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Resilienza mammaria

Cosa sono |e cellule differenziali (DSCC)?

~ » Linfociti O
— DSCC
> Neutrofili
CC (cellm) — —
s > MaCrofagi
> Cellule epiteliali

e

1l valore delle cellule differenziali (DSCC) indiCa la percentuale di
leucociti polimorfonucleati heutrofili e linfocCiti sul totale della conta leucocCitaria e
per differenza il resto ad arrivare g 100 rappresenta |la percentuale di maCrofasgi

Microscope spot, milk slide




Resilienza mammaria

Andamento delle cellule differenziali nel latte dopo un infezione

SCC, x1000/m|
A _./“"“
psccos% / \ ’
° P DSCC 55%
Macrofagi

500

SCC

Macrofagi
>

Macrofagi
| linfociti giocano un ruolo minore

Time




Resilienza mammaria

Come possono essere utili le cellule differenziali (DSCC)?
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Resilienza mammaria

Come possono essere utili le cellule differenziali (DSCC)?
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Resilienza mammaria

Come possono essere utili le cellule differenziali (DSCC)?
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Resilienza mammaria
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Analisi dei patogeni attraverso Kit GPCR

| numeri lombardi qPCT, diﬂgHOSi di pl'l‘.l patogeni
36.500¢u: nella stessa analisi

le perdite annue per azienda
in presenza di S. aureus
La metodica analitica della gPcr & molto pratica

55 9 e con esiti in tempi brevissimi per diversi patogeni
dovli allcomnenti con iksion anche di difficile diagnosi, ha una sensibilita pari
s battirs contepioai o superiore a quella dei metodi convenzionali
e puo essere effettuata con campioni di latte
2 6 con conservante e senza |'obbligo di una catena
kg del freddo

di Iatte/glomo/capo la perdita produttiva
negli allevamenti con S. agalactiae

445 .000 cellule/mL

negli allevamenti con S. agalactiae

supplemento a L’Informatore Agrario ® 27-28/2018
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Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR

Valutazione della presenza di infezioni attraverso GPCR. (Kit Mastit

4): riCerCa rapida e mirata basata sulla presenza di DNA batteriCco
. Ctaphylococcus aureus

« CtreptoCoCCuUs agalacCtiae

« CtreptoCoccus dysgalaCtiae

- CtreptoCocCcus uberis

- Mycoplasma bovis

- Mycoplasma species

- Beta-LacCtamase gene

» CNS

ProtothecCa

E.coli

Klebsiella

Enterococcus /LLactococcus lactis




Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR

Valutazione della presenza di infezioni attraverso GPCR. (Kit Mastit

4): riCerCa rapida e mirata basata sulla presenza di DNA batteriCco
. Ctaphylococcus aureus

« CtreptoCoCCuUs agalacCtiae

« CtreptoCoccus dysgalaCtiae
- CtreptoCocCcus uberis

- Mycoplasta bovis

- Mycoplasma species

- Beta-LacCtamase gene

+ CNS

PrototheCa

E.coli

Klebsiella

Enterococcus /LLactococcus lactis

Fra i pit importanti patogeni contagiosi




Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR.

Analisi dei profili microbiologiCi attraverso Fuso del kit “Mastit¢” in
Campioni di latte di 2.112 bovine allevate ih Veneto ed analisi di
SCC e DSCC.

Estrazione del qPCR Analisi dei risultati
materiale genetico

Per Ciascuno dei 2.112 Campionhi ahalizzati SOhO State ottenute 12
curve specifiche (uha per CiaSCuh patogeno), per un totale di 25.34¢

T 7 —



Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR.

Agie -
e Instrument na < . mna
Experiment Area < Amglification Mots < —
r — _ - Fluorescence ) 3
i setp . -~ e
| — — 2
=' ——— v Sovctteny i
Late | = = ~
x 0 ; Hawwllrw Adnat
Correction J
S Cromatalk o
Correction -
Run {
(N Grapes Typw . ]
" 1 , / Threahold Fluorecence.
| / [7) Fr B s 0 -
J
' 4 HEx
v 2 /7 o
@ Analy e —— /s ATTOAIS
- ,m~ \\ /
O /g‘, o) e /
% —— NN
A _‘l e \i\\ X J‘IQ Background Based Trrechold
. v, i ~ v . \
\ / S \ X'y Cye b v M T e 9 B
\ 1 | W ™
\ \ h / A Sigina Mdtiolier B8 0 B
¥ Resut i
- ! f! " Result Table /
L. 1)
\ \~- \ Target Regplcate Cq (2R)
I| Fas N}
1
1 dot "
Ta 2 S
2 <
A o)
A L4
road ™
=

[,e curve di amplificazione permettono di definire unha $Soglia
humeriCa (Cq) Che, se inferiore @ 37, indiCa |a presenza del

"N\ ARTSO IR TS "



Analisi dei patogeni attraverso kit GPCR.

g

Patogeno Frequenza totale
(%)
Mycoplasma bovis 9¢,1
Staphylococcus aureus 8,2
Streptococcus uberis 22,4
CtreptOCOCCUS agalacCtiae 6,9
Streptococcus dysgalaCtiae 99.9
CN§ 64,0
Mycoplasma species 0,3
Beta-LaCtamase gene (StaphyloCOCCi) 24,9
Escherichia coli 23,0
Enhterococcus e [,aCtoCoCCus lacCtis 49,5
ProtothecCa 0,0

Kiehciella 5 Q




Analisi dei patogeni attraverso kit GPCR.

|
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Patogeno

GtaphyloCoCcus aureus

Streptococcus uberis

CtreptoCOCCus
agalaCtige

Frequenza
sahe

(%)

6,0

18,7

3,0

FrequenZza FrequenzZa Frequenza
suscettibili mastitiche  cCroniche

(%) (%) (%)
7,4 15,2 7,2
35,8 31,7 18,0
7,9 10,2 6,2




Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR

Pr0t5colli per |a yiduzione dei Farmaci‘in |attazione e asCiutta

Primipare

|

Pluripare

(
SCC <200.000
¢)
DSCC<65% DSCC >65%

| 1
SCC <100.000
0,
DSCC<60% DSCC >60%
S Antibiogramma o TRATRE
~ Non TRATTARE TRATTAMENTO Non TRATTARE

Antibiogramma

In asciutta si consiglia il trattamento con sigillante ai capezzoli

TRATTAMENTO

Controllare la bovina 2 settimane dopo il parto (analisi microbiologica e/o DSCC-SCC)

— e —




Anhalisi dei patogeni attraverso Kit GPCR

[’analisi combinata di SCC e DSCC (ndicatori di stato
infiammatorio della mammella) e dei patogeni Causa di infezionhe
consente di migliorare il benessere delle bovihe agendo
tempestivamente e ih modo mirato, consentendo inoltre |3
riduzione dell’'uso dei trattamenti in stalla.

[Laboratorio di analisi (ahalisi patogeni hell'ambito dei CF PA2021)
e tempestivita dei Campionamenti (pre-asCiutta € post-partum)
rappresentano dei punti per il miglioramento delle condizioni di
benessere, della riduzione dell'utilizzo degli antibiotiCi e della
reddivita delle stalle.

Nonh perdiamo di Vista ... mahagement ambiente, Sala e routine di
mungitura, gestione della mammella, ‘storia della boving’

N g g
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Misurazione Metaho (CH¢)

P . . s ~ .

Obbiettivi dello studio:
Misurare |e emissionhi di gas serra (metaho) a livello dei Sihgoli
ahimali in allevamento attraverso |0 strumento [Laser Methane Mini
(hteps://youtu.be/WNRIIABYKEM



https://youtu.be/wNRi9A6yK4M

Misurazione Metaho (CH¢)

Obbiettivi dello studio:

Misurare |e emissioni di £as serra (metano) a livello dei Singoli

ahimali ih allevamento attraverso |0 strumento [Laser Methanhe Mini

(https://youtu.be/WNRI9AGYKEM).

Materiali e metodi:

- [Le misure devono essere effettuate punhtanhdo il laser sul musello
dell’ahimale mentre 'animale € in Cattura, 0 durante la muhgitura
del mattino/sera, 0 cComunhque mentre 'ahimale e fermo;

- [Le misure devono avere uha durata di 5 minuti (@ 3 metri di
distanza) e |0 Strumento effettua Uuha rilevazione o0ghi 0,5
secondi. CiasCuna misura sara quindi composta da piu di 600
0SServazioni;

« (Ogni misura € inviata Via Bluetooth dal dispositivo laser a un

|
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https://youtu.be/wNRi9A6yK4M

Misurazione Metaho (CH¢)

1000.00
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100.00  H¥Ng T A e— e WRYELL BT LA
0.00 ¢

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

CHy, ppm xm

Number of records

MetahogSramma rappresentante |e osservazioni (h = 600) delle
emissioni di CH¢ ({mpm x m) raCcolte durahte unha Singola
misurazione del laser (Niero et al., 2020).




Misurazione Metaho (CH¢)

Razza Numerosita capi Percentuale
Frisona 333 .77
Pezzata rossa o4 11.64
Rendena 40 8.62
Jersey 14 3.02
Incrocio 23 4 .96

TOtale VaCChe misurate 464 VaCChe (16 aziende venete).




Misurazione Metaho (CH¢)

Variabile N Media Dev std Min Max
Emissioni CHs, ppm x m 457 82.15 37.16 /.58 225.84
Numerosita picchi, n 453 17.25 16.02 0.00 94.00

Media picchi di emissione, ppm x m 454  397.00 123.02 0.00 866.68

Emissioni medie di metano (ppm m) SUi ¢64 Capi misurati.




Misurazione Metaho (CH¢)

« (Considerahdo i picchi delle emissioni di CH¢% tra le diverse razze
coinvolte, risultano delle differenze hegli animali inh termini di
Vvalore medi e di humero dei piCChi di emissione. II humero di piCChi
puo essere considerato un fenotipo per disCriminare gli ahimali ad
alta emissione con quelli @ bassa.

« ] risultati del presente studio indiCanho Che |e misure effettuate

| CONh il laser sono influenzate da diversi fattori ambientali, se viene

appliCata in condizioni di Campo. [Jutilizzo della laser methane
come uno strumento per la misurazione delle emissioni di CH¢%
merita ulteriori approfondimenti.
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ASspetti fenotipiCi e genetiCi - [ ,attoferring

Vacche da latte h = 2625 (2034 HF. 3¢7 PRI, 15¢ RE, 25 J)
Ctalle coinvolte n = ¢4
QuanhtifiCazione della lattoferring tramite metodologia «Immuno

Diffusione TRadiale» (Radial Immuno Diffusion, RID) (FiSura -
Piastra per $agsgio 2¢ Campioni)

|

Produzione giornaliera di latte (Kg/giorno)
(Grasso, proteina, Caseing, |attosio (%)
SCC, cellule/ml e DSCC, %)

(Jrea (mg/dL)), p-idrossibutirrato (mmol/L)




ASspetti fenotipiCi e genetiCi - [ ,attoferring

Lattoferring JECIR SRS
e D = 7.7
0.05 Carattere Y
0.04 Latte, kg/g -0.30
S Grasso, % 0.12
=
o 0.03
= Proteina, % 0.33
Q
x 002 Caseina, % 0.31
0.01 [attosio, % -0.41
0 Cellule somatiche (SCC), cellule/ml 0.33
0 10 20 30 40 Cellule somatiche differenziali (DSCC), 0.17
Lattoferrina, mg/dL %
Urea, mg/d| 0.06

Figura 2. Distribuzione del contenuto di lattoferrina hei Campioni ahalizzati

g g



ASspetti fenotipiCi e genetiCi - [ ,attoferring

Accurat‘ezza dei m&ielli di prediziohe bagati Sulla spettroscopia hel
medio infrarosso (MilkosCah, [Lab. Latte ARAV)

RMSE,, R%, RMSE, R?
522 058 711  0.39

Fredetto

30 40

Osservato




ASspetti fenotipiCi e genetiCi - [ ,attoferring

g

Primo studio fenotipiCo e genhetico
a livello hazionhale

La lattoferring -> indiCatore di - i
benessere della mammella £ 0151 T :
Lab ARAV >  predizione £ | T =
lattoferring 8
g 0.051 .
0.00

1 § 1 ] |
Healthy BG NSM SM




ASspetti fenotipiCi e genetiCi - [ ,attoferring

_ g

Primo studio fenotipiCo e genhetico
a livello hazionhale
[La lattoferring - indiCatore di

benessere della mammella "
Lab  ARAV >  predizio
lattoferrinag

FrieslandCampina
sl Market lsghts’ - GLOBAL LACTOFERRIN MARKET In g redients s gn ifica nt[y

Market Value CAGR {2021.27) BJ:':_(,SJ_QNAL.Q_U_]',LQQL(

expands its lactoferrin
production capacity
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Caratterizzazione genhetiCa genotipo B-Caseina A24A2

T —
Parmigiano Reggiano prodotto
con latte A2A2 acquistabile e e
anche online

Le innovazioni della misura 16 del Psr

Latte Granarolo Betacaseina
A2: una piacevole novita, dalle

mucche di un tempo.

PSR: le INNOVAZIONI della MISURA 16 R e P
SHRTIaNate $he PN [ prateina ety -cassing A7 Bega¢ i{f}t’i!la ,’;j‘
I

——

Il progetto Parmaggrega per la produzione di Parmigiano Reggiano con solo |atte A2A2, cioé

latte con beta caseina A2A2 (anziché A1A1), considerato piu digeribile

Fonte foto: Agronaotizie

Creare innovazione di prodotto anche con una Dop dalla storia quasi

millenaria come il Parmigiano Reggiano & stato uno degli obiettivi che

si @ posto il progetto Parmaggrega.

N — e —



Caratterizzazione genetiCa genotipo -Caseing A24A2

[La B-Caseiha puo essere presente ne| latte in due Varianti alleliche:
Ale A

Position 67
Iy (proline hinders
cleavage)
il Val Tyr Pro Phe Pro Gly Pro lle Pro
( Al beta-casein ) O o @O
et \
P oY Position 67
one (histidine readily
et° T allows cleavage)

e /o®] /o & '\;“ ‘s‘.; $ 1. .12 T 1“ 4
e MG 2 beta-casomorphin-7
; B 4. (BCM7)
he original milk i ' — o Al 4

B-Casomorfine di tip0O 7 rappresentano |a Causa, a livello intestinale,
di uha reazione infiammatoria. 1| contenhuto di BCM7 sembra essere
4 Volte pil alto hel latte A2A1 rispetto 3l latte A2A2.




Caratterizzazione genhetiCa genotipo B-Caseina A24A2

ISviluppo di 2 METODI

Sl

—

RFLP - PCR
ARMS - PCR

1. Lewcocitl polimaridgueleats neutroftll del latte, 2. Lin
3, Leucociti polimarfordglesti neutrofili del latte che sty

.. 'If‘ 3
13 Centromere
‘I"I N S8y Surpe o
3 1 backbom
Seater /f' . l -
coomatidy gl Ny r
/ l \ L,
. 7
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Caratterizzazione genetiCa genotipo -Caseing A24A2

- . . ~. y . .
Analisi  mediante TRFLP-PCR (Restriction TFragment [.ength
Polymorphism — Polymerase Chaih Reaction)
Allele 1 Allele 2
Genetica T —
T —
Primer muta;h’ SNP ! Primer mutagenico
B [——
RELP-PCR |
T —
[ﬁl ! Primer
Amplificato B M
T
Sito per il taglio dell’enzima Sito per il taglio dell'enzima
INCOMPLETO COMPLETO

N — __



Caratterizzazione genetiCa genotipo -Caseing A24A2

LAnalisi  mediante RFLP-PCR_ (Restriction TFragment Length
Polymorphism — Polymerase Chain Reaction)

Allele 1 Allele 2
e PR
Amplificato - B
- M ! .|
Digestione Nl e
enzimatica N ! M
B L I I
N I

Risultato ] !

Corsa Elettroforetica su Gel di Agarosio

Beta Caseina A2A2
L
™

322 Kb

37 Kb

Beta Caseina A1A1
]
]

285 Kb




Caratterizzazione genetiCa genotipo B-Caseina A24A2

IEsempio di risultato

XYY
Maell  atAl A2 A2 e
e Ced Ced Ced) G

0. S
P J——

;2 J— A2

- — \

n I m

T R—
=20 =R
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Caratterizzazione genetiCa genotipo B-Caseina A24A2

g

umero ahimali
Razze izt allevament

Frisoha 1288 22
Jersey 58

Rendena 212 6
Pezzata ROSSa 222 9
Altre 63 8
TOtale 1843 48

g
—



Caratterizzazione genetiCa genotipo -Caseing A24A2

g

Frequenze genotipiche
&0

0 49 49
44

by 41 41
£ 40
o 40
= 36
= 35
E
i
‘g 30 AlAl
=
@ A1A2
&
3 A2A2
E’ 20 17
e 16 16
b 15

10

aa

Frisona Pezzata Rossa Rendena J Y
RAZZE




Caratterizzazione genetiCa genotipo -Caseing A24A2

- [L@ razza frisona mostra una frequenza di B-Caseina (A242)
superiore rispetto alle altre razze ahalizzate (> futuri ed
ulteriori approfondimenti)

- Cono state implementate 2 metodiChe Che permettono |a

determinazione della p-Caseina (A24A2) utilizzahdo i Campioni di
latte CF

o Amplighdo |0 sCreening nelle stalle ‘Favorevoli’ sulla base del tipo

di B-Caseinha (A2A2) potrebbero essere sviluppati ‘huovi’ prodotti
lattiero-Caseari

|




1 risultati dei progetti aggiuntivi 2020

g

conclusioni
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1 risultati dei progetti aggiuntivi 2020

[e attivita di ricerca svolte su indicazioni ed inh collaborazione
coh |le ANA hahno forhito informazioni (Fenotipi) di interesse
genetico

Le attivitd sono state sviluppate hellottiCa di Sarantire queste
conhoscenze (= ahalisi e/o protoColli) agli allevatori attraverso |3
concCreta implementazione hel [Laboratorio ARAV per futuro
utilizzo in Campo (es. patogeni)

[Le attivita di ricerCa hanho dimostrato Vantaggi ed in alcuni Casi
dei punhti CritiCi rispettO all’lapproCCio Ssperitmentale e
metodo|0giCo sViluppato (this IS sCiencell!)

[Le tematiChe affronhtate posSSOhO rappresentare un punto di
partenza per lidentifiCazione di huovi prodotti (es. B-Caseina
A2A2, l[attoferring)

—
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Inhovare — ”pud esistere solo ih uh contesto di cose che si fahno” |

G.M. 2013




