik-peroksid moZze dobiti kako od neutrofilnih ganulocita, tako 1 od samih
mikroorganizama (streptokoke). Laktoperoksidaza se nalazi 1 u epitelu mle¢ne zlezde, u
koncentraciji od 2-35 mg/ml, a tiocijanat potice iz zelenih hraniva koje sadrZe prekusore

tiocijanata (1-10 ppm) (Nickerson, 1985).

Enzim ksantin oksidaza iz omotaca masne kapljice katalizuje stvaranje azot
oksida od neorganskog nitrita, koji u aerobnim uslovima dovodi do nastanka
peroksinitrita sa snaznim baktetricidnim dejstvom. Mleko krava koje ima visoku
aktivnost ksantin oksidaze, deluje bakteriostatski na E. coli, nakon dodavanje nitrita

(Hancock, 2002).

U mleku krava, u fizioloskim uslovima, se stalno nalaze razliiti tipovi Celija:
neutrofilni granulociti (polimorfonuklearni granulociti, PMNL), limfociti, eozinofili,
makrofagi i1 epitelne celije (Pillai, 2001). Ovaj ¢elijski sadrzaj je poznat pod nazivom
"somatske Celije u mleku" (milk somatic cells, SCC). U mleku krava iz zdravih Cetvrti
vimena najbrojnije ¢elije su makrofagi i njihov procenat se moze kretati izmedu 30-74%
od ukupnih ¢elija u mleku zdravog vimena (Burvenich 2000).Prema misljenju Wiltona
(1972) rizik od pojave klini¢kih mastitisa je veéi u zapatima krava sa povecanim brojem
somatskih ¢elija. Nasuprot tome sve viSe postaje jasno da je veoma nizak broj SCC
pracen povecanim rizikom od klini€kog mastitisa. Broj somatskih celija moze da
predstavlja pokazatelj subklinickih mastitisa 1 kao takav moze da posluzi u programu

selekcije. Uzgoj grla sa nizim brojem SCC treba da rezultira smanjenjem broja klinickih
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mastitisa, jer su SCC 1 klini¢ki mastitisi u pozitivnoj korelaciji (r=0.6.-0.80) (Mrode
1996). Broj SCC u mleku zdravih krava kreée se od 160-450 x 10°/ml, a prema
kriterijumima medunarodne mlekarske federacije, grani¢na vrednost broja ¢elija u 1 ml
mleka zdravih krava iznosi 500 x 10°/ml (Schalm, 1971). Na podetku laktacije, broj
somatskih celija moze da se krece 1 do 2.500.000 celija u ml (Frerking, 1961).
Diferencijalna bela krvna slika u mleku zdravih cetvrti pokazuje najve¢i procenat
polimorfonukleara (23,+9,8%), =zatim makrofaga (10,1+7,4%), 1 limfocita
(23,9+17,4%) od &ega je procenat pomagackih T limfocita 5£4,2% (Th limfociti CD4")
i citotoksi¢nih T limfocita 11,7+6,8, (Tc limfociti, CD8") (Chaffer 2000). Pillai (2001) u
svojim istraZzivanjima navodi da su u mleku zdravih krava predominantni ¢elijski tip
makrofagi, dok su neutrofili predominantni Celijski tip u toku infekcije. U uzorcima
mleka uzetim neposredno pre muze procenat polimorfonukleara je sli¢an kao u uzorku
ukupnog mleka (40-50%), dok u uzorku uzetom posle muZe procenat opada na svega
8% (O Brien, 1999). Broj ¢elija u mleku Siroko varira 1 zavisi od faze laktacije. Kako
laktacija odmice, povecava se ukupan broj i udeo neutrofila, a blizu zasusenju moze da
dostigne 1 40% (Concha, 1986). Prestankom izmuzanja, tkivo mlecne zlezde podleze
intenzivnim fiziolo§kim promenama. U pocetku zasuSenja, narocito u prvih sedam dana,
broj ¢elija poraste tako da dostigne oko 2-5 x 10°/ml, a posle toga opada i zadrzava se
na 1-3 x 10%ml (Mc Donald i Anderson, 1981). U toku procesa involucije broj
somatskih celija se povecava 1 do 1.000.000 celija/ml, verovatno kao posledica
prestanka muze, da bi se pred sam partus broj ¢elija ponovo smanjio na normalne
vrednosti (Schalm, 1971, Nickerson, 1985). Pocetno povecanje broja somatskih ¢elija u
periodu zasuSenja je verovatno posledica prestanka izmuzanja mleka kao 1 resorpcije
komponenti mleka. Ukupan broj ¢elija ostaje na visokom nivo kroz najveci period
zasuSenja. U toku zasuSenja, najc¢esc¢i tip ¢elija u mleku su makrofagi, dok kolostrum
pokazuje porast polimorfonuklearnih leukocita (PMNL), kao i kod svih infekcija
mlecne zlezde. U sekretu neinficirane mle¢ne zlezde tokom zasuSenja je povecan broj
makrofaga (48%) 1 limfocita (30%), dok je broj polimorfonukleara smanjen (22%). Broj
B limfocta se povecava u sekretu mle¢ne zlezde u zasuSenju (28%), a posebno je visok
u kolostrumu (40%) Sto objasnjava povecanu koncentraciju IgA u kolostrumu
(Nickerson 1985). Aktivnost leukocita kako iz krvi tako 1 iz mleka je sniZzena nedeljama

pre porodaja, a posebno u vreme telenja, a vraca se na fizioloski nivo 1-3 nedelje posle
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partusa. smanjena baktericidna aktivnost leukocita iz krvi znac¢ajno smanjuje njihovu
sposobnost za eliminisanje mikroorganizama iz mle¢ne zlezde (Saad 1989). U vecini
uzoraka mleka mogu se naci ¢elije sekretornog epitela vimena (Lee, 1980). U mleku se
mogu naci najCeS€e tri razliCite kategorije celija. Polimorfonuklearni leukociti -
neutrofilni granulociti su najceSc¢e ¢elije koje se mogu na¢i u mleku, sa jedrima od 2 do
5 segmenata. Veli¢ina im varira od 9 do 15 um. Mleko najviSe sadrzi neutrofilnih
granulaocita, a zatim eozinofilnih 1 najmanje bazofilnih garnulocita (Miljkovi¢, 1992).
Monociti bez lipidnih inkluzija se karakteriSu promenljivim i nejasnim oblikom
nukleusa sa difuznim hromatinom. Citoplazma ovih ¢elija moze biti 1 nekoliko puta
veca od jedra, a veliCina im se kre¢e od 8 do 18 pm. Monocita sa lipidnim inkluzijama
ima dve vrste. Jedna vrsta cCelija su tipicne masne cCelije mleka sa karakteristicnom
membranom oko fagocitnih vakuola. Druga vrsta celija je sli¢na prvoj, samo bez
karakteristicne membrane 1 manje je prisutna u mleku od prve vrste Celija. Limfociti su

karakteristicni po krupnom jedru i1 sa veoma malo prisutne citoplazme.

Epitelne celije poti€u iz alveola,mle¢nih kanala, cisterne 1 izvodnog kanala mlecne
zlezde. Veoma cesto se mogu naci tesno priljubljene jedna uz drugu ili u skupini. Jedro
je tamno obojeno 1 moze biti razliCitog oblika 1 veli¢ine, §to zavisi iz kog dela kanala
poticu (Lee, 1980). Ove celije spadaju u najkrupnije ¢elije mleka i1 njihova veli¢ina
iznosi 55 pum. Vrsta 1 broj ¢elija u mleku se menjaju u zavisnosti od fizioloSkog stanja
organizma (Kati¢, 2007). Promene u sastavu 1 koli¢ini mleka su jasno izraZene pri broju
¢elija ve¢em od 500.000/ml. Dalja analiza pojedinih sastojaka pokazuje korelaciju
izmedu intenziteta subklinickog mastitisa 1 smanjenja sadrzaja masti, suve materije bez
masti, kapa kazeina, alfa s-kazeina, vitamina B, 1 C, a povecanja koncentracije bovinih
serum albumina, beta laktoglobulina, alfa laktalbumina, katalaze, kisele fosfataze, aril
esteraze, sadrzaja hlorida i1 natrijuma, povecane aktivnosti plazmina i pri tome se
povecavaju pH 1 elektri¢na provodljivost u mleku. Ove promene dovode do smanjenja
termostabilnosti mleka, produzenja vremena koagulacije mleka 1 smanjenja odrZivosti
mleka (Kati¢, 2007, Santos 1 sar., 2003, Vangroenweghe 1 sar., 2002). Povecan broj
SCC je povezan sa smanjenjem proizvodnje mleka i promenama koje mogu dovesti do
produZenja vremena podsiravanja, zadrzavanje vece koli¢ine u siru, inhibiranja rasta
starter kultura, itd (Auldist i Hubble 1998). Povecan broj SCC je takode povezan i

smanjenjem koncentracije laktoze, dok pojedini autori navode da dolazi do neznatnih
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promena u koncentraciji masti u odnosu na mleko sa dozvoljenim brojem SCC
(Korhonen 1 Kaartinen, 1995).

Citokini su supstance proteinske prirode koje imaju ulogu slicnu hormonima,
reguliSu lokalnu zapaljensku reakciju, a putem cirkulacije mogu dospeti do udaljenih
organa 1 izazvati sistemsku reakciju. U kaskadnoj reakciji odgovora akutne faze,
citokini se luce od strane stimuliraju¢ih makrofaga, a to su: interferon-B (IFN-B),
interleukin (IL-1), IL-6, IL-8, tumor nekrozis factor-a (TNF-o) i1 ostali faktori
nespecificnog imunoloSkog odgovora (Burvenich 1 sar., 2000). Takode se oslobadaju
metaboliti arahidonske kiseline (prostaglandini i1 leukotrieni), histamin 1 serotonin,
komponente sistema komplementa (C3a i C5a, anafilatoksini) 1 baktericidni slobodni

kiseonikovi radikali (Burvenich 1 sar., 2000).

Limfociti u mleku i tkivu mle¢ne Zlezde su druga linija odbrane vimena od
infekcije. Osnovu za specificni imunski odgovor ¢ine limfociti koji se mogu naci u
mleku krava u svim fazama laktacije 1 ¢ine 1-2% ukupne populacije ¢elija. Limfociti
prepoznaju antigene preko membranskih receptora koji definiSu specifi¢nost,
raznolikost 1 memorijske karakteristike imunskog sistema, stoga ove celije imaju
znacajnu ulogu u odrdavanju integriteta mle¢ne zlezde (Mehrzad 1 Zhao, 2008), kao i u
odbrani od uzrocnika (Sordillo, 2002). Ispitivanja broja B-limfocita pokazuje da on
varira od 2 do 20% od ukupog broja ¢elija u mleku, dok procenat monocita u mleku se
kre¢e od 20% do ¢ak 60% (Park i sar., 1992). Nosioci humoralne imunoloske reakcije
su B-limfociti. Imunoloski zreli B-limfociti sintetiSu se u hematopoeticnim ogranima,
poseduju receptore koji su po prirodi imunoglobulini, 1 oni se nalaze u membrani.
Najpre se pojavljuju B-limfociti sa receptorima koji nose IgM, zatim IgG 1 na kraju B-
limfociti sa receptorima IgA (Mihajlovi¢ 1983). Prema funkciji T-limfocita moZe se
razlikovati nekoliko subpopulacija, koje se dele na efektorske 1 regulatorske.
Najzastupljeniji u populaciji T-limfocita su citotoksiéni CD8". Odnos CDS i CD4 ne
prelazi 1% (Park 1 sar., 1992). Najve¢i deo efektorskih celija specificne odbrane
organizma u epitelu mlecne Zlezde su T-limfociti. Oni nose na sebi posebnu vrstu TCR
markera koji su yo konfiguracije, a ekspresija posebnog gena (Vy7) ukazuje da bi ovi
intraepitelni limfociti mogli da budu nezavisni od timusa. Ispitivanja pokazuju da
postoje znadajne individualne razlike u broju polimoronukleara, makrofaga i CD4" T

limfocita u mleku zdravih krava (Leitner i sa. 1999) pri ¢emu su autori naglasili da nisu
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uoCene statisticki znacajne razlike zasnovane u broju svake vrste leukocita u toku
laktacije. Ovi nalazi ukazuju da postoje genetski zasnovane individualne varijacije u

populaciji leukocita u mleku (Leitner 1 sa. 1999).

Vecina imunoglobulina mleka poti¢e iz seruma, dok se sekretorni IgA 1 IgM
sintetiSu u samoj mlecnoj zlezdi i1 prelaze u mleko zajedno sa IgG antitelima.
Imunoglobulini G su funkcionalno monomeri, imaju molekulsku masu od 150.000 1
konstantu sedimentacije 7S. Ova populacija imunoglobulina sintetiSe se u organizmu pri
kraju imunoloskog odgovora, a maksimalna sinteza se odigrava u toku sekundarne

imunoloske reakcije. (Stoji¢, 1999).
2.3. Analiza genetic¢ke varijabilnosti

U analazi geneticke varijabilnosti, narocito proizvodnih osobina koriste se
morfometrijske, citogeneticke 1 biohemijske metode. Morfometrijske metode, odnosno
metode analize morfoloskih karakteristika, koriste se za analizu geneticke varijabilnosti
ukoliko se zna priroda geneticke determinacije posmatrane osobine (Stanimirovi¢ i
Stevanovi¢, 2012). Citogeneticke metode, koje podrazumevaju analize kariotipa
(hromozoma), omogucavaju otkrivanje promena u broju ili strukturi hromozoma kod
jedinki ispitivane populacije (Stanimirovi¢ 1 sar, 1993, Soldatovi¢ i sar., 1993) Ove
metode su omogucile veliki napredak u detekciji svih hromozomskih aberacija, a u
programima selekcije izuzetno su znaCajne za otkrivanje heterozigotnih nosioca
strukturnth hromozomskih aberacija, pre svega recipro¢nih 1 Robertsonovih
translokacija 1 njthovo blagovremeno isklju€ivanje iz odgajivackog programa
(Soldatovi¢ 1 sar. 1994a) Takode, u slucaju numeri¢kih hromozomskih aberacija,
citogenetiCka analiza daje zadovoljavajuce rezultate i moze se koristiti za utvrdivanje
numeriC¢kih odstupanja od normalnog kariotipa (npr. kod monozomije X hromozoma
kod kobila, 2n=63, XO; himerizma kod kobila i pastuva; trizomije polnih hromozoma
kod pastuva 2n=65; XXY 1 slicnih poremec¢aja kod drugih vrsta domacih Zivotinja)
(Soldatovi¢ 1 sar., 1994b). Dijagnostika kariotipovanjem je teSka, jer zahteva puno
vremena, tehnickog rada, troskova 1 iskustva. Uzorci krvi za citogeneticku analizu
zahtevaju posebnu temperaturu prilikom transporta i ¢uvanja. Takode, problem moze
izazvati 1 kontaminacija krvi 1 medijuma. Inace, morfoloski 1 hromozomski markeri

obi¢no pokazuju nizak nivo polimorfizma 1 stoga nisu posebno korisni kao geneticki
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markeri za analizu genetiCke varijabilnosti. Biohemijske metode, odnosno analize
proteinskih polimorfizama su dugo i1 obimno koriS¢ene za utvdivanje geneticke
varijabilnosti zbog ¢injenice da promene nukleotidne sekvence DNK (tj. gena) mogu da
dovedu do izmene primarne strukture kodiranog proteina. Analiza polimorfnih proteina
krvi (tipizacija krvnih grupa) 1 polimorfnih tkivnih proteina obavljane su radi
utvrdivanja 1 pracenja genetske strukture populacija. Medutim, nivo polimorfizama
uocenih kod proteina je cesto nizak, Sto smanjuje upotrebljivost “tipovanja proteina” u
proucavanjima diverziteta (Stanimirovi¢ 1 Stevanovi¢, 2012). Danas se analize proteina
smatraju prevazidenom metodom zbog veoma niske rezolucije, odnosno zbog velikih
ogranienja u ispitivanju geneticke varijabilnosti. Naime, analizom proteina mogu se
detektovati samo neki geneticki polimorfizmi. Jedan od razloga je izrodenost genetskog
koda, zbog Cega se ne mogu detektovati mutacije koje ne dovode do promene amino-
kiselinske sekvence (tzv. tihe mutacije) ¢ak 1 ako se obave analize amino-kiselinske
sekvence. Drugi razlog je Sto su analize amino-kiselinskih sekvenci proteina veoma
zahtevne (vremenski 1 finansijski), te se analize proteina naj¢eSc¢e obavljaju gel-
elektroforezom, koja ima jo$ niZu rezoluciju. Naime, elektroforeza se zasniva na tome
da proteini, koji se razlikuju po sekvenci amino-kiselina, imaju razli¢itu
elektropokretljivost (na gelu u rastvoru slabog elektrolita). Drugim re€ima,
elektroforetska separacija proteina zasniva se na razlikama u elektricnom naboju ili
razlikama u molekulskim masama kod razliitih proteina. Medutim, takvom analizom
se ne moze detektovati svaka promenu u sekvenci amino-kiselina, jer se neke zamene
amino-kiselina ne odrazavaju na elektroforetsku pokretljivost proteina (ukoliko se jedna
amino-kiselina u proteinu zameni nekom hemijski bliskom amino-kiselinom). Kona¢no,
navedeni metode omogucavaju analizu varijabinosti samo u kodiraju¢im regionima
DNK, koje predstavljaju manje od 10% ukupnog genoma kod sisara. Molekularno-
geneticke metode predstavljaju metode izbora za analizu genetiCke varijabilnosti,
obzirom da se njima otkrivaju razlike u samom molekulu DNK (tzv. DNK
polimorfizmi) koji podrazumevaju svaku razliku u nukleotidnoj sekvenci (unutar gena
1/ili nekodirajuc¢ih regiona DNK). Markeri kojima se detektuju razlike na nivou DNK
nazivaju se molekularni ili DNK markeri (Ivankovi¢, 2005). Molekularni markeri,
sposobni da detektuju geneticke varijacije na nivou sekvenci DNK, ne samo da su

prevaziSli ogranicenja prethodno koriS¢enth metoda (morfometrijske, citogeneticke,
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biohemijske), nego poseduju i1 jedinstvena geneticka svojstva koja ih ¢ine mnogo
korisnijim od ostalih genetickih markera. Oni su brojni i rasporedeni svuda po Citavom
genomu. Nasleduju se po Mendelovim pravilima, naj¢eS¢e ko-dominantno 1 ¢esto su
multialelni tako da se u proseku heterozigotnost ostvaruje u vise od 70%. Na njih ne
uticu faktori spoljaSnje sredine 1 generalno nemaju plejotropni efekat na lokuse za
kvantitativne osobine (quantitative trait loci-QTL). Obzirom da genska ekspresija nije
preduslov za analizu DNK metodama savremene genetike, koriS¢enjem molekularnih
markera moZze se vizuelizovati prakti¢no celokupan genom ukljucuju¢i nekodirajuce
regione (Stanimirovi¢ 1 Stevanovi¢, 2012). Brzi razvoj molekularne genetike tokom
posledenje tri decenije omogucio je direktnu analizu genoma Zzivotinja, proucavanje
strukture 1 funkcije gena, pa samim tim pomogao boljem razumevanju delovanja
nasledne osnove. Molekularno-geneticke metode omogucile su uvid u nekodirajuce
delove genoma, koje kod sisara ¢ine vise od 90%. DNK zapisa (Ivankovi¢, 2005). Zbog
svega navedenog, molekularno-geneticke analize nalaze primenu u svim oblastima
veterine, kao $to su: dijagnostika naskednih bolesti (Soldatovi¢ i sar., 1994a 1 1994b),
determinacija pola ptica (Vucievi¢ 1 sar., 2012), provera roditeljstva i1 verifikacija
pedigrea (Stevanovi¢ i sar., 2010), determinacija uzro¢nika virusnih, parazitskih i
bakterijskih infekcija (Stevanovic€ i sar, 2011, Gaji¢ 1 sar., 2013, Glavini¢ i sar., 2014),
otkrivanje genskih lokusa vezanih za ekonomski znacajne proizvodne karakteristike
(Maleti¢ 1 sar., 2013), forenzicke analize (Dimtrijevi¢ 1 sar., 2013). Posebno znacajna
oblast primene molekularno-genetickih analiza u veterinarskoj medicini je molekularna
dijagnostika koja podrazumeva otkrivanje mutacija koje su uzrok naslednih bolesti 1
utvrdivanje prisustva uzrocnika infektivnih bolesti. Molekularno-geneticke metode u
veterinarskoj medicini omogucile su znatno precizniju, brZu, jednostavniju 1 finansijski
isplativiju dijagnostiku u odnosu na tradicionalne metode (Schmitt 1 Henderson, 2005;

Uffo 1 Acosta, 2009).

2.4. Kandidat geni za mastitis i polimorfizam LTF gena

Tokom poslednjih nekoliko decenija u mle¢nom govedarstvu desile su se ozbiljne
promene u pristupu gajenja mlecnih grla. Ove promene odnose se na uslove drZanja,

ishrane 1 nege, ali najve¢i pomak doneli su novi pristupi u pogledu genske selekcije

17



mlecnih grla na visoku proizvodnju mleka. Visoka proizvodnja povlac¢i za sobom vecu
incidenciju pojavljivanja oboljenja mle¢ne Zlezde (Owen 1 sar., 1999). U intezivnim
uslovima gajenja ustanovljena je korelacija izmedu visoke proizvodnje mleka i pojave
oboljenja mle¢ne zlezde (Rogers 1 sar., 1991, Shutz 1 sar., 1994). Price 1 sar. (1998) su
na velikom uzorku krava iz 33 stada sa razli¢itim brojem laktacija dokazali da svakom
slede¢om laktacijom raste verovatnoca oboljenja mle¢ne Zlezde. Oni su izracunali da
genska korelacija izmedu broja somatskih ¢elija u mleku 1 pojave mastitisa iznosi 0,65 1
preporucili da se vrednosti broja somatskih ¢elija (SCC - somatic cell count) koristi kao
kriterijum za selekciju mle¢nih krava. Neka istrazivanja ukazuju da se u selekciji
mlecnih krava na otpornost na mastitise moze koristiti dubine vimena 1 duZina sisa
(Rogers 1 sar. 1991), oblik vrha i promera sisa (Chrystal 1 sar., 1999) kao 1 udaljenost
vrhova sisa od poda (Cergolj i sar., 2004). Medutim, ovako primenjivani principi
fenotipske selekcije nisu nasli znac¢ajnijeg udela u selekciji krava na pojavu oboljenja
mlecne zlezde. U sluCajevima gde se prate osobine koje su generalno sa niskim
heritibilitetom, kao S§to je slucaj sa otpornoS¢u na mastitis, MAS (marker asistirana
selekcija) 1li genomska selekcija pokazale su bolji rezultat u odnosu na konvencionalni
metod selekcije. Primarni cilj u ispitivanju kandidat-gena povezanih sa pojavljivanjem
mastitisa je identifikacija gena koji su ukljueni u proces imunog odgovora mlecne
zlezde. U literaturi se navodi viSe kandidat markera za mastitis (Pighetti 1 Elliott, 2012).
Ogorevc 1 sar. (2009) su pratili ekspresiju gena povezanih sa oboljenjima mle¢ne Zlezde
goveda, navodeci da je do sada ispitano 943 kandidat gena, odnosno povezanost njihove
ekspresije sa razvojem mlecne zlezde, produkcijom mleka, osetljivos¢u 1 rezistencijom
na mastitis. Navedeni autori isticu da od toga 15 kandidat gena (BolA-13, IL8RA,
TLR4, C5AR1, CD14, IFNG, IL1B, IL6, IL8, LBP, SAA3, TLR2, TLR4, TNF, LTF, B-
4 defensin) moze da bude iskoriS¢eno u pracenju, kako mehanizma nastanka same

infekcije, tako 1 prirodne otpornosti krava na mastitis (Ogorevc 1 sar., 2009).

Kandidat geni su prethodno identifikovani geni sa poznatom biohemijskom
funkcijom koji mogu uticati na neko svojstvo. Ukoliko bi gen iz npr. jedne vrste
zivotinja pokazivao visoki stepen homologije 1 odredivao vrlo slican fenotip, tada bi
takav gen mogao biti kandidat gen za odredeno svojstvo kod neke druge vrste Zivotinja.
Polimorfne varijante kandidat gena mogu se otkriti sekvenciranjem kodirajuce

sekvence. Polimorfni DNK markeri koji su susedni kandidat lokusu mogu se takode
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koristiti kao tip polimorfnih varijanti. Potom se statistickom analizom (npr. analizom
varijanse ili regresijom) utvrduje ucinak kandidat gena na varijabilnost kvantitativnog
svojstva, pri ¢emu se za analizu koriste fenotipska karakteristika za svojstvo od interesa
1 genotipa na kandidat lokusu. Ukoliko je fenotipska distribucija svojstava izmedu grupa
genotipova znaCajno razli¢ita, smatra se da kandidat gen ima znaajan uticaj na
istrazivano svojstvo ili se moZe povezati kroz neravnotezu povezanosti (LD,
eng.=linkage disequilibrium) sa nekim drugim lokusom koji ima fizioloSki efekt
(Blangero 1 sar. 1992). Ukoliko se utvrdi neravnoteza povezanosti, kandidat gen se
smatra markerom tesno vezanim uz gen koji kontroliSe svojstvo, a ukoliko nema
ravnoteze, populacija se nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi na nivou gena,
kandidat gen je uzrok fenotipske razlicitosti ili veza uopste ne postoji (Kusec, 2007). S
obzirom na dug generacijski interval, visoku vrednost svake jedinke, ali ograni¢ene
reproduktivne karakteristike krava, model marker-asistirane selekcije se pokazao kao
vrlo prihvatljiv u programima selekcije goveda u intezivnim uslovima drzanja. Primena
molekularne genetike u programima genetskog unapredenja zasniva se na individulnim
razlikama izmedu jedinki za specificne genske lokuse. U ovu svrhu mogu se koristiti 3
vrste polimorfnih genskih markera: direktni, kojima se otkrivaju funkcionalne mutacije,
LE markeri koji su povezani sa kodiranjem odredenih kvantitativnih osobina (QTL-
quantitative trait loci) 1 LD markeri, koji se identifikuju upotrebom kandidat gena ili
finim mapiranjem (Anderson, 2001). Prednost imaju direktni 1 LD markeri zbog
dosledne povezanosti genotipa 1 fenotipa. Poznato je da se genetski markeri koji su
znacajni za prac¢enje zdravlja 1 reproduktivnih parametara ne koriste u procesima MAS u
kojima su osnaova proizvodni rezultati. Zbog toga, veoma je vazno da se uspostavi
povezanost izmedu gena vezanih sa zdravljem 1 proizvodnim performansama
istovremeno. U okviru veceg broja studija, pracen je efekat nekih gena, kao Sto su IGF 1
wpredacki gen« — TF, 1 njihov uticaj na proizvodne karakteristike uprkos njihovom
primarnom uticaju na zdravlje, rast 1 reprodukciju (Sanz 1 sar. 2010, Szewczuk 1 sar.
2012). Ovo ukazuje na pleotropni efekat, odnosno da postoji povezanost izmedu gena
koji kodiraju neproduktivne karakteristike 1 karakakteristike vezane za visoku

proizvodnju mleka.

Gen za bovini laktoferin je mapiran na hromozomu 22q24 1 obuhvata 17 egzona. U

genskoj banci nalaze se sekvence gena u kojima su se desile mutacije, a mesta promene
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prepoznaje restrikcioni enzim Eco RI. Enzim Eco Rl izolovan je iz bakterije Escherihia
coli. Ovaj restrikcioni enzim preopznaje specificnu sekvencu nukletioda na jednom
lancu DNK (GAATTC) 1 vezuje se za restrikciono mesto izmedu G 1 A baze.
Restrikciono mesto ovog enzima je specificno u odnosu na druge enzime koji se koriste
u procesima rekombinacije DNK. Na LTF lokusu pronadena su 2 alela A i B, koji daju
3 moguca genotipa AA, AB, BB. ( Seyfert i Kuhn 1994, O Halloran, 2009). Arnould 1
sar. su 2009. godine objavili rad u kome su naveli da postoji polimorfizam gena za
laktoferin na egzonu 2 1 11 1 na intronu 8. Doust (2014) izveStava da se polimorfizmi
gena za LTF deSavaju i u kodiraju¢im 1 u regulartornim regionima (introni i egzoni).
Lee 1 sar. (1997) su pronasli polimorfizme na egzonu 4, 8,9, 11 1 15 i na intronu 4 LTF
gena. Mutacija na intronu 4 dovodi do zamene aminokiseline izoleucin u wvalin.
Potvrdeno je da se gen za laktoferin nasleduje kodominantno po Mendelovim pravilima
nasledivanja. Regulacija sinteze laktoferina je vrlo kompleksna 1 odnosi se na uticaj
hormonske stimulacije, infekciju, razli¢ite stadijume celijske diferencijacije 1 ishrane

(Cloose i sar., 1997, Teng 1 sar., 2002 1 Zheng 1 sar., 2005).

2.5. Laktoferin

Laktoferin (LTF) je bioaktivni glikoprotein pronaden u mnogim egzokrinim
sekretima ukljucujuéi suze, pljuvacku, mleko, sekret genitalnog takta. Postoji veci broj
radova koji se bazira na njegovom antibakterijskom delovanju in vitro i in vivo.
Sorenson 1 Sorenson su prvi izolovali laktoferin, iz mleka goveda, 1939. godine.
Istovremeno je (1960. godine), dokazan u tri nezavisne laboratorije kao glavni protein u
humanom mleku koji vezuje gvozde (Groves, 1960, Johanson 1960, Montreuil 1 sar.
1960). Zahvaljuju¢i porastu koncentracije LTF tokom vecéine inflamatornih procesa i
nekih virusinih infekcija, nekoliko autora klasifikovalo je laktoferin kao jedan od
proteina akutne faze (Gonzales-Chavez 1 sar, 2009). Porast koncentracije je u svim
bioloskim tecnostima, ali najvisi nivo je detektovan u samom sredistu inflamacije. Na
taj naCin, LTF ima Sirok spektar bioloskih funkcija, koje nisu iskljuivo vezane za

adherenciju molekula gvozda (Kanyschova i sar. 2001).
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2.5.1. Struktura i osobine laktoferina

Laktoferin je glikoprotein sa molekulskom masom od 80 kDa, koji pokazuje
visok afinitet za gvozde. Molekularna struktura 1 redosled aminokiselina koje ulaze u
sastav humanog laktoferina otrivena je 1984. godine (Metz- Bothigue i sar, 1984).
Laktoferin je ¢lan familije transferina, jer se njegova struktura 60 % poklapa u sastavu
sa tranferinima iz seruma (Goodman 1 Shambacher, 1991).
Izolovane su tri razli¢ite izoforme laktoferina. Laktoferin-a je forma koja vezuje
gvozde, ali bez ribonukleazne aktivnosti, dok laktoferin-f 1 laktoferin-y pokazuju
ribonukleaznu aktivnost, ali oni nemaju moguénost vezivanja gvozda (Furmanski i
sar,1989).
Laktoferin obuhvata jednostruki polipeptidni lanac, koji se sastoji od 703 amino
kiseline, podeljen u dva globularna lobusa (reznja) (Goodman i Schanbacher, 1991).
Ovi lobusi, C- (karboksi) 1 N- (amino) terminalni regioni, su povezani sa a-heliksom.
Svaki lobus sadrzi dva domena, poznati kao C;, C,, N;j 1 N,. Domeni kreiraju jedno
mesto za vezivanje gvozda na svakom lobusu. Molekul laktoferina sadrzi (u skladu sa
vrstom 1 proteinom) razli¢it broj mesta za potencijalnu glikozilaciju, ve¢inom na
povrsini molekula. Naj¢esc¢i saharid je manoza, oko 3% su heksoze, 1 1% heksozamini.
Stepen glikozilacije varira 1 odreduje stepen rezistencije na proteaze ili na veoma nizak

pH (Moore 1 sar.1997).
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NLOBE

Slika 2. Struktura molekula laktoferina (preuzeto P. Hyvonen, doktorska disertacija,
2010.)

Sposobnost laktoferina da vezuje gvozde dva puta je veca nego kod transferina,
koji mogu u nekim sluajevima da posluze kao donori Fe’™ jona za laktoferin. Jedan
molekul lakoferina moZe da veZe dva Fe’™ jona. Jedan karbonatni jon uvek je
istovremeno vezan laktoferinom za svaki Fe’" jon. Mada je ova veza veoma snaZna i
moze biti rezistentna na pH vrednosti 1 do 4, zasi¢enost ne moZe biti iznad 10% ukupno
(Mazurier 1 Spik, 1980). Postoje tri forme LTF u skladu sa njegovom zasi¢enoS¢u
gvozdem: apolaktoferin (gvozde slobodan), monofero forma (jedan Fe’™ jon) i
halolaktoferin (vezuje dva Fe’™ jona). Tercijarna struktura halolaktoferina i
apolaktoferina je razli¢ita (Jamenson 1 sar., 1998). Za vezivanje gvozda najvaznije su
Cetiri rezidue amino kiselina (histidin, dvostruki tirozin 1 aspartanska kiselina), dok je
argininski lanac odgovoran za vezivanje karbonatnog jona (Baker, 1994). Pored gvozda,
laktoferin je sposoban da vezuje velike koli¢ine drugih jedinjenja 1 supstanci, kao $to su
lipopolisaharidi, heparin, glikozaminoglikani, DNK, ili drugi joni metala kao Sto su
AP’ Ga¥*, Mn’", Co™", Cu®", Zn*" itd. Medutim, njegov afinitet za ove druge jone je

znatno nizi. Pored CO32', laktoferin moze da vezuje razliCite anjone, kao Sto su oksalati,
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karboksilati 1 dr. Na ovaj nacin, laktoferin moZe da utiCe na metabolizam 1 distribuciju
razli¢itih supstanci (Baker, 1994).

Sposobnost ¢uvanja veze sa gvozdem cCak 1 pri niskom pH, veoma je vazna,
naro¢ito na mestu infekcije 1 inflamacije gde, zahvaljuju¢i metabolickoj aktivnosti
bakterija, pH moze pasti ispod 4.5. U ovakvim situacijama, laktoferin takode vezuje
gvozde koje otpusti transferin, Sto omogucava njegovo dalje delovanje u cilju inhibicije
rasta bakterija (Valenti 1 Antonini, 2005). Pokazalo se da je laktoferin znacajno
rezistentan na razgradnju proteazama, pomocu tripsina i enzima sli¢nih tripsinu, (Iyer 1

Lonnerdal, 1993).

2.5.2.1zvori laktoferina u organizmu ljudi

Ekspresija LTF moZe biti prvo detektovana kod dvo- i ¢etvoro-¢elijskih embiona
tokom embrionalnog razvoja, zatim tokom stadijuma blastociste do implantacije.
Laktoferin ne moZe biti detektovan od vremena implantacije do polovine gestacije.
Kasnije, nalazi se u neutrofilima i epitelnim cCelijama formiranog reproduktivnog i
digestivnog sistema (Ward 1 sar, 1996).

Kod ljudi najvisi nivo laktoferina prisutan je u mleku 1 kolostrumu. Takode se
moze naci u vecini mukoznih sekreta kao S§to su uterusne teCnosti, vaginalni sekreti,
semena tecnost, pljuvacka, zu¢, pankreasni sok, sekreti tankih creva, nazalni sekreti 1
suze (Lonnerdal i Iyer, 1995; Kikuchi 1 sar., 2003).

Abrink 1 sar. (2000) su opisali proizvodnju laktoferina u bubrezima. LTF se
eksprimira 1 sekretuje u sabirnim tubulima i1 u distalnom delu tubula moZe se
reapsorbovati. Njihovi rezulati su pokazali da bubrezi proizvode LTF na specifican
nacin 1 samo mala frakcija ovog proteina sekretuje se u urin. Zato, LTF ima vaZznu
funkciju u imunoj odbrani urinarnog trakta 1 generalnom metabolizmu gvozda.

LTF je prisutan u relativno niskim koncentracijama u krvi, plazmi ili serumu
(Rumke 1 sar., 1971, Chung 1 sar, 1985, Scott 1989). Zna¢ajna razlika izmedu rezultata
(varira od 0.02 pg/ml do 1.52 pg/ml u krvi) koje su objavili navedeni autori, verovatno
je izazvana upotrebom razli¢itih analitiCkih metoda, tipa antikoagulanata, razlike u

zasi¢enosti LTF gvozdem, spontanoj polimerizaciji 1 intervala izmedu sakljupanja
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uzoraka 1 analize ili skladiStenja. Koncentracija LTF u plazmi moze 1 ne mora biti u
vezi sa brojem neutrofila (Baynes 1 sar., 1986). Koncentracija LTF u krvi raste tokom
infekcije, inflamacije, prekomernog unosa gvozda ili rasta tumora (Levay i Viljoen,

1995).

2.5.3.Regulacija sinteze laktoferina

Regulacija sinteze LTF zavisi od tipa ¢elije koja proizvodi ovaj protein. Koli¢ina
sintetisanog LTF u mle¢noj Zlezdi kontrolisana je prolaktinom (Green 1 Pastewka, 1978)
dok je proizvodnja LTF u reproduktivnim tkivima regulisana estrogenom (Teng 1 sar.,
2002). Sinteza LTF u endometrijumu stimulisana je estrogenom ali 1 epidermalnim
faktorom rasta (Nelson 1 sar., 1991). Egzokrine Zlezde proizvode i1 sekretuju LTF na
kontinuiran na¢in. U neutrofilima, sintetiSe se tokom njihove diferencijacije (kada se
promijelociti razvijaju u mijelocite) 1 zatim se skladisti u specifiénim granulama. Zreli
neutrofili zavrSavaju sa proizvodnjom LTF (Masson 1 sar., 1969).

Nivo LTF u plazmi kod Zena menja se od samog pocetka graviditeta. Zapaza se
progresivni rast koncentracije do 29-e nedelje, nakon Cega se postavlja na konstantan
nivo koji je visi od prosecnog (Sykes 1 sar., 1982). Nekoliko faktora mogu uticati na
ovaj porast: leukocitoza koja je udruzena sa trudnocom, selektivni porast LTF u
neutrofilnim granulama ili drugim organima kao S$to je endometrijum, posteljica i
mlecna zlezda (Levay 1 Viljoen, 1995).

Bioloske funkcije LTF su posredovane specifiénim receptorima na povrsini
target ¢elija. Ovi receptori su tipini za svaki tip ¢elija 1 mogu se na¢i na mukoznim
epitelnim celijama, hepatocitima, monocitima, makrofagima, polimorfonuklearnim
leukocitima, limfocitima, trombocitima, fibroblastima i1 nekim bakterijama kao $to su
Staphylococcus aureus ili Pseudomonas hydrophila. Neke ¢elije takode imaju ,,glavne
receptore®, koji ih osposobljavaju da vezu ne samo LTF nego i transferin ili laktoferine

drugih vrsta (Levay 1 Viljoen, 1995, Suzuki i Lonnerdal, 2002).
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2.5.4. Laktoferin kod Zivotinja

Laktoferin kod zivotinja sintetiSu neutrofilni granulociti, makrofagi 1 epitelne celije
vimena (Harmon, 1980). Koli¢ina laktoferina u mleku krava varira od 0,02-0,035
mg/ml, u zavisnosti od stadijuma laktacije. Glavna funkcija laktoferina je da zastiti
mlecnu zlezdu od infekcije koliformnim mikroorganizmima, posebno u fazi involucije,
aktivacijom fagocitoze 1 sistema komplementa. Conecely (2001) iznosi da laktoferin
pripada grupi transferin proteina zajedno sa transferin proteinima u jajetu
(ovotransferin), melanocitnim proteinom (melanotransferin) itd. Za laktoferin se vezuje
veliki broj uloga izmedu ostalog, reguliSe apsorpciju gvozda iz creva, podstice rast
¢elija epitela creva, ima zaStitnu ulogu protiv bakterijskih infekcija. Ova uloga
laktoferina dokazana je 1 u in vivo 1in vitro uslovima (Hagiwara 1 sar, 2003, Suzuki 1 sar
2005). Bakteriostatska uloga definiSe se sposobnos$c¢u laktoferina da vezuje gvozde u
medijumu 1 na taj na¢in onemoguci dalji rast bakterija. Gvozde je vrlo bitan element za
rast ve¢ine bakterija. [zvan organizma, bakterije su izloZzene uslovima u kojima je nizak
nivo gvozda, zbog prisustva gvozde vezujuceg proteina koji su zasic¢eni jonima gvozdja
svega 30-40%. Bakteriostatska forma LTF je ili apo-LTF ili delimi¢no zasien
LTFzbog toga §to potpuno zasiCena forma nema antimikrobnu aktivnost (Bishop 1
sar., 1976, Arnold 1 sar., 1982). LTF ima tendenciju interakcije sa negativno
naelektrisanim komponentama celijske membrane bakterija. Arnold 1 sar. (1982)
izvestavaju o direktnoj interakciji apo-LTF sa razliitim sojevima mikroorganizama,
koja rezultira inhibicijom njihovog rasta. LTF prouzorkuje naruSavanje lipoproteinskog
sastava cCelijske membrane gram-negativnih bakterija, Sto rezultuje povecanjem
permebiliteta iste (Ellison 1 sar., 1988) Ova uloga laktoferina je u pojedinim situacijama
ogranifena jer pojedine gram negativne bakterije su adaptirane na nedostatak gvozda.
Za bakteriocidnu ulogu laktoferina zaduzen je N-terminalni kraj ovog proteina koji
konformacijski moze da se veze za odredena mesta na ¢elijskoj membrani bakterija 1
dovede do nastanka oSte¢enja a samim tim 1 neutralisanja samih bakterija. U radu
Conecely-a (2001) istaknuta je 1 imunomodulatorska uloga laktoferina koji inhibira

lu€enje dva vrlo potentna medijatora zapaljenja, TNF-a 1 IL-1p.

Sam LTF deluje uglavnom bakteriostatski, ali sa drugim antimikrobnim
proteinima kao §to je lizozim, ima sinergisticki efekat 1 deluje baktericidno na gram-

negativne bakterije (Ellison 1 Giehl, 1991). E. coli i mnoge druge gram-negativne
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bakterije imaju povrSinske receptore, porine, koji formiraju propustljivu barijeru za
ulazak hranljivih supstanci 1 antibiotika preko spoljaSne membrane bakterija. LTF

prepoznaje ove porine 1 ima moguénost vezivanja za njih (Erdei 1 sar., 1994).

Pored bakteriostatskog dejstva, laktoferin ima sposobnost da zastiti parenhim
mlecne Zlezde od Stetnog delovanja slobodnih radikala kiseonika (Legrand, 2004).
Njegovu bakteriostatsku aktivnost inhibira citrat, koji se nalazi u mleku 1 kolostrumu, u
znatno viSoj koncentraciji od laktoferina. Aktivnost laktoferina je najveca u periodu
zasu$enja, kada je njegova koncentracija u sekretu mle¢ne zlezde najveca 1 iznosi 20-
100 mg/ml. Istovremeno je koncentracija citrata smanjena, dok je koncentracija
bikarbonata povecana (Legrand 1 sar., 2004). Koncentracija laktoferina pocinje da raste
2-4 dana od prestanka muze 1 linearno se povecava u toku perioda zasuSenja, kao
posledica povecane neto sinteze laktoferina u periodu involucije vimena. Tsuji 1 sar.
(1990) u svom radu navode da je koncentracija LTF 2 do 3 puta ve¢a kod multiparnih
nego kod uniparnih krava. Visok nivo LTF u kolostrumu primecen je u drugoj laktaciji.
Hagiwara 1 sar. (2003) izveStavaju da je koncetracija LTF u mleku statisti¢ki znacajno
povezana sa staroS¢u ali ne 1 sa stadijumom laktacije. Do relavantnih podataka vezano
za stadijum laktacije nije se moglo do¢i jer je uzet relativno mali broj uzoraka poreklom
iz razli¢itth mamarnih kompleksa. Takode, u istom istrazivanju Hagiwara 1 sar. (2003)
ustanovljeno je znacajno povecanje koncentracije laktoferina kod infekcije mlecne
zlezde specificnim patogenima (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus) u
odnosu na infekciju drugim patogenima. Istrazivanja Oliver i sar. (2000) ukazuju da
laktoferin moze da deluje kao stimulator procesa fagocitoze bakterija i omogucava
njihovo uklanjanje iz vimena. Laktoferin samostalno deluje bakteriostatski, ali delujuci

sinergistiCki sa lizozomom pokazuje baktericidini efekat prema gram negativnim

bakterijama (Ellison 1 Giehl, 1991).

Bakterije mogu da razviju nekoliko mehanizama za vezivanje gvozda. U
fizioloskim uslovima u organizmu gvozde je proteinski vezano, sa ciljem da se smanji
koncentracija neZeljenih slobodnih radikala. U odgovoru na gvozdem-inhibiran stres,
neke bakterije sintetiSu odredene helatne supstance, nazivaju se siderofore koje su
sposobne da vezuju Fe (Bullen i sar., 2005). Ove bakterije obicno poseduju odredene

membranske proteine koji imaju funkciju receptora u kompleksima gvozde-siderofora.
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Na primer, E. coli proizvodi helate enterobaktin 1 aerobaktin (Bullen 1 sar., 2005) 1
eksprimira receptore za Fe na membrani ¢elije kao $to je enterobaktin receptor FepA
(Lin 1 sar., 1998) 1 Fe-citrat receptor FecA (Lin 1 sar., 1999). Mnoge bakterije imaju
specificne spoljasnje receptore koji direktno vezuju Fe 1 ovi receptori su uglavnom

protein-specifiéni ili specijes-specificni (Schryvers 1 Morris, 1988)

Pored antibakterijskog pokazuje 1 antivirusno, fungicidno, antiparazitsko dejstvo kao 1
kataliticki efekat u enzimskim reakcijama. Smatra se da ima 1 antitumorski i
imunomodulatorni efekat (Adlerova i sar, 2008, Pawlik 1 sar, 2009). Zagulski 1 sar.
(1989) pokazali su da postoji protektivni efekat laktoferina tokom letalne bakterijemije.
Protektivni  efekat laktoferina podrazumeva inhibiciju produkcije nekoliko
proinflamatornih  citokina, uklju€uju¢i tumor-nekrozis faktor alpha (TNF-a),
interleukin-1p (IL-1PB) 1 IL-6 (Crouch i sar., 1992; Machnicki 1 sar., 1993; Haversen 1
sar., 2002). LTF menja imunski odgovor neutralisanjem slobodnih radikala (Britigan i sar.,
1989). Pojedini autori svrstavaju laktoferin u proteine akutne faze jer dolazi do
povecanja njegove koncentracije tokom akutne inflamatorne reakcije 1 odgovora
organizma na virusne infekcije (Kanyschkova 1 sar., 2001). Na celularnom nivou, LTF
menja funkciju antigen-prezentujucih ¢elija, ukljucujuéi migraciju i aktivaciju istih (Puddu 1
sar., 2009) Mleko je jedan od najvaznijih izvora laktoferina. Za razliku od drugih proteina
prisutnih u mleku, LTF se sekretuje najvise u mamarnim epitelnim ¢elijama tokom svih
faza laktacije, ukljucujuéi i period zasuSenja i laktacije. LTF je prisutan u mleku zene,
krmace, kobile, krave, bufala, ovce, koze, kamile, misa, slonice i lame (Stumpf iWelch,
2004; Baker, 2005; Conesa i sar., 2008). Kravlje mleko sadrzi 30 to 35 g/l proteina.
Proteini se mogu podeliti na kazein, koji ¢ini 80% proteina mleka, i proteine surutke, koji
¢ine preostalih 20% (Swaisgood, 1992). LTF u mleku je u vezi sa proteinima surutke oko
70%, a 30% je u vezi sa kazeinom (Oram i Reiter, 1968). Oko 0,75% proteina surutke
¢ine PB- i a-laktoglobulini (70-90%), imunoglobulini (10-15%), bovini serum albumin (5-
6%) B-kazein (1-2%) i drugi proteini <0, 5%. Ovu grupu drugih proteina ¢ine bioloSki
aktivni proteini, izmedu ostalih i LTF, kao i1 enzimi laktoperoksidaza i lizozim (Korhonen,
1995). Kod kravljeg mleka kao komercijalno najzastupljenijeg, nivo laktoferina kod
zdrave jedinke se kre¢e u opsegu od 0,02 do 0,2 mg/kg pri ¢emu se dramaticno
povecava kada je u pitanju zapaljenski proces lociran u vimenu (O Halloran, 2009). Ono

Sto je mozda zanimljivo istaci je da se koncentracija laktoferina dramaticno povecava
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kada je u pitanju infekcija odredene Cetvrti Streptococcus uberis-om ali ne postoji
signifikantno povecanje u koncentraciji ovog proteina kod drugih uzro¢nika bolesti
(Pawlik 1 sar., 2009). Laktoferin inhibira in vitro rast odredenih prouzrokovaca i najjaca
aktivnost uoCena je prema Esherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa (Kutila 2004,
Chaneton 1 sar., 2008). Postoje varijabilni rezultati kada je u pitanju mastitis
prouzrokovan Staphylococcus aureus-om i Klebsiella pneumoniae. Kod krava sa
mastitisom laktoferin se bori za gvozde sa bakterijama i1 njegova povezanost sa
infekcijom vimena moZe imati teoretski i prakti¢ni znacaj (Zhao 1 sar., 2008, 2009; O’
Halloran 1 sar, 2009, Wojdac Maksymiec, 2012). Guo (2010) istice da je bovini i
humani LTF znacajan anaboli¢ki faktor u koStanom tkivu 1 deluje stimulativho na
proliferaciju osteoblasta 1 hondrocita u in vitro uslovima. Lokalno aplikovan LTF kod
odraslih miSeva stimuliSe rast kostiju Sto ukazuje na uticaj LTF na rast kostiju 1 mogucu
primenu u terapiji osteoporoze. Poslednje studije ukazuju da LTF stimuliSe transkripciju
imunski vaznih gena u tankim crevima teladi (Yamauchi i sar., 2006)

Koncentracija laktoferina u kravljem mleku varira u zavisnosti od faze razvoja
mlecne zlezde i njene funkcije. Koncentracija LTF smanjuje se dva dana posle porodaja, sa
1-2 mg/ml u kolostrumu, na 0.01-0.1 mg/ml tokom rane laktacije. U procesima involucije
mlecne zlezde, koncentracija LTF se povecava postepeno do maksimalnih koncentracija,
koje iznose 20 mg/ml do 100 mg/ml (Schanbacher 1 sar., 1993). Povecanje koncentracije
pocinje 2 do 4 dana nakon pocetka zasuSenja i nastavlja se svakodnevno povecanje za 1, 15
mg/ml tokom prvih 14 do 21 dan zasuSenja. Maksimalna koncentacija LTF se ocekuje oko
3 do 4 nedelje zasuSenja (Welty i sar., 1976). Kolostrum je prva prirodna hrana za
novorodeno tele, i sadrzi nekoliko aktivnih molekula specifi¢éne funkcije, ukljucujuéi
faktore rasta i antimikrobne supstance, znacajne za proces pasivne imunizacije i zastitu od
infektivnih agenasa u toku prve nedelje Zivota. Antimikrobna aktivnost kolostruma se
uglavnom zasniva na delovanju imunoglobulina, ali kolostrum sadrzi i druge antimikrobne
faktore kao Sto je LTF, lizozim i laktoperoksidaza. Tsuji i sar. (1990) pronasli su dve
razli¢ite izoforme LTF, A i B, u kolostrumu. Koncentracija LTF-B bila je duplo veca od
LTF-A, 1 antimikrobna aktivnost prema E. coli bila je u korist LTF-A u odnosu na LTF-B.
Koncentracija LTF-A u kolostrumu je veca nego u nepromenjenom mleku, i LTF-A moze
imati znacajnu antimikrobnu ulogu kod novorodene teladi (Tsuji i sar., 1990). Kod mle¢nih
krava, koncentracija LTF u kolostrumu varira znaajno izmedu vrsta ali i1 jedinki: multipare

krave imaju dva do tri puta vecu koncentraciju LTF od priparnih. Kod tovnih rasa, nema
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znacajne razlike u koncentraciji LTF u kolostrumu u odnosu na paritet (Tsuji i sar, 1990).
Koncentracija LTF u mleku mle¢nih krava je Cetiri puta veca u odnosu na tovne (Gaunt i
sar., 1980). Sa druge strane, Hagiwara i sar. (2003) dosli su do zakljucka da je koncentracija
LTF umleku znacajno povezana sa staroS¢u krave, ali ne i sa fazom laktacije. Ipak, postoji
tendencija povecanja koncentracije laktoferina u ranim fazama laktacije u odnosu na
sredi$nji 1 zavr$ni period (Hagiwara i sar., 2003). U vezi sa tim Cheng i sar. (2008),
izveStavaju da je kocentracija LTF zavisna od stadijuma laktacije, ali ne i od pariteta.
Takode, isti autori su utvrdili da postoji negativna korelacija izmedu koncentracije LTF i1
laktoze. Ovo moze biti povezano sa rastom SCC koji inhibira proizvodnu aktivnost tkiva
mlec¢ne zlezde. Korhonen i Kaartinen (1995) pronasli su da je porast SCC uglavnom
povezan sa padom laktoze u poredenju sa normalnim, nepromenjenim mlekom. Lindmarh-
Mansson (2000) izvestavaju da je porast SCC povezan sa padom mlecnosti i promenama u
sastavu mleka. Rezultat pove¢anog broja SCC je i porast broja polimorfonukleara koji su
bitni za sintezu LTF. Krol et al. (2010) dosli su do zakljucka da rasa ima znacajnog utica
na koncentraciju LTF, i mleko poreklom od Simentalskih i Dzerzej krava predstavlja dobar
izvor LTF.

Regulacija funkcije LTF u mlecnoj zlezdi suStinski se razlikuje izmedu vrsta.
Aktivnost gena za LTF je jako osetljiva na estrogenu stimulaciju u reproduktivnim
organima ljudi i miSeva kao Sto su mlecna zlezda i uterus (Teng i sar., 2002b; Teng, 2006).
Koncentracija LTF wu sekretu mlecne zlezde zene i krave tokom razvoja, laktacije i
involucije mlecne zlezde se sustinski razlikuje, ali je dijagram promene koncentracije jako
slican; involucija inicira povecanje koncentracije LTF, slicno kod obe vrste (Lonnerdal i
sar., 1976, Welty i sar., 1976). Wang i sar. (2005) pronasli su da gvozde dodato u hrani ,

znacajno povecava ekspresiju LTF u mle¢noj zlezdi.

29



] o EGFR = S osSCcs
I BTAZ22
p ==
10 1
10M-
Jis 4§
Jzo
oFP
125 0 OXTR
20M- |
SELE | EMSPD
- 38
140
30M4
Jas | s
150 1
] 55
40M-
180 4
Jeas
] E*
som] ™ £ ATP282 ]
y =¥ bfg-rmir- 191
E | LTF CGiL4 CCR2
1 B0
1 } PPARG
EOM- (-1

Slika. Mesto lokalizacije LTF gena na 22 hromozomu goveda (preuzeto iz Ogorevc J.,
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3. CILJ 1T ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitivanje povezanosti genetskog polimorfizma laktoferin (LTF) gena
sa zdravstvenim stanjem mleéne Zlezde, kvalitetom mleka 1 proizvodnim
karakteristikama HF krava.

Za ostvarenje postavljenog cilja realizovani su sledec¢i zadaci:

1. Formiranje grupe do 100 krava HF rase starosti 2-7 godina drZanith u
kontrolisanim uslovima gajenja na farmama u blizini Beograda (Ad Napredak Stara

Pazova, 112).

2. Uzorkovanje krvi od svih jedinki u ogledu za ekstrakciju DNK za potrebe

analize LTF gena.

3. Uzorkovanje mleka svih jedinki u ogledu svakog meseca.
4. Odredivanje broja somatskih ¢elija (SCC) u uzorcima mleka.
5. Odredivanje koli¢ine mleka 1 ispitivanje sastava mleka (sadrZaj proteina 1

mlecne masti) u uzorcima ispitivanih krava.
6. Amplifikacija ciljne sekvence LTF gena PCR metodom.

7. Digestija dobijenih amplikona (PCR produkata) enzimom EcoRI (RFLP

metoda).

8. Ispitivanje polimorfizma LTF gena krava u ogledu analizom dobijenih produkata

digestije amplikona.

9. Analiza povezanosti utvrdenith polimorfizama LTF gena sa pracenim
parametrima zdravstvenog stanja mlec¢ne zlezde, kvaliteta mleka, i mle¢nosti ispitivanih

krava.

10. Statisticka obrada podataka
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

4.1.Materijal
4.1.1. Ogledne Zivotinje

Ogled je obuhvatao 100 mle¢nih HolStajn-Frizijskih (HF) krava izabranih
slu¢ajnim uzorkom na farmama AD Napredak Stara Pazova. Deset krava je u toku
ogleda isklju¢eno zbog razliCitih poremecaja zdravstvenog stanja koja nisu bila u
direktnoj vezi sa ogledom. U okviru grupe bilo je 23 krave (25,26%) u prvoj laktaciji,
22 krave (24,44%) u drugoj laktaciji, 20 krava (22,22%) u trecoj laktaciji 1 25 krava
(27,78%) u Cetvroj laktaciji. Ogled je izveden u periodu od januara 2012. do juna 2014.
godine podeljen u dva dela, prvi deo se odnosio na period januar 2012. do novembra
2013., i obuhvatao je 53 krave (6 iskljuceno) a drugi na period od decembra 2013. do
juna 2014. 1 obuhvatao je 47 krava (4 iskljueno). Sve krave su drzane u istim
zoohigijenskim 1 zotehnickim uslovima slobodnog sistema gajenja. Takode, sve krave
su dobijale priblizno sli¢an obrok u zavisnosti od proizvodne kategorije. Muzene su dva

puta dnevno, masinski.

4.2. METODE ISTRAZIVANJA
4.2.1. Uzimanje uzoraka mleka

Uzorkovanje mleka radi brojanja somatskih ¢elija vrSeno je jednom mesec¢no od svake
krave tokom perioda standardne laktacije (305 dana). Mleko krava u ogledu uzimano je
iz svake Cetvrti vimena u koli¢ini od 5 do 10 ml i ¢uvano u sterilnim epruvetama za
jednokratnu upotrebu. Pre uzimanja uzoraka, vime je obrisano krpom, dobro
natopljenom i iscedenom u dezinficijesu. Cis¢enje i dezinfekcija vrhova sisa i otvora
sisnog kanala vrSena je tako da je palcem 1 savijenim kaziprstom leve ruke prihvatana
sisa blizu vrha, stezana 1 povlacena da bi isteklo nekoliko kapi mleka u tankom mlazu, a
zatim je vrh sise brisan sa tamponom vate, natopljenim 70% alkoholom. Dezinfekcija je

vr§ena metodom "ka sebi” dok je uzimanje uzorka vr§eno metodom "od sebe”. Epruvete

32



su postavljene gotovo u horizontalni polozaj 1 iz svake Cetvrti izmuzano je nekoliko

mililitara mleka. Uzorci mleka su u ru¢nom frizideru dopremani u laboratoriju.
4.2.2. Uzorkovanje mleka za ispitivanje kvaliteta

Pribor za uzorkovanje mleka ¢ine neprozirne plastiéne posude proizvedene od
polipropilena sa gumenim ¢epom na vrhu. Posude moraju biti €iste 1 suve kako ne bi
uticale na ispravnost samog uzorka. Uzorkovanje je vrSeno jednom mesecno u periodu
od 4. do 6. dana u mesecu zajedno sa uzorkovanjem mleka za citoloski pregled. Uziman
je grupni uzorak od svake jedinke u ogledu (iz sve cCetiri Cetvrti). Pri tom je vrSeno
sanitarno pranje vimena i dezinfekcija vrha sisne papile maramicama natopljenim 70%

alkoholom.

4.2.3. Uzorkovanje krvi za molekularno-geneticka istrazivanja

Uzorkovanje 10 ml pune krvi za ekstrakciju DNK vrSeno je iz Vena coccigea
media (repne vene) jednokratno u epruvete koje sadrze kalijum-etilendiaminosiréetnu
kiselinu (K,-EDTA) kao antikoagulans. Sve epruvete su prethodno obelezene brojevima
krava pomoc¢u permanentnog markera. Krv je transportovana do laboratorije u ru¢nom

frizideru na ledu.

4.2.4.Sastav i ocena kvaliteta mleka

Pod sirovim mlekom, (SI. Glasnik Republike Srbije 21/09), podrazumeva se mleko
dobijeno redovnom, neprekidnom i1 potpunom muzom zdravih, pravilno hranjenih
muznih zivotinja, najkasnije 30 dana pre partusa i najranije osam dana posle partusa,
koje nije zagrevano na temperaturi viSoj od 40° C 1 kome nista nije dodato niti oduzeto.

Sirovo mleko treba da sadrzi najmanje 3,2% mle¢ne masti, da ima najmanje 3,0%
proteina, najmanje 8,5% suve materije bez masti, da je gustine od 1,028-1,034 g/cm?
pri temperaturi od 20° C, pH od 6,5-6,7, kiselost 6,6-6,8° SH, ima tacku mrznjenja koja

nije viSa od -0,520° C i da je rezultat alkoholne probe sa 72% etil alkoholom negativan.
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4.2.4.1. Odredivanje sadrZaja masti i proteina u mleku

Sadrzaj masti u mleku moze se odrediti na viSe na€ina. Za ispitivanje velikog
broja uzoraka mleka sa farmi koriste se instrumentalne metode koje su usaglaSene sa
standardnim metodama. U laboratoriji za mleko Departmana za stocarstvo
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, u kojoj su radena ispitivanja hemijskog
sastava mleka uzoraka krava iz ogleda, analize se vrSe na automatskom analajzeru
Milcoscan (Foss, Danska) koji funkcioniSe na principu merenja apsorpcije infracrvrnog

zracenja srednje duzine pri talasnoj duzini koja odgovara mle¢noj masti 1 proteinima.
4.2.5. Odredivanje ukupne mle¢nosti krava

Ukupna mle¢nost krava izraCunava se na osnovu dobijenih vrednosti mese¢nih kontrola
koje se saberu, podele sa brojem meseci kontrole (7) i dobijena vrednost pomnozi sa

305 (broj dana standardne laktacije).

Ukupna mle¢nost (Um)= Zbir kontrolnih vrednosti *30

7

4.2.6. Odredivanje broja somatskih celija u mleku

4.2.6.1. Pravljenje mikroskopskog preparata

Broj somatskih ¢elija ispitivan je svetlosnom mikroskopijom. Od svih uzoraka mleka
pripremljeni su preparati na slede¢i na¢in: na mikroskopsku plo¢icu preneto je 0,01 ml
mleka i razliveno na povr§inu od 1 cm’. Da bi se ovo postiglo koris¢eni su odgovarajuéi
kartoni ispod mikroskopske ploéice, sa ucrtanim kvadratom veli¢ine 1 cm”. Kada je
preparat osuSen (najmanje 24h) vrSeno je obezmasS¢ivanje 5 minuta ksilolom, zatim
suSenje 1 fiksiranje etanolom u trajanju od 5 minuta, 1 nakon suSenja obavljano je

bojenje ranije pripremljenom bojom.
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4.2.6.2. Priprema boje za somatske cCelije

- 375 ml etil alkohola, 130 ml destilovane vode 1 3 g metilenskog plavog
se kuva dok se boja potpuno ne rastvori, a zatim se filtrira kroz filter papir. U rastvor se
zatim dodaju dva rastvora, A i B:

- Rastvor A, 10 g bazi¢nog fuksina se rastvori u 100 ml etilalkohola 1 pre
upotrebe se filtrira kroz filter papir;

- Rastvor B, 10 ml anilina.

Svi rastvori se pomeSaju, blago zagreju, a zatim im se doda 25 ml 10% H,SO4 1
300 ml vrele destilovane vode, ponovo zagreje 1 minut i i na kraju filtrira. Ovako

pripremljena boja koristi se za citolosko bojenje ¢elija iz mleka.

4.2.6.3. Brojanje somatskih celija

Pomoc¢u mikroskopa broje se celije na preparatu, samo u poljima koja su
ispunjena mlekom. Broje se samo ¢elije sa jedrom. Uobicajena veliina ¢elija je 8um ili
vece. Ne broje se celije koje su manje od 4um. Ne broje se potpuno raspale celije,
kojima je jedro potpuno dezintegrisano. Ovakvi fragmenti mogu se uzeti u obzir ako je
vise od 50% jedarnog materijala vidljivo. Celijske nakupine ili slepljene ¢elije se broje
kao jedna ¢elija, izuzev ako jedarne jedinice nisu jasno izdvojene.

Prilikom brojanja, na preparatu se polazi od gornjeg levog ugla, obavezno se zanemari,
tj preskoc¢i ivica preparata od barem jednog vidnog polja, a zatim se vrSi brojanje
¢elijskih elemenata Citavom duzinom preparata, do krajnje donje ivice. ZabelezZi se
izbrojana vrednost celija duz vertikale, zatim se postupak ponavlja jo§ tri puta, odnosno
dok ne dobijemo zbir sa 4 segmenta (tj. 4 vertikale preparata). To se ostvaruje
pomeranjem vidnog polja tj. objektiva mikroskopa udesno pa se sledeca vertikala broji
odozdo sve do gornje ivice preparata. Kada dobijemo ukupan broj celija duz Cetiri

vertikale, dobijene vrednosti se sabiraju i to je N; vrednost.
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10mm

10mm

Slika 3. Princip brojanja somatskih ¢elija na preparatu (preuzeto A. Kos, specijalisticki

rad, 2012)

Brojanje celija se vr$i u segmentima preparata pri ¢emu je Sirina segmenta jednaka
pre¢niku vidnog polja (R) a duzina jednaka duzini preparata (10 mm). Broji se najmanje
4 takva segmenta. Izracuna se srednja vrednost broja somatskih ¢elija u jednom
segmentu (N¢/Np). Srednja vrednost broja somatskih celija po jednom segmentu

pomnoZi se sa Radnim faktorom. Radni faktor se izratunava po slede¢oj formuli:
RF = WyDxVy,
gde je:
W - Sirina preparata (10mm)
D¢ - precnik vidnog polja mikroskopa (R)
Vi — zapremina mleka upotrebljena za pravljenje preparata
Prema ovom obrascu, broj somatskih ¢elija se odreduje po slede¢oj formuli:
N =RFx (N/Np)
Il
N = WxN;/ DxNpxV i,
gde je:

W — S§irina preparata (10 mm)
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N; — ukupan broj izbrojanih somatskih ¢elija
Dy - precnik vidnog polja mikroskopa

Vi — zapremina uzorka (0,01 ml)

Slika. 4. Neutrofilni granulocit (1), Slika 5. Nakupine ¢elija-
polimorfonuklearni  granulocit u polimorfonulearni  granulociti 1
razgradnji (2) epitelne Celije

4.2.7. Ekstrakcija DNK iz krvi

Ekstrakcija DNK vrSena je na osnovu protokola proizvodaca Kapa-Biosystem. U
pripremljeno vodeno kupatilo, podeeno na 75°C, postavljaju se ependorf® epruvete sa
15 uL 10x KAPA Express Extract Buffer-a i 285 pl vode. 1z svake epruvete sa krvlju
uziman je uzorak krvi pomocu sterilnog brisa. Nakon toga u 300 pl pripremljenog
pufera potopan je bris i epruvete su zatvarane. Kako bi se uzorak S$to bolje
homogenizovao u samom rastvoru pufera svaka epruveta je dobro promesana na
elektriénoj mesalici. Ependorf epruvete su zatim postavljane u vodeno kupatilo 20
minuta na 75°C , a nakon toga menjan je temperaturni rezim i temperatura pove¢ana na
95°C u trajanju od 5 minuta. Nakon digestije u vodenom kupatilu uzorci su ponovo
promesani na elektricnoj mesalici. Kako bi se odvojio supernatant u kom se nalazi
ekstrahovana DNK uzorci su centrifugovani 1 minut na 1300 obrtaja/minuti. Pomoc¢u
automatske pipete uzimali smo 50 pl izolata prebacivali u nove ependorf epruvete
zapremine 1,5 ml u kojima je predhodno pripremljen 2 % rastvor stabilizuju¢eg TE

pufera. Ovako razredenu DNK deponovali smo u zamrziva¢ i ¢uvali na -20 °C.
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4.2.7. PCR amplifikacija fragmenta laktoferin gena

Za umnoZzavanje pracenog fragmenta laktoferin gena (amplikona) duZine 301
baznih parova kori$¢en je par prajmera: 5'-GCC TCA TGA CAA CTC CCA CAC-3'
5'-CAG GTT GAC ACA TCG GTT GAC -3'. (Woydac-Maksimiec 1 sar. 2006). SmeSa
za PCR reakciju je pripremana u minitubama u zapremini od 25 pl 1 sastojala se od 12,5
uL. KAPA 2G Robust HotStart ReadyMix ( Kapa Biosystems), po 1.25 ul svakog
prajmera i 10 pl izolovane DNK. PCR uredaj u kom su obradeni uzorci je Multi-Gene
Gradient (Labnet International Inc.). Temperaturni protokol c¢inila je inicijalna
denaturacija na 95 °C u trajanju od 2 minuta, zatim kroz 40 ciklusa smenjivali su se
procesi denaturacije na 95 °C u trajanju od 15 sekundi, hibridizacije prajmera na 60 °C
u trajanju od 15 sekundi i elongacija prajmera u trajanju od 15 sekundi na 72 °C.

Finalna elongacija odvija se na 72 °C poslednjih 8 minuta.

4.2.8. Polimorfizam u duZini restrikcionih fragmenata laktoferin gena

(RFLP-analiza)

Identifikacija laktoferin (LTF) genotipa izvrSena je RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism-polimorfizam u duZini restrikcionih fragmenata) metodom nakon
digestije PCR produkata pomocu restrikcionog enzima. RFLP analizom otkrivaju se
aleli koji se razlikuju po prisustvu, odnosno odsustvu restrikcionih mesta za enzime

(Botstein 1 sar., 1980)

4.2.8.1. Protokol za RFLP analizu

Digestija PCR produkata vrSena je prema preporuci proizvodaca restrikcionog
enzima EcoRI (Fermentas, USA) kao 30 pl reakcija koju €ine 17 pl dejonizovane vode,
2 uL green bufer fast enzim®, 1 pl EcoRI (5U/ pL) i 10 ul PCR produkta. Reakcija se
izvodi na temperaturi od 37 °C u termostatu u trajanju od 20 minuta a stopiranje

restrikcionog enzima izvrSeno je na temperaturi od 80 °C u trajanju od 5 minuta.

Digestovani fragmenati su obradeni elektroforetski u 2 % agaroznom gelu (Sigma-

Aldrich, Nemacka) sa TBE buferom u trajanju od 60 minuta. Vizuelizacija dobijenih
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fragmenata izvrSena je na UV lampi nakon potapanja gela u etidijum-bromid. DuZzina
fragmenata analizirana je primenom komercijalnog O’RangeRuler™ 50bp i 100 bp

DNA Ladder-a.
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5. REZULTATI

Ogled je obuhvatao 90 mle¢nih HolStajn-Frizijskih (HF) krava izabranih
slu¢ajnim uzorkom na farmama AD Napredak u Staroj Pazovi. Krave su bile podeljene
u 4 grupe pa je u prvoj bilo je 23 krave (25,26%) u prvoj laktaciji, u drugoj 22 krave
(24,44%) u drugoj laktaciji, u trecoj 20 krava (22,22%) u trecoj laktaciji 1 u Cetvrtoj 25
krava (27,78%) u Cetvroj laktaciji.

5.1. Distribucija genotipova

Nakon izolocije DNK iz krvi, tehnikom PCR-RFLP kod grla sa posmatranih
farmi pronadeni su genotipovi AA 1 AB. Genotip BB nije ustanovljen. U zajednickom
uzorku od 90 krava, konstatovana je statisticki vrlo znagajno veéa (x*=40,894; p<0,001)
zastupljenost genotipa AA ( 74 ili 82,22%) u odnosu na zastupljenost genotipa AB ( 16
11i117,78%). Prema Hardy-Weinberg jednacini odnos genotipova AA, AB 1 BB se nalazi
u ravnotezi (p=0,3547). Distribucija A alela u posmatranoj populaciji bila 91,11% a B
alela 8,89%.

Hw=p2+2pq+q2=1

Tabela 1. Raspored genotipova prema Hardy-Weinberg jednaCini ravnoteze

populacije
Genotip Broj jedinki Ocekivani  broj
jedinki
AA 74 74,71
AB 16 14,58
BB 0 0,71
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Tabela 2. Osnovni statisti¢ki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ () u%
Proteini 6 3,36 3,26 3,18 3,71 6,50
Mle¢na mast 6 3,90 3,89 2,89 4,81 16,16
1. 215234 AA
Ukupna mleénost 6 23,67 23,50 20,00 28,00 10,91
Ukupno SCC 4 2344700,00 | 2307000,00 595200,00 4169600,00 70,20
Proteini 6 3,30 3,26 3,00 3,85 9,03
Mleéna mast 6 3,78 3,88 3,39 4,01 6,26
2. 215114 AA
Ukupna mleénost 6 33,67 34,00 28,00 37,00 9,33
Ukupno SCC 6 355366,67 | 262400,00 41600,00 1028800,00 109,64
Proteini 6 3,32 3,20 3,12 4,00 10,17
Mleéna mast 6 3,59 3,60 3,20 3,91 6,32
3. 215280 AA
Ukupna mle¢nost 6 34,83 35,50 30,00 37,00 7,13
Ukupno SCC 4 424275,00 | 364050,00 46400,00 922600,00 103,06
Proteini 6 3,35 331 3,12 3,71 6,27
Mle¢na mast 6 3,64 3,62 3,22 4,00 8,49
4. 214593 AA
Ukupna mleénost 6 36,33 36,00 35,00 40,00 5,12
Ukupno SCC 4 402200,00 | 431200,00 163200,00 583200,00 43,69
Proteini 6 3,34 3,21 3,13 3,85 8,16
Mleéna mast 6 3,57 3,57 3,24 3,99 8,18
5. 213634 AA
Ukupna mle¢nost 6 41,67 40,50 33,00 49,00 14,37
Ukupno SCC 3 846133,33 867200,00 136000,00 1535200,00 82,71
Proteini 6 3,55 3,76 2,75 3,90 12,89
Mleéna mast 6 3,42 3,41 3,20 3,63 4,34
6. 213124 AA
Ukupna mleénost 6 49,17 51,00 38,00 54,00 11,96
Ukupno SCC 3 244000,00 137600,00 19200,00 575200,00 120,03
Proteini 6 3,18 3,16 3,00 3,53 6,21
Mle¢na mast 6 3,47 3,60 2,54 3,88 13,57
7. 212282 AA
Ukupna mle¢nost 6 31,67 34,00 23,00 38,00 17,49
Ukupno SCC 6 257525,00 | 243800,00 25600,00 684800,00 92,19
Proteini 6 3,18 3,17 3,01 3,39 4,36
Mleéna mast 6 3,58 3,48 3,22 4,16 9,93
8. 215421 AB
Ukupna mleénost 6 19,50 16,50 14,00 28,00 34,29
Ukupno SCC 6 318746,67 | 221600,00 66130,00 654350,00 77,85
Proteini 6 3,18 3,17 3,01 3,39 4,36
Mleéna mast 6 3,58 3,48 3,22 4,16 9,93
9. 215398 AA
Ukupna mle¢nost 6 19,50 16,50 14,00 28,00 34,29
Ukupno SCC 6 318746,67 | 221600,00 66130,00 654350,00 77,85
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 6 3,17 3,16 3,00 3,40 4,59
Mleéna mast 6 3,42 3,39 3,19 3,62 4,90
10. 215444 AB
Ukupna mle¢nost 6 28,00 30,00 22,00 32,00 15,49
Ukupno SCC 6 487306,67 518800,00 61440,00 870400,00 59,28
Proteini 6 3,18 3,16 3,01 3,51 5,56
Mle¢na mast 6 3,57 3,54 3,21 4,01 7,23
11. 215201 AB
Ukupna mle¢nost 6 35,00 34,00 27,00 46,00 24,64
Ukupno SCC 5 262400,00 65600,00 30400,00 1038400,00 165,96
Proteini 6 3,33 3,16 2,77 3,99 14,83
Mleéna mast 6 3,76 3,84 2,95 4,29 13,60
12. 214265 AB
Ukupna mle¢nost 6 37,83 37,50 35,00 42,00 737
Ukupno SCC 5 334080,00 40000,00 17600,00 1071200,00 139,29
Proteini 6 3,28 3,23 3,03 3,60 6,85
Mle¢na mast 6 3,65 3,60 3,43 4,00 5,60
13. 215424 AB
Ukupna mle¢nost 6 29,67 30,00 26,00 33,00 10,59
Ukupno SCC 5 1005813,33 433600,00 24000,00 3908266,67 162,82
Proteini 6 3,08 3,11 2,88 3,20 3,92
Mleéna mast 6 3,59 3,65 2,95 4,22 13,66
14. 215413 AB
Ukupna mleénost 6 30,50 31,50 23,00 35,00 13,24
Ukupno SCC 5 153920,00 108800,00 33600,00 411200,00 97,88
Proteini 6 331 3,29 3,09 3,60 5,75
Mleéna mast 6 3,43 3,43 3,29 3,60 3,42
15. 214456 AB
Ukupna mlec¢nost 6 40,83 40,50 35,00 48,00 12,14
Ukupno SCC 4 122350,00 28800,00 14400,00 417400,00 160,92
Proteini 6 3,16 3,17 2,75 3,60 8,58
Mle¢na mast 6 4,07 3,91 3,50 4,80 14,13
16. 214454 AA
Ukupna mlec¢nost 6 42,33 41,00 37,00 49,00 10,42
Ukupno SCC 5 204680,00 145600,00 17600,00 480000,00 90,02
Proteini 6 3,23 3,18 3,09 3,60 5,85
Mleéna mast 6 3,56 3,59 3,23 3,80 5,29
17. 214512 AA
Ukupna mle¢nost 6 40,33 41,00 37,00 42,00 5,12
Ukupno SCC 5 468630,00 366400,00 35150,00 980800,00 82,24
Proteini 6 3,46 3,42 3,08 3,99 11,11
Mleéna mast 6 3,89 3,71 3,50 4,66 11,61
18. 214581 AB
Ukupna mlec¢nost 6 29,83 29,50 22,00 40,00 22,07
Ukupno SCC 4 111560,00 121520,00 32000,00 171200,00 61,48
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Tabela 2. Osnovni statistiCki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 6 3,25 3,29 2,85 3,50 7,90
Mleéna mast 6 3,56 3,50 3,07 4,47 14,26
19. 214442 AA
Ukupna mle¢nost 6 43,17 42,50 36,00 50,00 14,08
Ukupno SCC 5 499523,33 516266,67 75200,00 955800,00 72,46
Proteini 6 3,39 3,47 3,05 3,60 6,97
Mleéna mast 6 3,76 3,76 3,13 4,84 16,74
20. 213456 AA
Ukupna mle¢nost 6 35,00 34,50 24,00 48,00 25,30
Ukupno SCC 5 157226,67 129600,00 102400,00 245333,33 41,01
Proteini 6 3,20 3,11 2,71 3,81 11,75
Mle¢na mast 6 3,78 3,69 3,21 4,60 12,61
21. 213889 AA
Ukupna mle¢nost 6 42,00 45,00 30,00 50,00 17,75
Ukupno SCC 6 225933,33 164800,00 62800,00 438400,00 65,52
Proteini 6 3,18 3,08 2,71 3,81 12,01
Mleéna mast 6 3,67 3,59 3,02 4,60 15,57
22. 212844 AA
Ukupna mle¢nost 6 43,00 45,00 36,00 50,00 13,32
Ukupno SCC 6 1277633,33 | 1327700,00 566000,00 1962800,00 38,73
Proteini 6 3,24 3,27 2,73 3,81 11,78
Mleéna mast 6 3,95 3,80 3,64 4,86 11,65
23. 213593 AA
Ukupna mle¢nost 6 33,17 32,00 26,00 42,00 20,22
Ukupno SCC 6 93608,33 91200,00 33600,00 182400,00 55,65
Proteini 6 3,42 3,36 2,99 3,87 9,91
Mleéna mast 6 3,59 3,34 3,01 4,81 19,06
24. 212855 AA
Ukupna mlec¢nost 6 33,33 34,50 28,00 36,00 8,83
Ukupno SCC 6 140141,67 150400,00 22400,00 211050,00 45,61
Proteini 6 3,41 3,35 3,12 3,91 8,49
Mleéna mast 6 3,63 3,64 3,21 3,92 7,21
25. 213113 AA
Ukupna mlec¢nost 6 42,17 41,00 34,00 50,00 13,37
Ukupno SCC 6 147808,33 93625,00 34800,00 517600,00 124,34
Proteini 6 3,45 3,28 3,12 3,99 10,93
Mleéna mast 6 3,58 3,62 3,10 3,98 10,06
26. 212748 AA
Ukupna mlec¢nost 6 38,67 38,00 36,00 44,00 7,96
Ukupno SCC 5 737680,00 718400,00 184000,00 1556000,00 77,80
Proteini 6 3,20 3,11 2,88 3,81 10,19
Mleéna mast 6 3,58 3,73 2,70 4,32 17,03
27. 213226 AA
Ukupna mlec¢nost 6 38,50 38,00 33,00 44,00 9,68
Ukupno SCC 4 95150,00 70400,00 28800,00 211000,00 87,32
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Tabela 2. Osnovni statistiCki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 6 3,23 3,22 3,19 331 1,38
Mle¢na mast 6 3,54 3,60 3,11 3,92 7,99
28. 213088 AA
Ukupna mle¢nost 6 38,67 42,00 25,00 45,00 20,28
Ukupno SCC 5 743820,00 | 441900,00 17600,00 2120000,00 116,49
Proteini 6 3,36 3,22 2,99 3,89 11,98
Mleéna mast 6 3,69 3,67 3,43 4,07 5,84
29. 214303 AA
Ukupna mleénost 6 39,67 39,50 27,00 52,00 20,34
Ukupno SCC 5 29120,00 36800,00 16000,00 38400,00 41,19
Proteini 6 3,14 3,05 2,83 3,69 9,43
Mle¢na mast 6 3,52 3,56 3,09 3,85 7,01
30. 214209 AA
Ukupna mle¢nost 6 33,33 35,50 23,00 40,00 21,77
Ukupno SCC 6 1618844,44 | 1704000,00 963200,00 2000000,00 27,44
Proteini 6 3,18 3,08 2,99 3,60 7,79
Mleéna mast 6 3,47 3,51 3,11 3,63 5,42
31. 214486 AB
Ukupna mle¢nost 6 38,00 37,50 28,00 46,00 20,18
Ukupno SCC 6 1273630,56 | 470325,00 19000,00 6008000,00 183,17
Proteini 6 3,05 3,00 2,94 3,24 3,61
Mleéna mast 3,39 3,42 2,94 3,75 8,75
32. 213741 AB
Ukupna mle¢nost 38,50 39,50 28,00 51,00 24,19
Ukupno SCC 5 664040,00 584800,00 296000,00 1387200,00 67,00
Proteini 6 3,06 3,08 2,88 3,19 4,23
Mle¢na mast 6 3,56 3,57 2,98 3,99 9,42
33. 213541 AA
Ukupna mle¢nost 6 41,83 41,00 33,00 55,00 19,97
Ukupno SCC 6 1135983,33 | 1207200,00 284700,00 2020800,00 57,68
Proteini 6 3,20 3,21 2,84 3,71 9,17
Mleéna mast 6 3,66 3,66 3,13 4,48 13,30
34. 214049 AB
Ukupna mle¢nost 6 39,00 40,00 28,00 46,00 15,47
Ukupno SCC 6 1875100,00 641300,00 44800,00 5148800,00 125,92
Proteini 6 3,19 3,22 2,70 3,89 12,89
Mle¢na mast 6 3,56 3,67 3,17 3,85 8,78
35. 213299 AB
Ukupna mle¢nost 6 35,83 37,50 25,00 47,00 24,80
Ukupno SCC 6 403800,00 193600,00 23600,00 1379200,00 131,49
Proteini 6 3,17 3,12 2,69 3,81 12,28
Mle¢na mast 6 3,25 3,32 2,01 4,13 21,73
36. 212756 AA
Ukupna mle¢nost 6 38,83 39,00 30,00 45,00 13,86
Ukupno SCC 6 969700,00 948000,00 670400,00 1363000,00 23,70
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 6 3,27 3,22 3,11 3,62 5,66
Mleéna mast 6 3,40 3,41 3,14 3,60 5,93
37. 212784 AA
Ukupna mle¢nost 6 35,83 34,50 29,00 43,00 15,53
Ukupno SCC 6 997688,89 775200,00 300800,00 2104000,00 64,29
Proteini 6 3,20 3,20 2,96 3,50 5,39
Mle¢na mast 6 3,50 3,59 3,24 3,60 4,28
38. 212655 AB
Ukupna mleénost 6 29,00 30,00 18,00 36,00 22,13
Ukupno SCC 5 1678421,60 | 1030600,00 22400,00 5132808,00 119,38
Proteini 6 3,38 3,38 3,22 3,56 3,81
Mle¢na mast 6 3,79 3,82 3,36 4,01 5,93
39. 215511 AA
Ukupna mle¢nost 6 33,17 33,50 26,00 39,00 16,56
Ukupno SCC 6 894658,33 517200,00 244800,00 2147200,00 84,97
Proteini 6 3,28 3,27 2,99 3,56 6,59
Mle¢na mast 6 3,61 3,78 2,66 3,91 13,06
40. 215574 AA
Ukupna mle¢nost 6 37,83 38,50 32,00 43,00 12,67
Ukupno SCC 6 140577,78 31200,00 17600,00 663200,00 182,76
Proteini 6 3,38 3,49 3,00 3,60 6,88
Mle¢na mast 3,71 3,85 3,00 3,91 9,48
41. 215549 AA
Ukupna mle¢nost 6 38,17 38,00 32,00 43,00 9,86
Ukupno SCC 6 853250,00 948550,00 33600,00 1609600,00 81,91
Proteini 6 3,45 3,49 2,99 3,70 7,44
Mle¢na mast 6 3,71 3,86 3,15 3,92 7,98
42. 215463 AA
Ukupna mle¢nost 6 33,17 33,50 26,00 38,00 12,42
Ukupno SCC 6 673200,00 741600,00 27200,00 1595200,00 82,36
Proteini 6 3,14 3,11 2,90 3,46 6,02
Mle¢na mast 6 3,61 3,87 2,90 4,04 13,29
43. 215486 AA
Ukupna mle¢nost 6 27,83 29,00 20,00 33,00 17,95
Ukupno SCC 5 80340,00 34850,00 14400,00 198850,00 102,50
Proteini 6 3,42 3,34 3,14 3,87 7,92
Mle¢na mast 6 3,63 3,63 3,24 4,12 9,70
44, 214457 AA
Ukupna mle¢nost 6 32,50 34,50 28,00 35,00 10,79
Ukupno SCC 5 325950,00 364800,00 30400,00 829600,00 100,13
Proteini 5 3,15 3,17 2,98 3,26 3,37
Mle¢na mast 5 3,61 3,48 3,00 4,87 20,88
45. 214245
AA Ukupna mlec¢nost 5 39,20 40,00 22,00 50,00 26,66
Ukupno SCC 4 222975,00 165600,00 47900,00 512800,00 96,24
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 5 3,35 3,38 2,98 3,60 7,10
Mleéna mast 5 331 3,44 3,00 3,51 7,28
46. 213439 AA
Ukupna mle¢nost 5 38,00 42,00 25,00 44,00 20,80
Ukupno SCC 4 317772,50 370400,00 35890,00 494400,00 63,03
Proteini 6 3,21 3,19 2,66 3,67 11,34
Mleéna mast 6 3,17 2,95 1,41 4,79 40,05
47. 095416 AA
Ukupna mle¢nost 6 29,87 30,35 23,30 35,30 16,81
Ukupno SCC 6 293833,33 198500,00 13000,00 926000,00 116,68
Proteini 6 3,23 3,34 2,62 3,72 12,64
Mle¢na mast 6 425 4,32 2,74 5,50 27,86
48. 703955 AA
Ukupna mleénost 6 33,48 33,55 30,50 35,20 4,88
Ukupno SCC 6 462333,33 89500,00 33000,00 2171000,00 182,77
Proteini 6 3,16 3,22 2,72 3,46 9,78
Mle¢na mast 6 3,99 4,31 2,53 5,48 28,86
49. 524108 AA
Ukupna mle¢nost 6 33,68 34,50 30,50 36,10 747
Ukupno SCC 6 81666,67 64500,00 44000,00 135000,00 51,27
Proteini 6 3,13 3,00 2,84 3,57 9,92
Mleéna mast 6 3,94 4,45 1,77 5,26 33,27
50. 837079 AA
Ukupna mleénost 6 38,72 40,60 30,00 46,40 16,75
Ukupno SCC 6 247000,00 143000,00 41000,00 646000,00 95,62
Proteini 6 3,28 3,35 2,78 3,74 11,08
Mleéna mast 6 3,40 3,53 1,57 5,08 33,51
51. 837088 AA
Ukupna mle¢nost 6 35,03 35,15 25,50 43,90 22,96
Ukupno SCC 6 4059166,67 | 1339500,00 143000,00 | 19330000,00 185,21
Proteini 6 3,76 3,51 2,93 5,48 24,76
Mle¢na mast 6 3,90 3,29 1,05 8,46 63,38
52. 524008 AA
Ukupna mle¢nost 6 19,20 20,65 5,20 28,00 42,57
Ukupno SCC 6 367000,00 294000,00 42000,00 875000,00 98,85
Proteini 6 3,36 3,50 2,49 3,85 15,45
Mleéna mast 6 4,92 4,95 3,89 6,59 19,14
53. 524405 AA
Ukupna mle¢nost 6 30,23 31,30 21,50 35,60 16,68
Ukupno SCC 6 200333,33 158500,00 55000,00 408000,00 77,13
Proteini 6 3,15 3,12 2,52 3,91 15,40
Mle¢na mast 6 4,32 4,27 2,21 5,81 29,91
54. 833098 AA
Ukupna mle¢nost 6 31,23 31,45 28,50 34,00 6,26
Ukupno SCC 6 81166,67 58000,00 24000,00 165000,00 76,26
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 6 3,38 3,20 3,02 4,01 11,37
Mle¢na mast 6 3,55 3,12 1,88 6,28 43,25
55. 524300 AB
Ukupna mle¢nost 6 28,75 31,85 13,90 37,80 31,53
Ukupno SCC 6 295333,33 245000,00 38000,00 703000,00 86,03
Proteini 6 3,08 3,19 2,47 3,30 9,95
Mle¢na mast 6 4,48 4,12 2,72 6,51 36,38
56. 524099 AA
Ukupna mle¢nost 6 26,27 25,70 21,90 29,70 11,60
Ukupno SCC 6 119333,33 94000,00 34000,00 232000,00 80,35
Proteini 6 3,21 3,28 2,74 3,54 9,52
Mleéna mast 6 4,34 4,39 3,05 5,22 16,49
57. 833071 AA
Ukupna mleénost 6 25,88 28,05 12,20 29,90 26,16
Ukupno SCC 6 266000,00 129000,00 65000,00 1010000,00 137,90
Proteini 7 3,13 3,20 2,61 3,51 10,25
Mle¢na mast 7 3,50 3,72 0,96 6,06 46,94
58. 524083 AA
Ukupna mle¢nost 7 36,51 37,00 26,90 43,40 14,25
Ukupno SCC 7 482142,86 309000,00 24000,00 1637000,00 117,20
Proteini 7 3,36 3,44 3,04 3,62 6,58
Mleéna mast 7 4,12 3,79 2,47 6,52 38,08
59. 703739 AA
Ukupna mle¢nost 7 31,71 34,40 24,30 36,80 17,31
Ukupno SCC 7 2391714,29 | 1495000,00 118000,00 9304000,00 131,82
Proteini 6 2,92 3,00 2,14 3,49 16,48
Mleéna mast 6 5,62 4,90 3,00 11,64 55,89
60. 524219 AA
Ukupna mle¢nost 6 34,28 34,75 29,20 38,40 12,98
Ukupno SCC 6 219500,00 175000,00 33000,00 465000,00 83,46
Proteini 7 3,15 2,98 2,82 3,78 11,46
Mle¢na mast 7 3,91 3,71 3,23 4,54 12,73
61. 524130 AB
Ukupna mle¢nost 7 27,64 29,30 14,50 36,10 26,23
Ukupno SCC 7 280428,57 69000,00 7000,00 1310000,00 170,06
Proteini 7 3,05 2,95 2,70 3,94 13,55
Mleéna mast 7 4,00 3,89 0,65 6,60 46,86
62. 524258 AA
Ukupna mle¢nost 7 35,37 38,70 28,00 40,60 16,10
Ukupno SCC 7 442857,14 265000,00 41000,00 1405000,00 113,92
Proteini 6 3,16 3,23 2,45 3,72 13,56
Mleéna mast 6 3,99 3,34 1,47 9,44 69,79
63. 703706 AA
Ukupna mlecnost 6 19,72 19,10 14,10 28,20 24,05
Ukupno SCC 6 412166,67 | 434000,00 183000,00 633000,00 50,38
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Tabela 2. Osnovni statistiCki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 7 3,31 3,26 3,07 3,73 6,13
Mleéna mast 7 5,64 4,56 3,64 12,45 55,57
64. 703868 AA
Ukupna mle¢nost 7 28,06 27,70 21,60 34,70 20,19
Ukupno SCC 7 350000,00 204000,00 88000,00 1245000,00 114,66
Proteini 7 3,15 3,23 2,69 3,47 9,83
Mleéna mast 7 4,56 4,39 3,38 5,56 16,25
65. 833041 AB
Ukupna mle¢nost 7 24,29 24,20 14,60 33,60 23,40
Ukupno SCC 7 445428,57 204000,00 48000,00 1327000,00 108,19
Proteini 4 3,45 3,48 2,60 4,22 25,71
Mleéna mast 4 4,63 4,70 3,85 5,27 14,03
66. 837035 AA
Ukupna mle¢nost 4 13,38 13,20 10,50 16,60 19,31
Ukupno SCC 4 285500,00 293500,00 103000,00 452000,00 51,90
Proteini 7 3,01 2,98 2,45 3,29 9,61
Mleéna mast 7 4,46 3,58 3,11 9,77 53,34
67. 524018 AA
Ukupna mle¢nost 7 2743 28,10 17,90 34,00 21,63
Ukupno SCC 7 812857,14 587000,00 125000,00 2276000,00 97,74
Proteini 6 3,32 3,38 2,81 3,69 9,49
Mle¢na mast 6 3,82 4,05 2,43 4,61 21,61
68. 524173 AA
Ukupna mle¢nost 6 29,48 31,40 14,70 40,00 30,70
Ukupno SCC 6 87833,33 33500,00 8000,00 220000,00 113,65
Proteini 7 3,29 3,46 2,80 3,60 10,53
Mleéna mast 7 3,87 3,79 3,17 5,04 16,70
69. 524302 AA
Ukupna mle¢nost 7 27,54 24,30 23,40 42,10 24,60
Ukupno SCC 7 990285,71 118000,00 41000,00 4243000,00 158,71
Proteini 7 3,00 2,99 2,78 3,33 6,89
Mleéna mast 7 3,58 3,82 0,73 5,55 4591
70. 669115 AA
Ukupna mlec¢nost 7 38,76 39,00 35,80 41,20 4,89
Ukupno SCC 7 61857,14 56000,00 21000,00 142000,00 63,26
Proteini 7 3,05 3,05 2,14 3,63 16,55
Mleéna mast 7 4,58 4,49 2,12 7,62 38,53
71. 524195 AA
Ukupna mlec¢nost 7 33,66 33,80 29,40 37,80 9,40
Ukupno SCC 7 337428,57 144000,00 22000,00 1719000,00 181,75
Proteini 6 3,26 3,33 2,77 3,56 10,12
Mleéna mast 6 4,04 4,08 1,91 6,37 36,61
72. 277525 AA
Ukupna mlec¢nost 6 30,92 31,20 27,80 34,60 8,84
Ukupno SCC 6 881833,33 341500,00 24000,00 2907000,00 131,59
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ (c)) u%
Proteini 7 3,09 3,27 2,55 3,36 9,96
Mleéna mast 7 4,04 4,43 2,55 5,38 24,71
73. 703872 AA
Ukupna mle¢nost 7 32,97 34,00 28,80 37,60 9,31
Ukupno SCC 7 1088000,00 86000,00 11000,00 6890000,00 235,44
Proteini 4 3,19 3,09 2,88 3,69 11,53
Mleéna mast 4 5,25 4,76 0,94 10,54 78,36
74. 833005 AA
Ukupna mle¢nost 4 34,65 34,50 31,60 38,00 8,45
Ukupno SCC 4 108750,00 87500,00 45000,00 215000,00 69,42
Proteini 6 3,15 3,28 2,61 3,37 9,25
Mleéna mast 6 4,77 4,91 3,16 5,84 18,43
75. 833088 AA
Ukupna mle¢nost 6 26,87 27,40 23,60 28,60 6,54
Ukupno SCC 6 235500,00 154500,00 101000,00 600000,00 80,13
Proteini 6 2,99 3,02 2,48 3,49 14,40
Mleéna mast 6 493 4,26 3,80 8,62 37,03
76. 833010 AA
Ukupna mle¢nost 6 26,82 29,50 14,40 31,70 24,27
Ukupno SCC 6 156500,00 69000,00 23000,00 633000,00 149,97
Proteini 5 3,17 3,39 2,77 3,43 10,64
Mleéna mast 5 4,03 3,87 2,20 6,90 43,49
71. 524412 AA
Ukupna mleénost 5 25,78 29,00 13,50 30,80 27,84
Ukupno SCC 5 181200,00 106000,00 32000,00 556000,00 119,45
Proteini 5 3,75 3,63 3,34 4,63 13,57
Mleéna mast 5 3,22 3,32 2,64 3,84 15,27
78. 833096 AA
Ukupna mlec¢nost 5 12,92 12,50 9,60 15,70 18,26
Ukupno SCC 5 740200,00 256000,00 161000,00 2165000,00 114,90
Proteini 5 3,03 3,02 2,83 3,18 4,35
Mle¢na mast 5 3,62 3,38 2,30 5,22 29,29
79. 703876 AA
Ukupna mlec¢nost 5 31,50 34,00 26,40 35,10 12,79
Ukupno SCC 5 163800,00 37000,00 14000,00 614000,00 155,97
Proteini 5 3,13 3,26 2,78 3,34 7,64
Mleéna mast 5 3,36 3,90 1,65 4,67 38,22
80. 703785 AA
Ukupna mlec¢nost 5 26,14 26,80 23,60 27,80 6,20
Ukupno SCC 5 130000,00 152000,00 15000,00 273000,00 85,88
Proteini 6 3,51 3,49 2,90 4,16 12,15
Mleéna mast 6 3,48 3,37 2,93 4,49 16,70
81. 524105 AA
Ukupna mlec¢nost 6 28,67 28,55 25,80 32,80 9,41
Ukupno SCC 6 101166,67 95000,00 44000,00 182000,00 45,04
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Tabela 2. Osnovni statisticki pokazatelji za posmatrane parametre kod ispitivanih krava

(nastavak)
Red. Aritmeti¢- Koeficijent
br. Br. Genotip Parametar Br. . ka sredina Medijana Minimum Maksimum varijacije
krave krave merenja @ () u %
Proteini 6 3,58 3,55 3,38 3,84 4,68
Mle¢na mast 6 3,39 3,24 3,01 4,14 13,10
82. 703699 AA
Ukupna mle¢nost 6 23,32 22,80 20,00 28,70 14,06
Ukupno SCC 6 166333,33 53000,00 19000,00 710000,00 161,79
Proteini 6 3,06 3,09 2,79 3,16 4,41
Mle¢na mast 6 2,83 2,54 2,24 4,30 26,46
83. 837091 AA
Ukupna mle¢nost 6 23,05 25,20 10,20 34,30 36,71
Ukupno SCC 6 798833,33 374500,00 134000,00 2776000,00 125,76
Proteini 3 3,73 3,74 3,52 3,94 5,63
Mleéna mast 3 3,87 3,65 3,62 4,35 10,66
84. 703969 AA
Ukupna mle¢nost 3 21,37 25,10 10,40 28,60 45,20
Ukupno SCC 3 151333,33 154000,00 38000,00 262000,00 74,02
Proteini 2 3,53 3,53 3,43 3,62 3,81
Mleéna mast 2 2,96 2,96 2,19 3,72 36,61
85. 524017 AA
Ukupna mle¢nost 2 17,75 17,75 15,70 19,80 16,33
Ukupno SCC 2 624000,00 624000,00 220000,00 1028000,00 91,56
Proteini 6 3,56 3,38 3,27 4,46 12,66
Mle¢na mast 6 3,93 3,93 2,55 5,27 22,24
86. 703733 AA
Ukupna mle¢nost 6 15,97 15,90 10,70 21,20 25,57
Ukupno SCC 6 592500,00 235500,00 154000,00 2407000,00 150,40
Proteini 3 3,71 3,69 3,35 4,08 9,85
Mleéna mast 3 4,57 4,10 3,86 5,76 22,62
87. 790440 AA
Ukupna mle¢nost 3 21,20 21,20 19,10 23,30 9,91
Ukupno SCC 3 125666,67 154000,00 68000,00 155000,00 39,74
Proteini 3 3,55 3,57 3,44 3,63 2,74
Mleéna mast 3 4,06 4,41 2,79 4,97 2791
88. 95412 AA
Ukupna mlec¢nost 3 17,20 18,20 12,00 21,40 27,79
Ukupno SCC 3 254333,33 259000,00 174000,00 330000,00 30,71
Proteini 4 3,77 3,78 3,46 4,08 6,86
Mle¢na mast 4 4,03 4,13 2,64 5,21 29,04
89. 703613 AA
Ukupna mlec¢nost 4 21,33 22,20 13,90 27,00 26,76
Ukupno SCC 4 118500,00 68000,00 58000,00 280000,00 90,95
Proteini 2 3,56 3,56 3,33 3,78 8,95
Mleéna mast 2 2,71 2,71 0,66 4,75 106,92
90. 703946 AA
Ukupna mlec¢nost 27,60 27,60 26,30 28,90 6,66
Ukupno SCC 2 115000,00 115000,00 14000,00 216000,00 124,20
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Slika 6. Rezultati PCR reakcije za laktoferin gen, 2% agarozni gel obojen
etidijum bromidom, M-lader 100 bp, uzorci 1-10

11 12 13 14 ™M

.

Slika 7. Rezultati PCR-RFLP reakcije za LTF gen, 2% agarozni gel, restrikcioni
enzim Eco RI. Genotip AA: uzorci 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13. Genotip
AB: uzorci 1 114. M lader 100 bp.

Slika 8. Rezultati PCR-RFLP reakcije za LTF gen, 2% agarozni gel, restrikcioni
enzim Eco RI. Genotip AA: uzorci 16, 17, 18, 19, 21, 22, Genotip AB: uzorci 20 i
23, uzorak 15 negativna kontrola, M lader 50 bp.
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U uzorku od 90 krava grla nisu bila ravnomerno izabrana iz starosnih grupa

(x*=17,333; p=0,004). Njbrojnije su bile krave stare 4 godine, a najmanje je bilo krava

starth 7 godina (najstarijih) 1 2 godine (najmladih).

Tabela 3. Starosna struktura posmatranih grla (u %)

Starost krava Prvi deo | Drugi  deo Ukupno
(god) ogleda ogleda (A+B)
A B

2 19,57 - 10,00

3 10,87 15,91 13,33

4 28,26 27,27 27,78

5 19,57 25,00 22,22

6 17,39 22,73 20,00

7 435 9,09 6,67

U uzorku od 90 grla raspored krava po laktacijama bio je ravnomeran (x’=0,578;

p=0,902), tj nije se statisticki znacajno razlikovao broj krava u laktacionim grupama.

Tabela 4. Raspored krava po laktacijama u uzorcima sa posmatrane farme (u %)

Br. Prvi deo | Drugi  deo | Ukupno (A+B)
Laktacije ogleda A ogleda B

1 30,43 20,45 25,56

2 23,91 25,00 24,44

3 19,57 25,00 22,22

4 26,09 29,55 27,78
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5.2. Rezultati odnosa krava prema genotipu i starosti

Grla genotipa AA imala su 2-7 godina 1 nisu ravnomerno rasporedena po

godinama starosti (y*=16,491; p=0,006). Najéesca su sa 4 i 5 godina starosti, a najmanje

je starih 2 17 godina.

Tabela 5. Raspored krava prema starosti i genotipu

Starost krava | Genotip AA Genotip AB
(god) . .
broj krava | % broj krava | %
2 5 6,76 4 25,00
3 9 12,16 3 18,75
4 19 25,68 6 37,50
5 18 24,32 2 12,50
6 17 22,97 1 6,25
7 6 8,11 - 0,00
Ukupno 74 100,00 | 16 100,00

Prema starosti heterogenije su krave u okviru genotipa AB. Podaci za starost

krava genotipa AA nisu normalno distribuirani (Shapiro-Wilk W=0,935, p=0,001), a za

genotip AB jesu (Shapiro-Wilk W=0,906; p=0,100). Varijanse ove dve grupe su
homogene (Levene F=0,467; p=0,496). Rezultati Mann-Whitney U testa (z=2,903;

p=0,004) ukazuju da su posmatrane krave genotipa AA vrlo znaCajno starije od

posmatranih krava genotipa AB.
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Tabela 6. Raspored krava razli¢itih genotipova po starosti

- Aritmeti¢ka Medijana | Min. | Max. Standardna | Koeficijent Standardna
enotp | sredina devijacija | varijacije (%) | greska

AA 4,69 5,00 2,00 7,00 1,35 28,88 0,16

AB 3,56 4,00 2,00 6,00 1,21 33,95 0,30

5.3. Rezultati odnosa krava prema genotipu i laktacijama

Medu posmatranim kravama sa genotipom AA najve¢i deo (31,08%) je

imao 4 laktacije (maksimalan broj), dok su medu kravama sa genotipom AB bile

najzastupljenije krave sa jednom laktacijom (43,75%)-minimalan broj.

Tabela 7. Raspored krava prema laktacijama 1 genotipu

Laktacija Genotip AA Genotip AB
broj krava | % broj krava | %
1 16 21,62 7 43,75
2 17 22,97 5 31,25
3 18 2432 2 12,5
4 23 31,08 2 12,5
Ukupno 74 100,00 16 100,00

Grupa krava sa genotipom AA, kao 1 grupa krava sa genotipom AB nije bila

homogena prema broju laktacija (koeficijenti varijacije su ve¢i od 30%). Prema

rezultatima Levene-ovog testa varijanse ovih uzoraka su bile homogene (F=1,656;

p=0,201). Rezultati Shapiro-Wilk-sovog testa ukazuju 1 da raspored grla po broju

laktacija vrlo znacajno odstupa od teorijskog modela normalne raspodele za genotip AA

(W=0,846; p<0,001) 1 za genotip AB (W=0,809; p=0,004). S obzirom na ove
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karakteristike podataka testiranje razlike u prosenom broju laktacija krava sa
genotipom AA 1 genotipom AB izvrSeno je Mann-Whitney-evim U testom. Dobijeni
rezultati, z=2,230 1 p=0,026, ukazuju da su se ove dve grupe krava znacajno razlikovale

po broju laktacija.

Tabela 7. Raspored krava po laktaciji 1 genotipovima (nastavak)

Aritmeticka .. . Standardna Koeficijent Standardna
Genotip Medijana Min. Max.
sredina devijacija varijacije (%) greska
AA 2,65 3,00 1,00 4,00 1,14 43,04 0,13
AB 1,94 2,00 1,00 4,00 1,06 54,85 0,27

5.5. Proizvodne karakteristike

Koli¢ina proteina u mleku krava sa genotipom AA kretala se od 2,92 do 3,77 % ,
a kod krava sa genotipom AB iznosila je izmedu 3,05% 1 3,46% . Pri tom, vrednosti u
uzorcima su bile homogene (c¢,: 5,95% 1 3,32%), s tim Sto varijanse uzoraka nisu bile
homogene (za Levene-ov test p=0,017) . Koli¢ina proteina u mleku nije sledila teorijski
model normalne raspodele kod krava sa genotipom AA (p=0,010), dok kod krava sa
genotipom AB jeste (p=0,248). S obzirom da nisu ispunjeni uslovi za primenu
parametarskog testa (varijanse uzoraka nisu homogene 1 podaci u uzorcima ne slede
normalnu raspodelu), kao i da brojnim transformacijama podataka to nije postignuto,
testiranje razlike prosecnih koli¢ina proteina kod ove dve grupe krava sprovedeno je
neparametarskim Mann-Whitney U testom. Na osnovu ovog testa (z=1,161; p=0,246),
moze se zakljucCiti da statisticki nije znaCajna razlika u prosecnoj koli¢ina proteina u

mleku krava sa genotipom AA 1 krava sa genotipom AB.

Kod krava genotipa AA koli¢ina mle¢ne masti varirala je izmedu 2,71% 14,92%
1 bila je homogena (c,=12,09%). Grla genotipa AB bila su takode homogena (¢,=8,68%)
prema koli¢ini mle¢ne masti koja se kretala izmedu 3,12% 1 4,56%. Posmatrane grupe

krava imale su homogene varijanse (za Levene-ov test p=0,087). U uzorcima vrednosti
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za mlecnu mast nisu sledile normalnu raspodelu (paa=0,020 1 pag =0,015). Rezultati
Mann-Whitney U testa (z=1,710; p=0,087) ukazuju da razli¢iti genotipovi ne
prouzrokuju statisticki znacajnu razliku u koli¢ini mle¢ne masti. Preko transformacije

podataka u novu varijablu ¥ = 1/+/x + 1 ispunjen je zahtev za primenu parametarskog

t testa za ispitivanje znacajnosti razlika sredina. t-testom (t=1,244; p=0,217) je potvrden

zakljuc¢ak donet na osnovu Mann-Whitney U testa.
Tabela 8. Osnovni statisticki pokazatelji parametara mleka kod krava

posmatranih genotipova

| Parametri | Aritmet. B | Koef. W test

Genotip ) Medijana | Interval varijacije o

mleka Sredina varijacije

(p)

Proteini 3,29 3,25 2,92-3,77 5,95 0,010
AA ml.mast 3,79 3,71 2,71-4,92 12,09 0,020

proiz.mleka | 31,86 33,17 12,92-49,17 23,72 0,169

ukupno SC | 368880,9 | 186750,0 | 31200-2307000 116,84 <0,001

Proteini 3,22 3,19 3,05-3,46 3,32 0,248
AB ml.mast 3,63 3,57 3,12-4,56 8,68 0,015

proiz.mleka | 32,02 31,18 16,50-40,83 20,07 0,286

ukupno SC | 311084,1 | 212800,0 | 28800,0-1030600,0 | 89,84 0,027

Proizvodnja mleka je varirala viSe od prethodnih parametara, ali 1 za ovaj
parametar vrednosti u uzorcima su homogene, s tim S§to su viSe varirale kod krava
genotipa AA (¢y=23,72%). Minimalna proizvodnja mleka kod krava sa genotipom AA
bila je 12,92 1, a maksimalna 49,17 1. Kod krava genotipa AB zabeleZena je minimalna
proizvodnja mleka od 16,50 1 1 maksimalna od 40,83 1. Prema nivoima znacajnosti
Shapiro-Wilk-ovog testa (paa=0,169 1 pap=0,286) podaci su sledili normalnu teorijsku
raspodelu, a prema Leveneo-vom testu uzorci su imali homogene varijanse (F=0,480;

p=0,490). S obzirom da su ispunjeni uslovi za primenu parametarskog testa (podaci u
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uzorcima slede normalnu raspodelu 1 varijanse uzoraka su homogene) testiranje razlike
aritmetickih sredina proizvedene koli¢ine mleka kod ove dve grupe krava izvrSeno je t-
testom 1 moze se zakljuciti da postojeca razlika u proizvedenoj koli¢ini mleka nije

statisticki znacajna (t=0,079; p=0,938).

Najvarijabilniji proizvodni parametar je ukupan broj somatskih celija

(Cpgy = 116,84%, €y =89,84%). Samo su za ovaj parametar podaci u uzorcima

heterogeni (c,>30%). Broj somatskih ¢elija kretao se od 31200 do 2307000 kod krava
genotipa AA 1 o0d 28800 do 1030600 kod krava sa genotipom AB. Shapiro-Wilk-ov W
test je ukazao da podaci ne slede model normalne raspodele (paa<0,001 1 pap=0,027),
pa je 1 pored homogenih varijansi (za Levene-ov test F=0,844; p=0,361) za utvrdivanje
znacajnosti razlike u prose¢nom broju somatskih ¢elija koriSéen Mann-Whitney U test.
Prema U testu (z=0,095; p=0,924) ukupan broj somatskih ¢elija ne razlikuje se
statisticki znacajno kod krava razli¢itih genotipova. Transformacijom podataka za
ukupan broj somatskih ¢elija u promenljivu y=log x, dobijeni su normalno distribuirani
podaci sa homogenim varijansama na koje je primenjen t-test. I rezultati t-testa
(t=0,297; p=0,767) su ukazali da razlika u prosecnom ukupnom broju somatskih ¢elija

kod krava genotipa AA 1 genotipa AB nije statisticki znacajna.
5.6. Diskriminaciona analiza eksperimentalnih podataka

Za analizu eksperimentalnih podataka koriS¢ena je 1 diskriminaciona analiza. U
cilju ispunjenja uslova za primenu ove metode i dobijanja Sto pouzdanijih rezultata
izvrSena je transformacija podataka za dva parametra mleka. Koli¢ina proteina
zamenjena je rangovima, na koli¢inu mle¢ne masti primenjena je transformacija

- - . .. o7 . P . .
¥ = 1/+4/x + 1, ao proizvodnji mleka koriS¢eni su originalni podaci.

Diskriminacionom analizom je potvrdeno da se vrednosti pojedinacnih
parametara mleka (tabela ) ne razlikuju statisti¢ki znac¢ajno kod krava sa genotipovima
AA 1 AB. Takode, utvrdeno je da se krave sa genotipovima AA i AB ne razlikuju
statistiCki znacajno prema parametrima mleka posmatranim istovremeno (Wilks' Lambda:

0,965 approx. F=1,028 p< 0,384).
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Tabela 9. Rezultati diskriminacije krava sa genotipom AA i1 genotipom AB

prema parametrima proizvodnje mleka

Nivo  znacajnosti
Wilks' Lambda
Parametar F (p)
Proteini 0,973 1,546 0,217
Mlec¢na mast 0,989 2,066 0,154
Proizvodnja mleka 0,962 0,114 0,737
Ukupno 0,965 1,028 0,384

Na osnovu diskriminacione analize dobijena je 1 informacija da prema
posmatranim proizvodnim osobinama 98,89% krava pripada istoj grupi, a samo jedna tj.
1,11% se razlikuje toliko da treba da Cini posebnu grupu. To grlo ima genotip AA, a
prema rezultatima u proizvodnji mleka znafajno se razlikuje od ostalih grla.
Diskriminaciona analiza je ukazala 1 da ni jedno grlo genotipa AB nema vrednosti

parametara mleka koje bi ga razdvojile od krava sa genotipom AA..
5.7. Korelacija za genotip AA
Korelacija izmedu:
- starosti grla 1 broja laktacija je pozitivna 1 vrlo jaka (vrlo zna¢ajna)

-mle¢ne masti 1 ukupnog broja somatskih ¢elija je vrlo jaka (vrlo znacajna)
negativna (sa porastom br. somatskih ¢elija smanjuje se koli¢ina mle¢ne masti i

suprotno)

-mle¢ne masti 1 broja laktacija je jaka (znacajna) negativna (sa porastom broja

laktacija znac¢ajno se smanjuje koli¢ina mle¢ne masti)
-proizvodnje mleka 1 proteina je znacajna tj. jaka negativna (sa povecanjem

proizvodnje znacajno se smanjuje koli¢ina proteina)
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Tabela 10. Spearman-ovi koeficijenti korelacije za krave sa genotipom AA

Laktacija | Proteini Koli¢ina Proizvodnja | Uukupan

Parametar mlecne masti | mleka broj SC
Starost 0,881 0,077 -0,173 -0,106 -0,001
Laktacija 0,205 -0,243 -0,043 0,034
Proteini -0,192 -0,243 0,107
Koli¢ina

‘ -0,153 -0,363
mle¢ne masti
Proizvodnja

0,127

mleka

5.8. Korelacija za genotip AB

Kod ovog genotipa samo je korelacija izmedu starosti grla 1 broja laktacija vrlo

jaka (vrlo zna¢ajna) 1 pozitivna (Sto je grlo starije ima veci broj laktacija)

Tabela 11. Spearman-ovi koeficijenti korelacije za krave sa genotipom AB

Laktacija | Proteini Koli¢ina Proizvodnja | Uukupan

Parametar mleCne masti | mleka broj SC
Starost 0,946 0,170 -0,273 0,426 0,249
Laktacija 0,145 20,299 0,424 0,394
Proteini -0,009 0,256 -0,156
Koli¢ina

‘ -0,368
mle¢ne masti -0,341
Proizvodnja
mleka -0,074
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Korelacioni koeficijenti za dva posmatrana genotipa statisticki znacajno se ne razlikuju
(sledeca tabela). Najsli¢nije vrednosti su za odnos mlecne masti 1 ukupan broj somatskih

¢elija, a najvise, ali ne i1 znacajno, razlikuju se odnosi starosti 1 proizvodnje mleka.

Tabela 12. Nivoi znacajnosti razlika korelacionih koeficijenata genotipa AA i genotipa

AB

Laktacija | Proteini Koli¢ina Proizvodnja | Uukupan
mlecne mleka broj SC
Parametar masti
Starost 0,176 0,755 0,728 0,066 0,400
Laktacija 0,838 0,842 0,104 0,208
Proteini 0,540 0,094 0,383
Koli¢ina
_ 0,444 0,934
mle¢ne masti
Proizvodnja
0,505
mleka

5.9. Analiza genotipova prema broju somatskih celija

U celom uzorku krave sa manje od 400.000 somatskih ¢elija ucestvovale su sa
71,11%. U genotipu AA 72,97% krava imalo je do 400.000 somatskih ¢elija, a 27,03%
preko 400000. U genotipu AB 62,50% krava imalo je do 400.000 somatskih ¢elija, a
37,50% preko 400.000. Struktura krava po broju somatskih ¢elija nije se statisticki
zna&ajno razlikovala u posmatranim genotipovima (yx°=0,702; p=0,402). Raspored krava

po broju somatskih ¢elija ne zavisi od laktacije (x*=0,320; p=0,956).
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Vrednosti za posmatrane parametre mleka bile su homogene kod krava sa
manje od 400.000 somatskih ¢elija 1 kod krava sa viSe od 400.000 somatskih ¢elija
(koeficijenti varijacije su ispod 30%). S tim S$to su homogenije vrednosti kod krava sa
vise od 400000 SC.

U grupi grla sa manje od 400.000 SC proteini nisu imali normalnu raspodelu,
pa je Mann-Whitney-evim testom (z=0,067; p=0,947) utvrdeno da se posmatrane grupe
grla statisticki znacajno ne razlikuju. Prema Levene-ovom testu (F=14,019; p<0,001)
uzorci nisu imali homogene varijanse za koli¢inu mle¢ne masti i zato je Mann-Whitney-
evim testom proverena znacajnost razlike u koli¢ini mlecne masti. S obzirom da je
uzoracka vrednost z statistike 3,472 znacajna na nivou 0,0005, prihvata se da je razlika
u koli¢ini mle¢ne masti posmatrane dve grupe krava statisticki vrlo znacajna. Podaci za
proizvodnju mleka su normalno distribuirani u posmatranim uzorcima, a 1 uzoracke
varijanse su homogene (za Levene-ov test F=0,167 1 p=0,683), pa su prosecne
proizvedene kolicine mleka uporedene t-testom. Na osnovu realizacije u uzorcima je
t=1,807 sa nivoom znacajnosti 0,074, pa se moze zakljuciti da se prosecna proizvodnja

mleka ne razlikuje kod krava sa manje od 400.000SC 1 krava sa vise od 400.000SC.

Tabela 13. Osnovni statisti¢ki pokazatelji parametara mleka kod krava sa

do 400.000 1 preko 400.000 somatskih ¢elija

Br. SC Parametri | Aritmet. Medijana | Interval varijacije Koef. W test
mleka Sredina varijacije
(p)
Proteini 3,28 3,23 2,92-3,77 6,18 0,003
<400000
ml.mast 3,85 3,80 2,71-4,92 12,46 0,185
proiz.mleka | 31,01 31,58 12,92-49,17 23,93 0,403
Proteini 3,25 3,24 3,01-3,53 0,13 0,749
>400000
ml.mast 3,54 3,56 2,96-3,90 0,19 0,175
proiz.mleka | 34,05 35,43 17,75-43,17 6,78 0,081
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Posle zamene vrednosti za proteine i koli¢inu mle¢ne masti sa rangovima
primenjen je metod diskriminacione analize. Prema dobijenim rezultatima (tabela ),
prema parametrima proizvodnje mleka krave sa preko 400.000 somatskih Ccelija
statisticki vrlo znacajno se razlikuju od krava sa manjim brojem somatskih ¢elija (Wilks'
Lambda: 0,844 approx. F=5,309 p< 0,002). Ta razlika je posledica statisticki vrlo znacajne
razlike u koli¢ini masti u mleku kod ove dve grupe krava (Wilks' Lambda: 0,963 approx.
F=512,183 p<0,001).

Tabela 14. Rezultati diskriminacije prema parametrima proizvodnje mleka krava sa do

400.000 1 preko 400.000 somatskih ¢elija

Nivo  znacajnosti
Wilks' Lambda
p ()
arametar F

Proteini 0,844 0,069 0,793
Koli¢ina mle¢ne

) 0,963 12,183 0,001
masti
Proizvodnja mleka 0,859 1,520 0,221
Ukupno 0,844 5,309 0,002

Tabela 15. Ucesc¢e krava sa do 400.000 SCC 1 preko 400.000 SCC po genotipovima

Genotip <400000 >400000 Ukupno
AA 54 20 74
% 72,97% 27,03%
AB 10 6 16
% 62,50% 37,50%
Ukupno 64 26 90

Utes¢e krava sa do 400.000 SCC i preko 400.000 ne zavisi od genotipa (x*=0,702;
p=0,402).
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Tabela 16. Osnovni statisticki pokazatelji parametara mleka kod krava

posmatranih genotipova

Genotip Ukupno SCC Parametri mleka er:(riiitr.la Medijana Interval varijacije va]fi;):;je Wiest
(9]

Proteini 3,29 3,23 2,92-3,77 6,52 0,010

<400000 Mle¢na mast 3,88 3,84 2,71-4,92 12,73 0,426

AA Ukupna mle¢nost 31,01 31,58 12,92-49,17 24,33 0,547

Proteini 3,28 3,27 3,01-3,53 4,14 0,905

>400000 Mleéna mast 3,55 3,57 2,96-3,90 5,92 0,148

Ukupna mle¢nost 34,16 35,43 17,75-43,17 21,32 0,062

Proteini 3,24 3,19 3,08-3,46 3,71 0,348

<400000 Mle¢na mast 3,69 3,58 3,12-4,56 10,28 0,211

AB Ukupna mlec¢nost 31,01 31,18 16,50-40,83 22,84 0,825

Proteini 3,18 3,19 3,05-3,28 2,36 0,403

>400000 Mleéna mast 3,51 3,48 3,39-3,66 3,24 0,235

Ukupna mlec¢nost 33,69 33,83 28,00-39,00 15,73 0,039

Prema rezultatu diskriminacione analize krave sa do 400.000 SCC 1 preko

400.000SCC genotipa AA vrlo znacajno se razlikuju po posmatranim pokazateljima

analiziranim istovremeno (p=0,006; tabela 17). Ta razlika je posledica vrlo znacajne

razlike u koli¢ini mle¢ne masti (p=0,001 odnosno 0,003). Kod krava genotipa AB sa

razli¢itim brojem SCC posmatrani parametri se pojedinacno, pa i istovremeno ne

razlikuju statisticki znacajno (p>0,05).
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Tabela 17. Nivoi znacajnosti razlika u proizvodnim osobinama krava sa do 400
000SCC 1 preko 400.000 SCC u istom genotipu

Nivoi znacajnosti (p)
Genotip | Pokazatelj Levene- t-test U-test Diskriminaciona
ov test analiza
Proteini 0,044 - 0,761 0,950
AA | Mle¢na mast 0,002 - 0,001 0,003 0.006
Ukupna 0,768 0,112 - 0,232
mlec¢nost
Proteini 0,064 0,298 0,290
AB Mle¢na mast 0,122 0,279 0,464 0.553
Ukupna 0,809 - 0,515 0,874
mlec¢nost
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6. DISKUSIJA

Otkrivanje specifiénth DNK markera za lokuse koji kodiraju ekonomski znacajne
osobine omogucava efikasniju 1 relativno laku selekciju 1 ukrStanje Zivotinja na
farmama radi povecanja heritabilnosti Zeljenih osobina, kao Sto su dinamika rasta,
telesna masa, karakteristike trupa, unos hrane, koli¢ina i sastav mleka. Do sada je
identifikovano nekoliko lokusa za navedene osobine, ali 1 ve¢i broj gena za koje
istrazivanja ukazuju da mogu da uti€u na ove osobine, ali neophodne su dalje analize
efekata ovih gena na fizioloSke 1 biohemijske osobine goveda, kao i na njihove
produktivne sposobnosti. Treba ista¢i da se retko dogada da jedan odredeni
polimorfizam gena moze da utiCe na nekoliko ekonomski vaznih karakteristika u isto
vreme. Postupak geneticke identifikacije krava povecane osetljivosti prema mastitisu
predstavlja polaznu osnovu za savremeni pristup selekciji na osnovu molekularnih
markera. Ogorevc 1 sar. (2009) iznose u svojim istrazivanjima podatak o 943 kandidat
gena povezanih sa mle¢nom zlezdom, koji su do tada otkriveni i koji se kroz proces

marker-asistirane selekcije mogu koristiti.

Laktoferin, kao glikoprotein 1 ¢lan familije transferin proteina igra vaznu ulogu
u odbrani mleéne zlezde od egzogenih 1 endogenih infekcija u okviru druge linije
odbrane. U mleku zdravih krava, utvrden je Sirok raspon koncentracija laktoferina.
Vrednosti koncentracije laktoferina variraju od 1.5 pg/ml do 485.63 ug/ml. Dokazano je
da je laktoferin znaCajno povezan sa stadijumom laktacije (» = 0.557) 1 dnevhom
proizvodnjom mleka (r = -0.472), (Cheng i sar. 2008). Ove koncentracije rastu viSe puta

(do 100 pg/ml) tokom involucije mle¢ne Zlezde (Welty i sar. 1976).

Imajuci sve ovo u vidu u cilju pra¢enja polimorfizma LTF gena u populaciji HF
krava u Srbiji, izabrali smo 90 krava HF rase drZanih u istovetnim uslovima i podeljenih
u grupe po laktacijama od prve do Cetvrte. Sli¢an ogled izveden je od strane Woydac-
Maksimiec (2006) godine, na slicnom uzorku od 124 krave iste rase u Poljskoj. Sa
druge strane Colarado i sar. (2013) takode ispituju polimorfizam LTF gena na intronu 6
na vecem uzorku od 382 krave u Kolumbiji, a Doust 1 sar. (2014) sprovode skoro
istovetno istrazivanje u Iranu na 121 kravi. Ovo ukazuje da je broj pracenih zivotinja u
skladu sa sli¢nim istraZzivanjima u Evropi 1 svetu. U nasem istraZivanju krave su bile

podeljene prema laktacionoj starosti u Cetiri grupe (1-4). Kao dodatni parametar pracena
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je 1 bioloSka starost. U uzorku od 90 krava grla nisu bila ravnomerno izabrana iz
starosnih grupa (x*=17,333; p=0,004). Najbrojnije su bile krave stare 4 godine, a
najmanje je bilo krava starth 7 godina (najstarijih) 1 2 godine (najmladih). Bioloska
starost nije znac¢ajnije uticala na rezultat istrazivanja jer je distribucija ili raspored krava
po laktacijama bio je ravnomeran (x*=0,578; p=0,902), tj nije se statisticki znagajno

razlikovao broj krava u laktacionim grupama.

Nakon izolacije DNK 1 identifikacije genotipova metodom PCR-RFLP utvrdeno
je postojanje 2 genotipa, AA i AB dok genotip BB nije ustanovljen u naSem uzorku.
Konstatovana je statisticki vrlo znaGajna veéa (5°=40,894; p<0,001)  zastupljenost
genotipa AA (74 ili 82,22%) u odnosu na zastupljenost BB genotipa (16 ili 7,78%). Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima Anggraeni 1 sar. (2013), koji je pratio polimorfizam
LTF gena na intronu 6 kod 89 HF krava i utvrdio je postojanje samo dva genotipa AA 1
AB, dok BB genotip nije otkriven u pra¢enoj populaciji. Javanmard 1 sar. (2005) isticu
da ako je broj heterozigotnih jedinki manji od 50% to ukazuje na malu varijaciju gena u
populaciji. Gursel 1 sar (2013) su ispitivali polimorfizam LTF gena kao 1 distribuciju
alela 1 genotipova kod dve autohtone rase krava u Turskoj. Eksperiment je obuhvatao po
46 jedinki u obe grupe. Pra¢ene su promene na intronu 6 metodom RFLP pomocu
restrikcionog enzima Eco RI. U prvoj grupi Juznog Anatonskog goveceta (JAG) od 46
krava utvrdeno je prisustvo 3 genotipa: AA (11 grla), AB (21 grlo) 1 BB (14 grla), dok
je frekvenca alela bila A =0,467 prema B=0,5326. Dobijeni rezultat ne ukazuje na
znacajno odstupanje od HW ekvilibrijuma. U populaciji Severnog Anatonskog goveceta
(SAG) bila je slicna situacija: AA (18 grla), AB (22 grla) 1 BB (6 grla), dok je
distribucija alela bila slede¢a A=0,630 prema B=0,370. Takode, nije prisutno statisticki
znacajno odstupanje od HW ekvilibrijuma. Uocljiv je znacajno veci broj hetrozigotnih
jedinki u odnosu na nasa ispitivanja. Colarado 1 sar. (2012) u svojim istrazivanjima
ustanovio je frekvenciju dve alelne forme A 1 B, 0,78 prema 0,22. Distribucija
genotipova se odnosila na tri genotipa AA (60%), BB (36%) 1 BB (4%). U rezultatima
Wojdak-Maksymiec 1 sar. (2006) koji su pratili distribuciju laktoferin genotipova u
populaciji HolStajn-Frizijskih krava u Poljskoj navedeno je da su otkrivene dve alelne
forme A 1B koje kontroliSu pojavljivanje tri genotipa: AA, AB 1 BB u odnosu 37,90%,
2,42% 159, 68%. Primetno je znatno manji procenat heterozigotnih formi AB u odnosu

na naSe rezultate, dok je istraZivanje istog polimorfizma sprovedeno od strane Sendera 1
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sar. (2010) obuhvatalo 479 HF krava iz Poljske pri ¢emu je zakljucak bio da je genotip
AA prisutan sa 63,26%, BB gemotip sa 4,8% 1 AB genotip sa 31,94%. Primetno je, kao
1 u naSem istrazivanju dominantno prisustvo AA homozigota i za razliku od nasih
istrazivanja ustanovljeno je prisustvo BB homozigota. Doust i sar. (2014) sproveli su
sli¢no ispitivanje povezanosti polimorfizma LTF gena na intronu 6 sa brojem SCC kod
HF krava u Iranu. Ogled je ukljuc¢ivao 121 kravu HF rase. Distribucija 2 alelne forme A
1 B bila je 0,85 prema 0,15. Ova dva alela kontrolisali su pojavu 2 od 3 moguca
genotipa, AA 1 AB u odnosu 70,25% prema 29,75%. Opet, kao i1 u nasem istrazivanju
utvrdena je statisticki znaCajna razlika izmedu homzigotne AA forme u odnosu na
heterozigotnu formu AB, dok BB homozigoti nisu pronadeni. Nanei 1 sar. (2012)
ispitivali su polimorfizam laktoferin gena kod 404 Holstajn krave iz provincije Ishvan.
Pri tom koristili su isti par prajmera za identifikaciju LTF alelnih formi kao 1 Wojdac-
Maksymiec (2006). Frekvencija A alelne forme LTF gena kretala se u rasponu 0,775-
0831 a frekfencija B-alelne forme 0,169-0,225. Dva genotipa AA 1 AB proporcinalno
su zastupljena sa 60,6% prema 39, 4%, dok BB alelna forma nije ustanovljena. Iz
navedenog se vidi da je frekvencija AA genotipa daleko zastupljenija nego AB genotipa
kao 1u naSem istraZzivanju. Druga grupa autora takode je pratila polimorfizam LTF gena
koriste¢i druge prajmere i restrikcioni enzim ali su rezultati vrlo sli¢ni. Jemmali 1 sar.
(2011) su pratili polimorfizam LTF gena kod 52 krave holStajn-rase uvezenih u Tunis.
Ustanovljeno je postojanje kodiraju¢ih sekvenci LTF gena kod svih pra¢enih krava. Pri
tom za RFLP analize koriSc¢en je restrikcioni enzim Hif I a kao analiziraju¢i opseg uzet
je fragment od 1143 bp £100 bp. Pri tom je ustanovljeno da su sve krave homozigotne
za laktoferin (AA genotip). Sharifzadeh 1 Doosti (2011) pratili su ekspresiju i
polimorfizam gena za laktoferin kod iranskih holStajn bikova pri ¢emu je DNK
ekstrahovana iz sperme. RFLP metodom ustanovljena je distribucija dve alelne forme
(A 1 B) kroz tri moguca genotipa. Odnos frekvencije ove dve alelne forme bio je
67,74% prema 32,26%. Aleli kontroliSu pojavljivanje tri genotipa: AA, AB, BB u
odnosu 32,5%, 10% 1 57,5% prosecno. Zhao 1 sar. (2009) pratli su dve grupe krava na
jednoj farmi u Kini, pri cemu je jednu grupu od 60 zivotinja €inile krave za koje je na
osnovu California mastitis testa (CMT) ustanovljeno da boluju od subklinickog
mastitisa (eksperimentalna grupa) 1 druge grupe od 60 jedinki za koje je ustanovljeno na

osnovu CMT testa da su zdrave (ogledna grupa). Nakon PCR reakcije 1 digestije PCR
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produkata pomoc¢u Hin fI enzima uradjena je idenfikacija nastalih fragmenata i
ustanovljene su dve alelne forme ispitivanog promotor laktoferin (LTF) gena (A 1 B) sa
tri moguée kombinacije genotipova (AA, AB i BB). Nakon analize 3 testom uo&ili su
da najveci broj krava u kontrolnoj grupi AA genotipa, dok pojava AB genotipa nije bila
statistiCki znacajna. Chopra 1 sar. (2013) ispitivali su distribuciju genotipova LTF gena
u populaciji Sahiwal 1 Karan frizijskih goveda na uzorku od 350 jedinki. Isptivan je
polimorfizam LTF gena na egzonu 1 duzine 125 baznih parova (bp) metodom SNPs
(single nucleotide polymorphism). Utvrdjena je distribucija 3 genotipa (AA, AB1BB)u
odnosu 18,77%, 76,66% 1 4,67% kod Karan goveda. Kod Sahiwal goveda utvrdena su
dva genotipa AA 1 AB u odnosu 61% 139%. BB genotip u ovoj populaciji nije utvrden.
U svim navedenim istrazivanjima primetan je izostanak ili jako mali procenat krava BB
genotipa, a razloge za to treba traziti u radu Sender 1 sar. (2010) koji navode da je
smanjeni broj homozigotnih BB genotipova u populaciji poljskih HF krava
najverovatnije posledica ciljane selekcije 1 isklju¢ivanja krava koje nose B alelnu formu
zbog niske proizvodnje mleka. Rezultati ovog rada pokazuju da je raspored odnosa
krava prema genotipu 1 laktacijama (tabela 7. ) kod krava sa genotipom AA najve¢i deo
(31,08%) je imao 4 laktacije (maksimalan broj), dok su medu kravama sa genotipom
AB bile najzastupljenije krave sa jednom laktacijom (43,75%)-minimalan broj. Razlog
za ovakav nalaz treba traZiti u znacajno vecem broju zivotinja koje pripadaju AA
genotipu (82,22%) u odnosu na krave AB genotipa (17,78%) 1 boljoj disperziji krava u

okviru grupe AA genotipa u odnosu na krave AB genotipa.

Ispitivanje odstupanja od Hardy-Weinberg (HW) jednacine distribucije
genotipova (jednaCina geneticke ravnoteze) se najceS¢e koristi za proveru stepena
slu¢ajnog ukrStanja u populaciji 1 procenu stepena inbridinga. Populacija tezi da bude u
ravnotezi kada se frekvenca alela (p i q) i genotipova (p’, 2pq i q°) odrZava iz generacije
u generaciju, tokom slucajnog ukrStanja gameta (Azevedo 1 sar., 2008). U vezi sa tim,
Tambasco 1 sar., (2000) i1 Vasconellos 1 sar. (2003) iznose zakljuCak da usled
akumulacije odredenih genotipova, podele populacije, mutacije, selekcije 1 migracije
moze do¢i do narusavanja HW ekvilibrijuma. U naSem istrazivanju nije doSlo da
odstupanja HW jednacine (p=0,3547) . Ovaj nalaz nije u skladu sa nalazom Doust i sar
(2014) 1 Sherifzadeh 1 Doosti (2011) koji su u svojim istrazivanjima ustanovili

odstupanje od HW eklibrijuma za laktoferin kao molekularni marker, ali je u skladu sa
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nalazom Gursel 1 sar (2013) u c¢ijem istrazivanju nije doSlo do odstupanja od HW
jednacine geneticke ravnoteze populacije. Razlog za ovakav nalaz treba traziti u
genetskoj konzervisanosti zapata i izostajanju protoka gena jer se radi o zapatima u
kojim nije sprovoden remont krava junicama sa drugih farmi a osemenjavanje se

sprovodi semenom bikova uz jednog repro-centra.

U cilju pracenja uticaja razli¢itih genotipova za LTF gen u populaciji HF krava u
Srbiji 1 njithovu ekspresiju u fenotipu, odluc¢ili smo se i1 za kontrolu proizvodnih
karakteristika. Kao objektivni parametar pratili smo kvalitativni 1 kvantitativni sastav
mleka. Mleko zdravih krava predstavlja slozenu tecnost koju ¢ini veliki broj
komponenti. Najvazniji sastojci koji ulaze u sastav mleka su voda (87,1%), laktoza
(4,6%), masti (4,0%), proteini (3,3%), organske kiseline (0,17%) 1 minerali (0,17%)
(Walstra 1 sar., 2006). Jensen 1 sar. (1991) navode da se u mleku krava HF rase ocekuje
prose¢no 3,2% ukupnih proteina, 3,9% mlecne masti, 2,6% kazeina 1 4,6% laktoze.
Sastav mleka varira 1 zavisi od viSe faktora, pa tako Auldist 1 sar., (2004) navodi rasu,
zatim stadijum laktacije (Ostersen i sar., 1997), broj laktacija (Ng-Kwai-Hang 1 sar,
1987), godiSnje doba (O'Brien 1 sar., 1999), ishranu (Mackle 1 sar., 1999) 1 zdravlje
krava (Verdi i sar., 1987). Nekoliko autora navodi da je koncentracija ukupnih proteina 1
kazeina veca u kasnijim fazama laktacije nego na njenom pocetku (Auldist i sar, 1998;
Coulon 1 sar., 1998; Osterseni sar, 1997). Broj laktacija koje se povezuje sa staroS¢u
zivotinje ima uticaja na koncentraciju proteina. Ng-Kwai-Hang i sar. (1987) izvestavaju
da se koncentracija kazeinskih frakcija (a-CN, B-CN and «-CN) smanjuje, ali dolazi do
povecanja serumskih proteina. U nalazu Schaara (1984) nije nadena korelacija izmedu
broja laktacija 1 ukupne koncentracije kazeina metodom infracrvene spektrofotometrije.
Povecana koncentracija serumskih proteina u mleku kod starijih krava je povezana sa
povecanom propustljivos¢u epitela krvih sudova mle¢ne Zlezde usled stalnih oStecenja
prouzrokovanih razli¢itim infekcijama mlecne zlezde (Mackle 1 sar, 1999). Kod HF
krava prosecna koncentracija proteina u mleku iznosi 3,06%, a mlecne masti 3,65%
(Bailey 1 sar, 2005) U nasim rezultatima koncentracija proteina se u populaciji krava
AA genotipa kretala 2,92-3,77% a kod krava AB genotipa od 3,05-3,46%.
Diskriminacionom analizom je potvrdeno da se vrednosti pojedinatnih parametara
mleka (tabela 9.) ne razlikuju statisticki znacajno kod krava sa genotipovima AA i AB.

Ovaj nalaz nije u skladu sa istrazivanjima Colorada 1 sar. (2012) koji navodi da je kod
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AB genotipa uoCena veca proizvodnja ukupnih proteina za 0,18%. Na osnovu
korelacione analize za krave genotipa AA uoceno je da postoji negativna korelacija
izmedu koli¢ine mleka 1 koncentracije proteina. Ovo je u skladu sa nalazom Krol 1 sar
(2013) koji ukazuje da se sa staroS¢u Zivotinja povecava mlecnost ali istovremeno 1
opada koncentracija ukupnih proteina u mleku.

U mleku krava prose¢ne koncentracije ukupne mle¢ne masti su varijabilne i
kre¢u se od 3,3-3,4% (Lindmark-Mansson, 2008). Koncentracija mle¢ne masti takode
zavisi od rase, ishrane, individualnih karakteristika 1 perioda laktacije. Vise od 98 %
masti mleka €ini triacilglicerol, fosfolipidi su zastupljeni sa 0,5-1% 1 steroli ¢ine 0,2-
0,5% (Jensen 1 sar., 1991). Mle€ne masti ¢ine glavni izvor energije mleka. Pored gore
navedenih bioloski aktivnih supstanci, u sastav masnih kapljica ulaze 1 vitamini i druge
lipoliticke supstance (Parodi 1997, Molkentin, 1999). Triacilglicerol kao glavna
komponenta mle¢ne masti sintetiSe se u epitelnim ¢elijama mlecnih alveola de novo ili
iz masnih kiselina dospelih putem krvi (Linzell 1 Pearker, 1971). Oko 40% ukupnih
masti mleka se sastoji od kratkih i srednjih lanaca masnih kiselina (4-14 C atoma) koje
su sintetisane iz prekusora putem krvi (acetat 1 P-hidroksibutirat) 1 preostalih
dugolan€anih masnih kiselina ¢iji su prekusori neesterifikovane masne kiseline (NEFA)
1 triacilglicerol iz krvi (Linzell 1 Pearker, 1971). Esterifikacija masnih kiselina odvija se
u hrapavom endoplazminom retikulumu, nakon ¢ega lipidne kapljice migriraju prema
vrhu epitelne ¢elije mlec¢nih alveola (Linzell 1 Pearker, 1971).

Kod krava genotipa AA koli¢ina mlecne masti varirala je izmedu 2,71% 1
4,92% 1 bila je homogena (¢,=12,09%). Grla genotipa AB bila su takode homogena
(cy=8,68%) prema koli¢ini mle¢ne masti koja se kretala izmedu 3,12% 1 4,56%.
Posmatrane grupe krava imale su homogene varijanse (za Levene-ov test p=0,087). U
uzorcima vrednosti za mle€nu mast nisu sledile normalnu raspodelu (pas=0,020 1
pap=0,015). Rezultati Mann-Whitney U testa (z=1,710; p=0,087) ukazuju da razliciti
genotipovi ne prouzrokuju statistiCki znacajnu razliku u koli¢ini mle¢ne masti. Ovi
rezultati su u skladu sa istrazivanjima Zielak-Steciwko 1 sar. (2014) koji su na uzorku od
100 HF krava u Poljskoj ustanovili da ne postoji statisti¢ka znacajnost u pogledu uticaja
genotipova za LTF na koncentraciju mlec¢ne masti (AA=4,20+1,17%, AB= 4,57+0,82).
U ogledu su koristili iste prajmere (Wojdac-Maksymiec, 2006) kao 1 u ovom

istrazivanju, pri ¢emu su otkrivena dva genotipa AA (67,42%) 1 AB (32,58%), $to je u
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skladu sa nasim rezultatima. U ranijem istrazivanju (Maleti¢ i sar., 2013) na uzorku od
46 HF krava, ustanovljeno je diskriminacionom analizom da su grla razli¢itih
genotipova (AA 1 AB) najsli¢nija po parametru mlec¢ne masti (p=0,271).

Proizvodnja mleka je varirala viSe od prethodnih parametara, ali 1 za ovaj
parametar vrednosti u uzorcima su homogene, s tim S§to su viSe varirale kod krava
genotipa AA (¢y=23,72%). Minimalna proizvodnja mleka kod krava sa genotipom AA
bila je 12,92 1, a maksimalna 49,17 1. Kod krava genotipa AB zabeleZena je minimalna
proizvodnja mleka od 16,50 1 1 maksimalna od 40,83 1. Prema ranijem istrazivanju
(Maleti¢ 1 sar., 2013) diskriminacionom analizom ustanovljena je statisticka znacajnost
izmedu posmatranih genotipova (p=0,021) na manjem uzorku (46 krava). U dostupnoj
literaturi nema podataka o uticaju polimorfizma LTF gena na mle¢nost kod krava, ali
postoji veci broj istrazivanja koja ukazuju da na proizvodnju mleka uti¢e znacajan broj
paragenetskih faktora, kao Sto su starost jedinke, faza laktacije, ishrana, zdravstveni
status vimena itd. (Bajwa 1 sar., 2004, Petrovi¢ 1 sar., 2009, Utrera i sar., 2013).

Pored sastav mleka vazan parametar u oceni kvaliteta mleka je 1 broj somatskih
¢elija u mleku. Broj somatskih ¢elija se koristi kao pokazatelj zdravlja mle¢ne Zlezde 1
direktno uti¢e na formiranje cene mleka (Lindmark-Mansson 1 sar. 2006, Kati¢, 2007).
Povecanje broja somatskih ¢elija u mleku nije uvek direktno povezano sa inflamatornim
procesom u mle¢noj zlezdi, ve¢ 1 sa stadijumom laktacije, higijenom muze i ispravnoS¢u
muzne opreme, upotrebom razli¢itih farmakoloskih sredstava, estrusom, itd (Heeschen
1995, Kati¢ 1995). U mleku zdravih krava prosean broj somatskih ¢elija iznosi oko
200 000/mL, dok je taj broj kod krava sa subklini¢kim mastitisom znacajno veci (Paape
1 sar., 2002). Broj somatskih Celija raste sa staro$¢u i stadijumom laktacije. Uticaj
starosti, broja laktacija i1 stadijuma laktacije na broj somatskih ¢elija (SCC-somatic cell
count) opisan je od strane Cameron 1 Anderson (1993) i1 Schutz i sar. (1994). Sheldrake 1
sar. (1983) potvrduju u svom istraZzivanju da mleko iz neinficiranih Cetvrti pokazuje
manje promene u SCC u kasnijim laktacijama. Nikodemusz i sar. (1994) je utvrdio da
maksimum SCC u mleku HF 1 madarskog crvenog goveceta mozemo ocekivati u prvom
1 drugom mesecu laktacije, a da zatim dolazi do pada broja somatskih ¢elija sve do 7.
meseca kada se ponovo ocekuje porast. Laevans 1 sar. (2007) izneli su podatak da
proseCan broj somatskih ¢elija raste sa staros¢u jedinke (pariteti). Primarni razlog nije

starost ve¢ povecana sklonost ka infekcijama. Dohoo 1 Meek (1982) isticu da se
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prosecan broj somatskih ¢elija u zbirnom uzorku mleka povecava tokom letnjih meseci,
Sto se poklapa sa vec¢im procentom mastitisa tokom letnjeg perioda. Smith 1 sar. (1985)
iznose pretpostavku da je stres usled visokih spoljnih temperatura i vlaZznosti vazduha
razlog povecanog broja mikroorganizama i samim tim 1 vece sklonosti ka infekciji
mlecne zlezde. Povecan broj somatskih Celija ukazuje na inflamatorne procese u
mlec¢noj Zlezdi. Ovakve promene negativno uticu na kvalitet mleka smanjujuci njegovu
nutritivnu 1 tehnolosku vrednost (Heeshen 1 Reichmuth, 1995). Prema Pravilniku o
kvalitetu sirovog mleka (SI. Glasnik RS, 21/09) dozvoljen broj somtskih celija u
sirovom mleku je 400.000.

Broj somatskih ¢elija kretao se od 31200 do 2307000 kod krava genotipa AA 1
od 28800 do 1030600 kod krava sa genotipom AB. Shapiro-Wilk-ov W test je ukazao
da podaci ne slede model normalne raspodele (paa<0,001 1 pap=0,027), pa je 1 pored
homogenih varijansi (za Levene-ov test F=0,844; p=0,361) za utvrdivanje znacajnosti
razlike u prose¢nom broju somatskih ¢elija koriS¢en Mann-Whitney U test. Prema U
testu (z=0,095; p=0,924) ukupan broj somatskih c¢elija ne razlikuje se statistiCki
znacajno kod krava razli¢itih genotipova. Transformacijom podataka za ukupan broj
somatskih celija u promenljivu y=log x, dobijeni su normalno distribuirani podaci sa
homogenim varijansama na koje je primenjen t-test. I rezultati t-testa (t=0,297;
p=0,767) su ukazali da razlika u prose¢cnom ukupnom broju somatskih ¢elija kod krava
genotipa AA 1 genotipa AB nije statistiCki znaCajna. Primetan je vec¢i koeficijent
varijacije kod krava AA genotipa (116,84%) u odnosu na krave AB genotipa (89,84%)
ali je udeo krava sa SCC ve¢im od 400 000 veci kod krava AB genotipa (37,5%) u
odnosu na krave AA genotipa (27,03%). U rezultatima Wojdac-Maksymiec 1 sar. (2006)
statisticki znacajna razlika u SCC utvrdena je izmedu genotipa AA 1 AB za LTF gen, pri
¢emu je broj somatskih ¢elija (transformisan u log. skalu) ve¢i kod krava AB genotipa u
odnosu na krave AA genotipa. Sli¢an rezultat su dobili 1 Zielak-Steciwko 1 sar. (2014)
koji su ispitivali uticaj polimorfizma LTF gena na promene u odnosu proteinskih
frakcija mleka 1 broj SCC kod autohtonne crveno bele 1 HF rase krava u Poljskoj. Pri
tom je ustanovljena statisticki znacajna razlika u SCC, pri ¢emu su krave AB genotipa
bile “opterecene” ve¢im SCC u odnosu na krave AA genotipa. Do sli¢nih rezultata u
svojim istraZzivanjima doSao je 1 Zhao 1 sar. (2009). Sharifzadeh 1 Doosti (2011) pratili

su ekspresiju 1 polimorfizam gena za laktoferin kod iranskih holStajn bikova pri ¢emu je
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DNK ekstrahovana iz sperme. RFLP metodom ustanovljena je distribucija dve alelne
forme (A 1 B) kroz tri moguca genotipa. Genotip AA je povezan sa smanjenom
koncentracijom somatskih ¢elija, a genotip AB je povezan sa pove¢anom koncentacijom
somatskih Celija. Takode, primeceno je signifikantno povecanje heterozigotnih AB
genotipova u populaciji. Nasuprot ovome, Colarado 1 sar. (2013) navode da je
statisticki znaCajna razlika u broju somatskih ¢elija izmedu 3 otkrivena genotipa (AA,
AB 1 BB) u korist AB genotipa koji karakteriSe najmanji broj SCC. Do sli¢nog
zakljucka dolaze 1 Doust 1 sar. (2014) koji u svom istrazivanju ukazuju na distribuciju 2
alelne forme A i1 B u odnosu 0,85 prema 0,15. Ova dva alela kontrolisali su pojavu 2 od
3 moguca genotipa, AA 1 AB u odnosu 70,25% prema 29,75%. Nije ustanovljen BB
genotip. Nakon statistiCke obrade ustanovljena je statisticki znacajna povezanost izmedu
LTF genotipa, broja laktacija 1 interakcija izmedu genotipa i laktacije. Nije ustanovljena
statistiCka znacajnost izmedu godiSnjeg doba 1 broja SCC. Krave AA genotipa imale su
veci broj SCC (transformisan u logaritamsku skalu) u odnosu na krave AB genotipa.
Kod krava u drugoj laktaciji ustanovljen je vec¢i broj SCC nego kod krava u drugim
laktacijama. Iako u ovom istraZivanju postoji varijabilnost u broju SCC kod AA 1 AB
genotipa gledano u okviru svakog genotipa posebno i1 u odnosu jednog na drugi nije
ustanovljena statistiCki znacajna razlika u broju somatskih ¢elija izmedu dva prac¢ena
genotipa a razlog tome treba traziti u velikom koeficijentu varijacije, veli¢ini pracene
populacije (Lee 1 sar., 2004, Chopra 1 sar., 2013). Na osnovu iznetih rezultata
istrazivanja razlicitih autora zapaza se da ne postoji konzistentnost 1 uniformnost u delu
koji se odnosi na povezanost genotipova za LTF gen sa pojavom veceg broja somatskih
¢elija u mleku. Korelacioni parametri ukazuju da je kod krava genotipa AA
ustanovljena jaka negativna korelacija izmedu SCC 1 koncentracije masti (-0,363, tabela
10.). Kod krava genotipa AB takode postoji negativna korelacija (-0,341), (tabela 11.).
Ovaj nalaz je u skladu sa nalazima Politis 1 Ng-Kwai-Hang (1998) koji navode da se sa
povecanjem somatskih ¢elija smanjuje koncentracija masti 1 kazeina u mleku. Harmon
(1994) navodi da, usled poremecene sintetske aktivnosti mle¢ne Zlezde do koje dolazi
usled klini¢kih ili supklinickih infektivnih procesa na mlecnoj Zlezdi, menja se 1
koli¢ina proteina, mlecne masti 1 laktoze u mleku. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i
Auldist 1 sar. (1996), Rajcevi¢ 1 sar. (2003). Diskriminaciona analiza (tabela 14.) je

pokazala da postoji statistiCki znacajna razlika izmedu krava sa <400.000 somatskih
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¢elija 1 krava sa >400.000 celija u pogledu koli¢ine mle¢ne masti u mleku u korist krava
sa manje od 400.000 somatskih celija (p<0,001). Gledaju¢i pojedinacno po
genotipovima (Tabela 15.) kod krava genotipa AA prisutna je statisticki znaajna
razlika u koli¢ini mle¢ne masti izmedu krava sa <400.000 SCC 1 krava sa >400.000
SCC. Krave sa ve¢im brojem SCC od dozvoljenog imaju statisticki znacajno nizu
koncentraciju masti nego krave sa nizim brojem SCC. Sa druge strane, kod krava AB
genotipa nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u pra¢enim parametrima mleka
izmedu krava sa <400 000SCC 1 krava sa >400 000 SCC. Ovaj rezultat nije u skladu sa
istrazivanjem Zielak-Steciwko 1 sar. (2014) koji navode da nema statistike znacajnosti u
koncentraciji mle¢ne masti kod krava AA genotipa sa <400 000 SCC 1 krava >400 000

SCC, dok je kod krava genotipa AB ova znacajnost prisutna.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata u okviru ovog istrazivanja doSlo se do slede¢ih

zakljucaka:

1. U uzorku od 90 krava razli¢itim brojem laktacija (1. do 4.) utvrdeno je postojanje 2

genotipa za laktoferin (LTF) gen AA 1 AB, dok genotip BB nije dokazan.

2. Dobijeni rezultati ukazuju na statisticku razliku zastupljenosti genotipa AA
(82,22%) u odnosu na genotip AB (17,78%) u pracenoj populaciji. Distribucija A

alelne forme gena bila je znacajno veca od B alelne forme.

3. Na osnovu Hardy-Weinberg jednacine geneticke ravnoteze populacije utvrdeno je
da se pracena populacija nalazi u ravnotezi (p=0,3547). Ovaj rezultat ukazuje na

genetsku konzerviranost zapata usled odsustva protoka gena.

4. Dobijeni rezultati koji se odnose na kvalitativni sastav mleka 1 ukupnu mle¢nost
ukazuju da ne postoji statisticka razlika u koncentraciji ukupnih proteina, mlecne
masti 1 ukupne mlecnosti izmedu posmatranih genotipova AA i1 AB. Ovaj rezultat
pokazuje da ne postoji uticaj polimorfizma LTF gena na kvalitativni sastav mleka i

mleénost.

5. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da izmedu posmatranih genotipova

postoje razlike u broju somatskih ¢elija ali te razlike nisu statisticki znac¢ajne.

6. Kod genotipa AA utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu broja
somatskih ¢elija 1 koncentracije mle¢ne masti, zatim izmedu starosti 1 koncentracije

mle¢ne masti, kao 1izmedu proizvodnje mleka i koncentracije proteina.

7. Kod genotipa AB utvrdene su negativne korelacije izmedu broja laktacija i mle¢ne
masti, koli¢ine mle¢ne masti 1 ukupne proizvodnje mleka i broja somatskih celija 1

mle¢ne masti ali bez statistiCke znacajnosti.

8. Rezultati diskriminacione analize za svaki genotip ukazuju na znacajnu razliku u
koncentraciji mle¢ne masti kod krava AA genotipa sa ve¢im brojem somatskih

¢elija (>400.000) u odnosu na krave AB genotipa.
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9. Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da polimorfizam gena za LTF ne moze
biti iskoriS¢en kao pouzdan marker u marker asistiranoj selekciji mlecnih krava

otpornih na mastitis.
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