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Introduzione

Questa giornata di studio della Societa Italiana di Patologia e Allevamento degli Ovini e
dei Caprini, intermedia ai convegni, & dedicata al tema delle cellule somatiche nel latte
ovino e caprino.

La tematica & stata oggetto di vivaci discussioni all’interno del XX Congresso della SIPA-
OC, nel quale & emersa la necessita di organizzare un evento specifico con I'obiettivo di
tracciare lo stato dell’arte a 20 anni di distanza dal Congresso di Bella (PZ), che fece a suo
tempo il punto delle conoscenze scientifiche sull’argomento. Le conclusioni scaturite da
quel Congresso riguardarono |'adozione di un valore soglia unico per i piccoli ruminanti
di 1.500.000 cell/ml.

Dal 1994 ad oggi sono stati effettuati numerosi studi a livello nazionale ed internazionale
che hanno riguardato il valore fisiologico delle cellule somatiche, approfondito le cause
del loro aumento e indagato sulle conseguenze che questo aumento determina sui pro-
cessi tecnologici per la produzione dei derivati del latte.

L'attivita di ricerca esequita in questi anni ha anche evidenziato I'elevata variabilita che si
puo riscontrare sul numero delle cellule somatiche nel latte individuale e di massa durante
la lattazione, in relazione ai numerosi fattori che influenzano tale parametro.

E’ necessario quindi dedicare una giornata di studio che fornisca ai tecnici del settore, agli
allevatori ed al legislatore i risultati delle ricerche effettuate.

Nella giornata vengono discusse le nuove conoscenze scientifiche nel campo delle rela-
zioni tra cellule somatiche e mastiti e le possibilita di utilizzare nuovi strumenti diagnostici
per le mastiti sub-cliniche.

Un altro argomento importante é la valutazione delle strategie di profilassi e controllo
delle mastiti anche in termini di impatto sulla gestione e redditivita degli allevamenti.

Presidente SIPAOC Direttore Generale f.f. IZS Lazio e Toscana
Dott. Antonello Carta Dott. Remo Rosati






Valore discriminante
delle cellule somatiche
nel latte ovino

Carlo Boselli

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della Toscana Mariano Aleandri,
Via Appia Nuova, 1411 — 00178 Roma

Centro di Referenza Nazionale per la Qualita del Latte e dei Prodotti Derivati
degli Ovini e dei Caprini (C.Re.L.D.O.C.)

INTRODUZIONE: fra i numerosi fattori che condizionano gli aspetti igienico-sani-
tari degli allevamenti da latte, il principale ¢ la mastite che costituisce una delle prin-
cipali cause di perdita produttiva, di modifica della caratteristiche chimico fisiche e
tecnologiche del latte e di riforma degli animali, rappresentando una considerevole
voce di costo per I'allevatore.

Per il monitoraggio della mastite, in particolare nelle forme subcliniche, il parametro
indiretto maggiormente utilizzato nella diagnosi ¢ rappresentato dal conteggio delle
cellule somatiche del latte, grazie alla rapidita, alla economicita e soprattutto alla
affidabilita del test impiegato.

Sebbene il contenuto in cellule somatiche sia dipendente da numerosi fattori qua-
li lo stato di lattazione, il numero dei parti, la frequenza di mungitura, la stagione
etc., ¢ comunemente accettato che valori fisiologici in cellule somatiche prossimi a
100.000 cell. som./mL, nella bovina da latte, discriminano fra quartieri sani ed infetti
(Schwarz et al., 2010). In questa specie da latte, il contenuto in cellule somatiche,
puo essere impiegato sia come metodo diagnostico sia come criterio di selezione nei
programmi di miglioramento genetico per la resistenza alle mastiti (Colleau and Le
Bihan-Duval, 1995).

Anche per la specie bufalina sono indicati valori simili, compresi fra 42.000 cell.
som./mL (Dhakal, 2006), 50.000 - 100.000 cell. som./mL (Galiero et al., 2000) e
100.000 — 200.000 cell. som./mL (Guccione 2013).

Nella capra sono indicati valori fisiologici compresi tra 500.000 e 1.500.000 cell.
som./mL. (Contreras et al., 1996; McDougall et al., 2001; Moroni et al., 2005). Per
contro Bronzo et al. (2008) e Persson et al., (2011) hanno ottenuto valori inferiori
rispettivamente di di 846.000 e 345.000 cell. som./mL.
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Per la specie ovina numerosi Autori hanno individuato valori al di sotto delle 500.000
cell. som./mL (Gonzélez-Rodriguez et al., 1995; McDougall et al., 2001; Paape et al.,
2001; Pengov, 2001; Bergonier et al., 2003; Leitner et al., 2004; Rosati et al., 2004;
Berthelot et al., 2006; Blagitz et al., 2008).

I diversi valori fisiologici in cellule somatiche, ottenuti negli studi sugli ovini da latte,
sono anche da attribuire alle diverse unita secernenti (emimammella, mammella) e
alle frazioni di latte (antemungitura, postmungitura) considerate.

L’Obiettivo di questo lavoro ¢ stato di applicare la metodologia Receiver Operating
Characteristics curves (R.O.C.) per valutare la capacita diagnostica del conteggio in
Cellule Somatiche nel discriminare emimammelle infette da quelle sane in alcune
razze ovine allevate nella regione Lazio.

MATERIALI E METODI: dal 2005 al 2012, sono stati prelevati campioni di latte
appartenenti a pecore di razza Sarda (n = 1.576), di razza Sopravvissana (n = 668) e di
razza Lacaune (n = 590), per ogni animale da ciascuna emimammella, nella frazione
di latte di antemungitura e post mungitura.

Su ciascun campione ¢ stata eseguita I’analisi batteriologica (National Mastitis Coun-
cil, 2004) e successivamente I’analisi citologica mediante apparecchiatura automatica
a citometria di flusso (Fossomatic 5000 — Foss Electric).

In relazione all’esito dell’esame batteriologico (Gold Standard) ciascuna frazione di
latte ¢ stata classificata in positiva (esame batteriologico positivo) o negativa (esame
batteriologico negativo) e ad essa € stato associato il relativo contenuto in cellule
somatiche.

Per determinare il valore in Cellule Somatiche discriminante o di cut-off, fra emi-
mammelle sane ed infette ¢ stato utilizzato il SW MedCalc (version 12 - © 1993-
2013 MedCalc Software bvba), utilizzando la metodologia R.O.C. (DeLong et al.,
1988). L'area sottesa alla curva AUC (Area Under the Curve) ¢ stata stimata me-
diante approccio non parametrico utilizzando i valori di Sensibilita (Se) (%) e Spe-
cificita (Spe) (%) ottenuti sulla base dei valori osservati in positivi e negativi al test
batteriologico.

RISULTATTI E DISCUSSIONE: tra i germi ambientali isolati gli Stafilococchi Coa-
gulasi Negativi sono risultati la specie batterica prevalente in tutte le razze studiate:
Sarda (61,6%), Sopravissana (74,4%) e Lacaune (47,6%), rispetto a Bacillus spp
risultati per la Sarda (32,9%), Sopravissana (8,5%) e Lacaune (22,2%).

Per i germi contagiosi € stato isolato soltanto Staphylococcus aureus nella razza Sarda
(1,1%) e nella razza Lacaune (8,7%).

I valori discriminanti o di cut-off ottenuti con i rispettivi valori di Sensibilita e Speci-
ficita ad essi associata sono elencati nella tabella 1.
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I1 range di cellule somatiche oscilla da un valore minimo di 96.000 cell. som./ml.,
determinato sulla razza Sarda nella frazione di latte di ante mungitura, ad un valore
massimo di 380.000 cell. som./ml, determinato sulla razza Lacaune nella frazione di
latte di post-mungitura (Fig.1).

Razza Latte di Antemungitura Latte di Postmungitura

CS (n°/mL) CS (n°/mL)

Se (%) - Spe (%) Se (%) - Spe (%)
Sarda 96.000 181.000

(50,2% - 60,0%) (64,3% -56,1%)
Sopravissana 157.000 187.000

(68,7% -50,8%) (92,6% -52,2%)
Lacaune 251.000 380.000

(54,2% -76,8%) (47,7% - 81,3%)

Tabella 1. Valori di cut-off determinati nella frazioni di latte e per le razze studiate.

5 CE_PM
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Figura 1. Valori di cut-off determinati su pecore di razza Lacaune: proiezione di curve ROC nelle frazioni di
latte di ante mungitura (sinistra) e post mungitura (destra).

I valori di cut-off ottenuti, sono risultati sempre superiori nella frazione di latte di
post mungitura rispetto a quella di ante mungitura per ciascuna razza studiata.

Relativamente agli studi condotti sull’emimammella, Gonzales Rodriguez et al. (1995)
riportano, in uno studio su diverse razze ovine (Assaf, Churra e Castellana) un valore
discriminante medio di 300.000 cell. som./ml con una sensibilita dell’80,0% ed una
specificita dell’82,0%. I valori riscontrati per le razze Assaf e Catellana sono risultati
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maggiori di quello riscontrato nella razza Churra (400.000 vs 200.000 cell. som./ml)
(vedi tabella 2).

In un’altro studio condotto su campioni di emimammella da pecore di razza Pirlak,
Ozenc et al., (2011) hanno ottenuto un valore di cut-off pari a 374.000 cell. som./ml
con valori di sensibilita e specificita rispettivamente di 91,2% e 90,6% (vedi tabella 2).

Dagli studi condotti nella determinazione dei cut-off a livello individuale, utilizzando
come gold standard I'isolamento batteriologico in ante-mungitura, sono stati ottenuti
valori in cellule somatiche compresi fra 200.000 e 645.000 cell. som./mL (tab. 2).

RAZZA Autore Unita C.S. Sensibilita Specificita
Secernente cell. % %
som./mL%
Assaf, Castellana,  Gonzales Emimammella  300.000 80 82
Churra Rodriguez 1995
Pirlak Ozencetal. 2011 Emimammella  265.000 91,2 90,6
Arcott/Canadian ~ Ramanoon 1997  Mammella 200.000 38 88
Sarda + Comisana  Rosati et al. 2004  Mammella 265.000 30 86
Sarda Rosati et al. 2004 ~ Mammella 268.000 58 46
Comisana Rosati et al. 2004  Mammella 271.000 48 69
Valle del Belice Riggio et al. 2013  Mammella 645.000 48 86
Valle del Belice Tolone et al. 2014 Mammella 427.000 59 81
Awassi MO Alekish 2014 Mammella 220.000 99 79
260.000 99 98

Tabella 2. Valori di cut-off determinati a livello di emimammella ed individuale per alcune razze ovine.

I valori riscontrati nell’analisi statistica includono mammelle con infezione monola-
terale e bilaterale.

Nel caso di elevata prevalenza di infezioni monolaterali il valore di cut-off ed i relativi
valori di sensibilita e specificita ad esso associati possono essere meno accurati.

Il valore di cut-off individuale pit elevato, ottenuto su pecore di razza Valle del Beli-
ce da Riggio et al. (2013), fra mammelle sane ed infette, per tutti i patogeni isolati, &
risultato di 645.000 cell. som./mL. Dallo stesso studio ¢ emerso un valore di cut-off,
determinato solo considerando i patogeni maggiori, di 2.138.000 cell. som./mL.

Conclusioni: la determinazione del valore discriminate, ottenuto da campioni di latte
di emimammella rispetto a quelli individuali, ¢ piti accurata, in quanto ad ogni emi-
mammella sia essa positiva o negativa ad isolamento batteriologico ¢ associato il reale
valore cellulare, infatti tale valore non ¢ influenzato dal possibile effetto diluizione nei
casi di infezione monolaterale.
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I risultati ottenuti nel presente studio, dalle tre razze considerate, mostrano valori pit
bassi in ante mungitura (range: 96.000 — 251.000 cell/ml) rispetto a quelli ottenuti in
post mungitura (range: 181.000 — 380.000 cell/ml).

I valori di cut-off determinati possono essere utilizzati come riferimento nei piani di
profilassi delle mastiti, e di ausilio al legislatore per fissare un eventuale limite di legge
in cellule somatiche latte di massa.
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Relazione tra patogeni
della mammella e cellule somatiche
nel latte ovino e caprino

Cannas E.A.', Dore S.!

!Centro di Referenza Nazionale per le Mastopatie degli Ovini e dei Caprini — Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della Sardegna. Via Duca degli Abruzzi 8, 07100-Sassari

La mastite rappresenta il piti importante problema sanitario nei piccoli ruminanti
destinati alla produzione di latte e la principale causa di perdite economiche per la
riduzione e lo scadimento della qualita delle produzioni. Puo, inoltre, costituire un
problema di sanita pubblica a causa dell’'uso improprio di antibiotici potenzialmen-
te responsabile di presenza di residui nel latte e sviluppo di antibiotico resistenza
batterica. Questa patologia ¢ costituita dal processo inflammatorio della ghiandola
mammaria, condizionato da diversi fattori predisponenti di natura individuale (con-
formazione mammaria, eta della pecora, difese locali, alimentazione) ed ambientale
(impianto mungitura, igiene mungitura, igiene della lettiera ecc.) e da fattori scate-
nanti, caratterizzati prevalentemente da infezioni batteriche.

Batteri responsabili di mastiti nei piccoli ruminanti

Nelle mastiti i microrganismi responsabili sono prevalentemente costituiti da batteri
che, a seconda della loro origine, possono essere distinti in:

— batteri patogeni contagiosi: presenti nella mammella infetta, generalmente soprav-
vivono con difficolta nell’ambiente. Si diffondono tra gli animali con le procedure di
mungitura attraverso la mungitrice meccanica. I principali batteri patogeni contagio-
si sono: Staphylococcus aureus, Mannbemia haemolitica, Pasteurella multocida, Cory-
nebacterium spp., Arcanobacter pyogenes e micoplasmi. Staphylococcus aureus & il pit
importante agente mastidogeno contagioso della mammella. Produce diverse tossine
coinvolte nella patogenesi della mastite ed enterotossine causa di tossinfezioni alimen-
tari; puo essere responsabile di mastiti di diverso grado di gravita a partire dalla mastite
gangrenosa, con perdita funzionale della mammella e interessamento sistemico che puo
esitare con la morte dell’animale, alla mastite parenchimatosa acuta che puo evolvere
nella forma cronica, alla dermatite pustolosa che puo rappresentare la premessa per
I'insorgenza della mastite stafilococcica e, infine, a forme di mastite subclinica.
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— batteri ambientali: sono ubiquitari, presenti nel tratto gastro-intestinale, nel suolo,
nell’acque e nelle lettiere. Moltiplicandosi nelle guaine degli impianti di mungitura
favoriscono il diffondersi dell'infezione fra gli animali. Possono dar luogo a quadri
clinici di diversa gravita, da mastiti acute, con febbre, depressione, anoressia e mor-
te degli animali nei casi pitl gravi, fino a mastiti croniche, con presenza di noduli e
ispessimenti del tessuto mammario, riduzione del volume dell” emi-mammella inte-
ressata con conseguente diminuzione della produzione del latte; possono, inoltre,
essere riscontrate forme asintomatiche individuabili esclusivamente mediante esami
di laboratorio. I principali batteri ambientali responsabili di mastite negli ovini e
caprini da latte sono: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxitoca, En-
terobacter spp, Serratia spp, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp, Streptococcus di-
sgalactiae, Streptococcus uberis, Bacillus spp (Bacillus cereus).

— batteri opportunisti: sono microrganismi che costituiscono la flora microbica cu-
tanea degli animali. Definiti da molti autori come patogeni minori (Bergonier, 2003)
sono perd i maggiori responsabili delle mastiti subcliniche con effetti negativi sulle
produzioni. I principali batteri appartenenti a questa categoria sono rappresentati
dagli stafilococchi coagulasi negativi (SCN), in particolar modo Staphylococcus epi-
dermidis, Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus haemolyticus che, essendo
dotati di patogenicita variabile, possono causare quadri clinici diversi. Staphylococ-
cus epidermidis rappresenta la specie piu frequentemente isolata fra gli SCN (Dore
2014); la sua patogenicita varia in rapporto alla presenza o meno di 7zarker di pato-
genicita (Simojoki, 2012) e spesso ¢ associato a valori elevati di contenuto in cellule
somatiche (CCS) nel latte.

— altri microrganismi: sono coinvolti in modo meno frequente e talvolta possono
causare malattia nell'uomo. I principali sono: Listeria spp, Streptococcus zooepideni-
cus (Las Heras, 2002) nella capra, la Nocardia farcinica (Maldonado, 2004) e Asper-
gillus fumigatus.

I microrganismi invadono la mammella superando le difese naturali, si moltiplicano
nei tessuti secernenti ed alcuni sintetizzano tossine che sono la causa diretta della
lesione. A questo punto, si scatena una serie di eventi che determinano I'instaurarsi
del processo inflammatorio noto come mastite.

A seconda della rapidita d’insorgenza, della durata e delle lesioni provocate si distin-
guono i seguenti tipi di mastite:

— mastite clinica acuta/iperacuta: ’evoluzione della malattia ¢ molto rapida e si os-
servano diversi gradi di alterazione del tessuto mammario, che appare modificato
all’esame ispettivo e alla palpazione, con interessamento dei linfonodi sopramamma-
ri e del secreto mammario macroscopicamente alterato (acquoso, coaguli, fiocchi).
Oltre i classici sintomi clinici dell'inflammazione locale si possono osservare sintomi
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di risentimento generale come febbre, brividi, orripilazione, depressione e anoressia.
Spesso queste forme hanno esito letale con perdita della mammella, conseguente a
setticemia e/o0 tossiemia (i.e. mastite gangrenosa). Responsabili di questo tipo di ma-
stite sono generalmente Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

— mastite clinica subacuta/cronica: caratterizzata da sintomatologia a carico della
mammella di solito in assenza di risentimento generale. I principali agenti eziologici
appartengono al genere Streptococcus (Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus ube-
rs). Nelle mastiti cliniche sub-acute si riscontrano alterazioni nel latte come fiocchi,
coaguli e/o aspetto acquoso del latte, mentre sono lievi o assenti dolore e aumento di
temperatura della ghiandola.

— mastite clinica cronica: si tratta di un processo infiammatorio che persiste per mol-
ti mesi anche da una lattazione all’altra. Puod assumere I'aspetto di forma sub-clinica
con riacutizzazioni periodiche e con sintomi di mastite acuta o sub-acuta che regre-
disce fino alla forma sub-clinica.

— mastite subclinica: ¢ una forma di mastite nella quale non sono presenti compro-
missioni della mammella visibili all’esame clinico e non si osservano alterazioni ma-
croscopiche nel latte; si caratterizza per 'aumento del CCS (soprattutto granulociti
neutrofili) al di sopra dei livelli fisiologici, aumento del pH causato dal passaggio di
cloruro e bicarbonato di sodio dal sangue al latte e aumento di enzimi (NAGasi).
Sono mastiti causate prevalentemente da SCN e possono persistere per diverse lat-
tazioni. I soggetti con mastite subclinica rappresentano “serbatoi” di microrganismi
che possono diffondere 'infezione agli animali sani.

Come si difende la mammella?

I meccanismi di difesa della mammella sono costituiti dalle sue caratteristiche anato-
miche (strato corneo, sfintere del capezzolo, tappo di cheratina), dalla componente
umorale (lattoferrina, lisozima e NAGasi) e da fattori cellulari.

Le cellule somatiche nel latte rappresentano la componente cosiddetta cellulare dei
meccanismi di difesa della mammella verso le infezioni.

Le sottopopolazioni cellulari sono costituite da cellule epiteliali, che derivano diret-
tamente dalla mammella, e da cellule del sistema immunitario, rappresentate princi-
palmente da macrofagi, linfociti e granulociti neutrofili polimorfo-nucleati (PMN),
di provenienza ematica:

— Macrofagi: svolgono il ruolo di sentinella nei confronti dell’ingresso di batteri nella
mammella; sono in grado di fagocitare microrganismi e presentarne gli antigeni sulla
superficie. Secernono citochine regolatorie del processo inflammatorio, in particolare
IL-1, TNF-, IL.8, IL-6.

— Cellule epiteliali: sono costituite da cellule di sfaldamento derivate dal normale
turn-over cellulare o dal danneggiamento dell’epitelio mammario. Esprimono I’anti-
gene MHC II; sono in grado di legare antigeni batterici e presentarli ai linfociti T e di
produrre citochine pro-infiammatorie (IL-8) in seguito ad infezione.
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— Granulociti neutrofili polimorfo-nucleati: hanno origine nel midollo osseo e, suc-
cessivamente, vengono rilasciati nel torrente circolatorio per poi migrare nei tessuti.
Sono le cellule pit numerose nelle mammelle infette e, specializzate nella fagocitosi,
svolgono un ruolo essenziale nella risoluzione dell’infezione; la loro vitalita € di circa
24-48 ore (International Dairy Federation, 2003). A causa dell’ingestione dei globuli
di grasso e della minor presenza di opsonine nel latte, la fagocitosi a livello mammario
appare meno efficiente, per questo motivo & necessario un numero maggiore di PMN
nel latte rispetto al sangue. Sono state evidenziate correlazioni positive fra CCS e nu-
mero di PMN che diventano predominanti nelle classi di cellule >1.000.000 cellule/
ml (Figura 1)(Dore 2011).

— Linfociti. I linfociti B si trasformano in plasmacellule e producono gli anticorpi
mentre i linfociti T sono rappresentati da: T helper-CD4, che modulano la risposta
immunitaria umorale e cellulo-mediata attraverso la produzione di citochine, e T
citotossici (CD8) che posseggono un’attivita citolitica diretta verso antigeni specifici.

Figura 1. distribuzione percentuale delle popolazioni cellulari in rapporto alle diverse classi di CCS
nel latte ovino. (Dore, 2011)
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In presenza di infezioni a carico della mammella variano soprattutto le cellule coin-
volte nella risposta immunitaria. Con la conta differenziata delle cellule somatiche
nel latte & possibile distinguere le variazioni delle diverse sottopopolazioni cellulari
in rapporto allo stato di salute della mammella (Cuccuru, 1997); infatti, il numero e la
proporzione fra le diverse componenti cellulari varia notevolmente in funzione delle
condizioni fisiologiche o patologiche degli animali.
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CCS nel latte di massa

Il valore di CCS nel latte di massa rappresenta un indicatore importante per stimare
la prevalenza di emi-mammelle infette all’interno dell’allevamento e fornisce, inoltre,
importanti informazioni sul livello di capacita gestionale degli operatori zootecnici.
Si tratta di un parametro che puo variare notevolmente nel tempo, anche da un gior-
no all’altro, in rapporto al numero di animali affetti da mastite e allo stadio dell’infe-
zione. In letteratura sono riportati dei metodi di valutazione che, basandosi sul con-
tenuto di cellule somatiche del latte di massa, sono in grado di stimare la diffusione
delle mastiti in allevamento. (Lagriffoul, 1999)

Solo per la specie bovina la normativa comunitaria sulla sicurezza alimentare (Re-
golamento CE n. 853/2004) stabilisce il valore limite di CCS di 400.000 cellule/ml
espresso come media geometrica dei valori riferiti ad un prelievo al mese per 3 mesi
consecutivi; per le altre specie da latte non ¢ ancora previsto a livello comunitario
come requisito di sicurezza alimentare ma, spesso, ¢ utilizzato come parametro per il
pagamento differenziato del latte sulla base della qualita.

CCS nel latte individuale e di emi-mammella

I1 CCS a livello individuale e di emi-mammella costituisce un indicatore dello stato
sanitario e produttivo del singolo animale e puo fornire informazioni sulla dinamica
della malattia. Inoltre, la determinazione del CCS a tale livello consente di effettua-
re in modo mirato I’esame colturale e aumentare quindi la probabilita di ottenere
risultati positivi. Il valore di CCS in una mammella ovina sana non dovrebbe essere
superiore a 300.000 cellule/ml.; Rosati (2005) riporta un valore di 265.000 cellule/ml
quale valore discriminante fra campioni di latte positivi e campioni negativi all’esame
colturale.

CCS e isolamento dal latte di microrganismi responsabili di mastiti

La presenza nel latte di microrganismi responsabili di mastiti si accompagna general-
mente ad un incremento del CCS per cui, nelle emi-mammelle infette, il CCS risulta
pit elevato che in quelle sane. Diversi autori hanno studiato I’esistenza di una corre-
lazione fra CCS e patogenicita dell’agente coinvolto, alcuni evidenziando un valore
maggiore di CCS in presenza di “patogeni maggiori” come Staphylococcus aureus
(Leitner, 2011). (Tabellan. 1)

In presenza di mastiti da SCN negli ovini e nei caprini si osserva un maggior incre-
mento di CCS rispetto a quanto riscontrato nel bovino, probabilmente a causa di
una minor resistenza e/o una migliore risposta immunitaria nei confronti di questi
gruppi di batteri (Cuccuru, 2008). Anche il perdurare di valori elevati di CCS nel
latte puo variare in rapporto alla specie batterica coinvolta e alle sue caratteristiche di
virulenza (presenza o meno di fattori di patogenicita): batteri responsabili di forme
acute provocano notevoli rialzi cellulari ma di durata pit breve, mentre altre specie
responsabili di forme croniche provocano incrementi di CCS pit moderati ma che
possono protrarsi pitl a lungo nel tempo.
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Table 1. Somatic cell counts (x103 cells mL.—1) in uninfected ewe udder halves and
those infected with different pathogens. (Souza et al. 2012)

Pathogens
Coagulase-
References Uninfected negalivp Minor pathogens | Major pathogens
staphylococci

Gonzalez-Rodriguez el al, {1995) 130 1.200 450490 40004500
Leitner et al, (2001} 388 1.371-2.129 = =

Ariznabarreta et al. (2002) ] - T2-160a 850-19.000b
Gonzalo et al. (2002)e 77 1.005¢ 131a 1.841
Suarez et al. (2002)e 244.5 = 1.044d 2.046

a Including novobiocin-resistant coagulase-negative staphylococei.
b Including movobiocin-sensitive coagulase-negative staphylococs,
¢ Only novobiocin-sensitive coagulase-negative staphylococer.

d Including coagulase-negalive staphylococei,

& Geomalic means of the somalic cell counts are shown.

Su 6.807 campioni di latte di emi-mammella pervenuti ed analizzati per diagnosi
di mastite presso i laboratori dell'Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sar-
degna, la frequenza di isolamento di microrganismi responsabili di mastite oscilla
tra 20% per la classe di cellule <300.000 cellule/ml e 50% per i campioni con CCS
>1.000.000 cellule/ml. Questo risultato indica che la performance diagnostica dell’e-
same colturale nella diagnosi di infezione mammaria ¢ bassa a causa del rischio di
risultati falsi positivi, soprattutto nel caso di microrganismi ambientali e opportuni-
sti, e falsi negativi a causa di discontinuita nell’eliminazione del batterio con il latte,
insufficiente sensibilita del metodo utilizzato oppure per la scarsa concentrazione dei
microrganismi nel latte (effetto diluizione).

Figura 2. Relazione tra positivita all’esame colturale e classi di CCS calcolato su 6807 cam-
pioni di latte di emi-mammella.
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Figura 3. Distribuzione per classi di CCS dei campioni di latte risultati positivi all'esame
colturale per i principali microrganismi responsabili di mastite: a) stafilococchi coagulasi
negativi, b) Staphylococcus aureus, c) Streptococcus uberis, d) Pseudomonas aeruginosa.
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Di 1.083 campioni di latte positivi all’esame colturale per SCN circa 80% hanno evi-
denziato un valore di CCS >300.000 cellule/ml mentre il 19% presentava un valore
di CCS considerato fisiologico per un animale non affetto da mastite; questo feno-
meno in parte puo essere dovuto alla origine extra-mammaria dei microrganismi e in
parte alla presenza di forme croniche di mastiti.

Per quanto riguarda i campioni positivi per Staphylococcus aureus, solo il 7% dei
campioni riportava un CCS <300.000 cellule/ml e il 67 % CCS >2.000.000 cellule/ml.
Analogamente a Staphylococcus aureus, sia Streptococcus uberis che Pseudomonas ae-
ruginosa presentavano un CCS <300.000 cellule/ml nel 7% dei campioni di latte.
Da sottolineare il numero dei campioni positivi per Pseudomonas aeruginosa con va-
lori di CCS >2.000.000 cellule/ml (71%), simili a quelli riscontrati per Staphylococcus
aureus, a dimostrazione che tali microrganismi scatenano una risposta inflammatoria
imponente dando luogo a forme acute, talvolta con risentimento sistemico ed esito
letale.

Conclusioni

Dai risultati ottenuti si evidenzia la presenza di una relazione fra risultato dell’esame
colturale e CCS come conseguenza del processo inflammatorio scatenato dai micror-
ganismi che si localizzano nella mammella. Tuttavia, non sempre la reazione infiam-
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matoria, e quindi la risposta cellulare, & associata all’isolamento del batterio respon-
sabile; cio ¢ maggiormente evidente per SCN, responsabili di mastiti subcliniche, che
rappresentano le forme piu frequenti negli allevamenti da latte.

Inoltre, la positivita microbiologica rilevata in campioni di latte con CCS fisiologi-
co (<300.000 cellule/ml) potrebbe essere attribuito a microrganismi di provenienza
extra-mammaria come i batteri opportunisti presenti sulla cute della mammella e i
germi contaminanti di provenienza ambientale.

Valori elevati di CCS in presenza di negativita microbiologica potrebbero essere do-
vuti al perdurare dello stato infiammatorio in assenza di infezione, all’eliminazione
discontinua di microrganismi con il latte o all'insufficiente concentrazione dei mi-
crorganismi nel campione prelevato non rilevabili dai metodi di isolamento applicati.
In seguito alle considerazioni summenzionate, la valutazione dei risultati di laborato-
rio risulta essere complessa, in particolare in caso di isolamento di germi ambientali e
opportunisti in assenza di sintomatologia clinica, poiché non si hanno certezze della
provenienza mammaria. Per tale motivo & indubbio che la prova colturale da sola non
sempre ¢ sufficiente a stabilire diagnosi di mastite e che il corretto campionamento,
insieme alla determinazione del CCS, puo dare un importante contributo in tal senso.
Pertanto, la determinazione del CCS sul latte o la sua valutazione indiretta attraverso
il CMT puo essere considerato a tutti gli effetti un valido supporto diagnostico all’e-
same colturale.

Per la diagnosi di mastite risulta fondamentale I'integrazione fra I’attivita del vete-
rinario aziendale e il laboratorio al fine di poter formulare diagnosi maggiormente
accurate ed attendibili quale strumento indispensabile per definire e verificare le stra-
tegie di controllo da applicare, monitorare lo stato sanitario dell’allevamento, valuta-
re la sensibilita agli antibiotici, verificare I'efficacia della terapia e disporre di ceppi
batterici per I'allestimento di vaccini stabulogeni.
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Relazione tra la morfologia
dell’apparato mammario
e le infezioni mastitiche
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degna, S.S. Sassari-Fertilia Km 18.6 -07100 Sassari

Introduzione

La sanita dell’apparato mammario ¢ un aspetto importante dell’allevamento ovino
perché puo condizionare i livelli produttivi degli animali e influenzarne la durata
della carriera produttiva. Nonostante le mastiti cliniche abbiano una bassa incidenza
nelle pecore (inferiore al 5%), esse rappresentano insieme a quelle croniche, la prin-
cipale causa di riforma volontaria in questa specie dopo il basso livello produttivo
(Barillet et al., 2001; Bergonier et al., 2003 ). Diversi studi hanno indicato che le masti-
ti subcliniche possono provocare diminuzioni nella produzione di latte e, alterando
la composizione del latte, riduzioni della consistenza della cagliata (Gonzalo et al.,
2002; Leitner et al., 2004, 2008). Poiché i leucociti che originano dal sangue per che-
miotattismo e diapedesi in risposta a aggressioni locali si traducono in un incremento
delle cellule somatiche nel latte il valore di CCS (Conta Cellule somatiche) del latte
¢ stato proposto anche negli ovini come indicatore della stato sanitario della mam-
mella (Fthenakis, 1996; Berthelot et al., 2006; Lafi, 2006) e come indice della qualita
del latte (Pirisi et al., 2000; Raynal-Ljutovac et al., 2007). Ancora controversa risulta
tuttavia la definizione di valori soglia (puntuali o dinamici) per I'identificazione degli
animali infetti sulla base del valore di CCS del latte, trovandosi in bibliografia soglie
variabili tra le 200 000 e 1 500 000 cells/ml (Mavrogenis et al., 1995; Fthenakis, 1996;
Berthelot et al., 2006).

Studi condotti nel decennio passato hanno dimostrato anche negli ovini I’esistenza di
una variabilita genetica di CCS, con stime di ereditabilita di diverse misure di CCS
(media per lattazione, trasformazione logaritmica, etc) che variano tra 0.11 e 0.18
(Baro et al. 1994; El Saied et al. 1999; Barillet et al., 2001; Rupp et al., 2003). Pertan-
to, cosi come nelle vacche da latte, il CCS ¢ stato proposto come criterio di selezione
per il miglioramento genetico della sanita della mammelle anche negli ovini (Barillet
et al., 2001). Ad oggi tuttavia, benché le cellule somatiche siano misurate in routine
in diverse razze ovine in Francia, Italia e Spagna (Astruc et al., 2012), la riduzione del
loro contenuto nel latte & un obiettivo di selezione solo per la razza Lacaune (Barillet
et al., 2007). In questa specie inoltre, sia a causa della mancata registrazione che della
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scarsa frequenza dei casi clinici, non sono disponibili stime di correlazioni genetiche
tra mastiti (cliniche o subcliniche) e contenuto in cellule somatiche del latte e la co-
noscenza delle relazioni genetiche tra CCS e mastiti cliniche rimane scarsa. Risultati
preliminari di un esperimento basato su due linee di pecore Lacaune selezionate in
maniera divergente per lo SCS (Score di Cellule Somatiche ottenuto dalla trasforma-
zione logaritmica delle CCS) suggeriscono che la selezione per un ridotto contenuto
in cellule somatiche nel latte puod migliorare la resistenza alle mastiti sia cliniche che
subcliniche anche in questa specie (Rupp et al., 2009).

Nei bovini da latte ¢ stata da tempo dimostrata una relazione sia tra lo morfologia
dell’apparato mammario e il valore di CCS che tra la morfologia mammaria e inci-
denza di mastiti cliniche Seykora and Mc-Daniel, 1986; Rogers et al., 1991; Rupp
and Boichard, 1999. Young et al. (1960) furono i primi ad indicare correlazioni
genetiche favorevoli (comprese tra -0.48 a -0.28) tra altezza della mammella e score
per mastiti cliniche, infezioni batteriche e conta leucocitaria. Seykora e McDaniel
(1985; 1986) trovarono una correlazione genetica negativa tra altezza della mam-
mella e CCS. Rogers et al. (1991) suggerirono che la selezione per mammelle meglio
sostenute e con capezzoli pit vicini e piu corti avrebbe ridotto o rallentato I'aumen-
to di cellule somatiche prodotto dal progresso genetico sul latte. Infine Boettcher
et al. (1998) e Rupp e Boichard (1999) confermarono che nella bovina mammelle
profonde, con capezzoli distanti tra loro e vicini al suolo erano geneticamente pre-
disposte a presentare valori di piu elevati. Negli ovini, a partire dalla meta degli
anni 90, con 'obiettivo di studiare e migliorare I’attitudine alla mungitura mec-
canica degli ovini, sono stati messi a punto sistemi di valutazione dei caratteri di
morfologia mammaria basati su scale lineari di 9 punti. Tali sistemi di valutazione,
sviluppati inizialmente in Spagna (de la Fuente et al., 1996) e successivamente in
Francia e Italia, sono attualmente utilizzati per le razze Churra (Fernandez et al.,
1997), Manchega (Serrano et al., 2002), Laxta (Legarra e Ugarte, 2005), Lacaune
(Marie-Etancelin et al., 2005) e Sarda (Casu et al., 2006). I caratteri valutati sono
quelli che maggiormente condizionano la facilita di mungitura in questa specie: al-
tezza o profondita della mammella, altezza della cisterna o posizione dei capezzoli,
forza dell’attacco ventrale, solco intramammario, dimensione del capezzolo, con
alcune differenze tra i vari sistemi (Marie-Etancelin et al., 2001): il sistema francese
non considera la forza dell’attacco ventrale mentre quello spagnolo non valuta la
profondita del solco e considera la dimensione del capezzolo, attualmente in fase
di introduzione anche per la razza Sarda. Tutti i sistemi considerano I'altezza della
mammella e la posizione dei capezzoli, carattere, quest’ultimo dal quale dipende
il numero di interventi manuali da parte dell’operatore per ottenere il completo
svuotamento della mammella durante la mungitura meccanica. Oltre alla pertinen-
za dei caratteri indicati per valutare Iattitudine alla mungitura meccanica delle
pecore (Casu et al., 2000), gli studi realizzati nel decennio scorso hanno dimostrato:
’obiettivita del metodo di valutazione che, per quanto soggettivo, permette elevate
correlazioni tra valutatori esperti (Marie-Etancelin et al., 2001; Casu et al.; 2000);
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I’elevata o media ripetibilita dei caratteri rispettivamente entro e tra lattazioni (Ma-
rie et al., 1999; Casu et al., 2000; Casu e Carta, 2002); la possibilita di procedere
al miglioramento genetico della mammella attraverso la selezione per questi criteri
o anche solo per uno di essi considerati i valori di ereditabilita variabili, a seconda
del carattere e della razza, tra 0.19 e 0.42 (Legarra et Ugarte 2005; Marie-Etancelin
et al., 2005; Casu et al., 2006a) e le correlazioni genetiche moderate ma favorevoli
tra questi; e, infine, la possibilita di valutare correttamente gli animali con una
singola punteggiatura effettuata precocemente nella carriera produttiva, viste che
le forti correlazioni genetiche tra caratteri misurati in lattazioni successive (Legarra
e Ugarte, 2005)

Figura 1. Scale di valutazione lineare (9 punti) utilizzate per la valutazione della morfologia
mammaria nella razza Sarda. SU: grado di sospensione; PC posizione dei capezzoli; ALT
altezza della mammella; GS: grado di separazione delle due emi-mammelle (Casu et al.,
2006)

Grado di sospensione (SU o ATT) Pasizione capezzoli (PC)

(IO

Altezza rispetto al garretto (ALT) Grado di separazione (GS o SOL)

OO0

In questo lavoro saranno presentati i risultati disponibili in letteratura e le eviden-
ze delle sperimentazioni realizzate negli allevamenti di Agris Sardegna e degli studi
condotti sugli ovini di razza Sarda sulle relazioni tra la morfologia e la sanita del-
la mammella. In particolare saranno presentate le relazioni fenotipiche tra caratteri
di morfologia mammaria, e la valutazione del rischio di incorrere in inflammazioni
mammarie o presentare un elevato valore di CCS nel corso della carriera produttiva
degli ovini. Infine saranno presentate le stime delle correlazioni genetiche tra caratte-
ri di morfologia mammaria e contenuto in cellule somatiche del latte ovino.
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RELAZIONI FENOTIPICHE
TRA MORFOLOGIA E SANITA DELLA MAMMELLA

Recenti lavori realizzati nei greggi sperimentali di AGRIS hanno permesso di stu-
diare le relazioni tra la morfologia mammaria e la sanita della mammella negli ovini
da latte. In particolare gli studi hanno valutato il rischio di manifestare uno stato
inflammatorio durante tutta la carriera produttiva delle pecore in funzione della
morfologia mammaria valutata in prima lattazione (Casu et al., 2006b; Sechi et al.,
2007; Casu et al., 2010). Inizialmente sono stati analizzati dati raccolti tra il 2000 e
i1 2005 in due greggi sperimentali caratterizzati da differenti sistemi di conduzione.
11 primo (BC) era costituito da 894 pecore tutte nate nel 1999 da un incrocio di ri-
torno SardaxLacaune. In questo gregge non si effettuava alcuna riforma volontaria
degli animali fino al termine della quarta lattazione, quando gli animali venivano
abbattuti. Il secondo gregge (SA), costituito da pecore sarde di diverse classi di eta,
era invece sottoposto ogni anno ad un’importante riforma volontaria sulla base, tra
Ialtro, delle caratteristiche morfologiche e sanitarie della mammella. La morfologia
mammaria veniva valutata, con le scale lineari di 9 punti in uso per la razza Sarda
(figura 1, Casu et al., 2006), per i 4 caratteri: posizione dei capezzoli (PC), altezza
rispetto al garretto (ALT), grado di separazione delle 2 emimammelle (GS), grado
di sospensione (SU). Per I’analisi sono state considerate le valutazioni morfologiche
relative alla prima lattazione (n=894 e annata 2000 per BC e n=1558 e annate 2000-
2004 per SA). La misura del contenuto in cellule somatiche del latte veniva realizza-
ta mensilmente nel gregge SA e 2 volte al mese nel gregge BC. In entrambi i greggi
si registravano inoltre i casi di animali che manifestavano sintomi di inflammazioni
della mammella (mammella calda, alterazioni del latte) o mastiti confermate da ana-
lisi microbiologica. Lo stato sanitario della mammella era riferito all’intera carriera
produttiva degli animali, la cui durata media era di 3,6 anni nel gregge BC e di 2,3
anni in quello SA. Sono stati definiti “positivi” quegli animali per i quali era stata
registrata un’inflammazione mammaria almeno una volta nel corso della carriera
produttiva o che avevano avuto almeno 2 controlli con CCS>1*106 cells/ml in una
delle loro lattazioni controllate. Sulla base di questi criteri era risultato “positivo” il
43 % degli animali nel gregge SA e il 56% degli animali nel gregge BC, dei quali il
23,5 e il 24,1% rispettivamente con un’alterazione mammaria segnalata. Su entram-
bi i dataset ¢ stata eseguita una regressione logistica per modellizzare la probabilita
di essere “positivi” in funzione del punteggio ottenuto in prima lattazione per i ca-
ratteri di morfologia mammaria. Per entrambi i greggi il rischio di essere “positivo”
risultava crescere in maniera significativa con il peggiorare dei valori di PC, SU e
ALT ma indipendente da GS. Nel gregge BC la probabilita di manifestare uno stato
inflammatorio nel corso della carriera produttiva aumentava del 13, 4 € 5,5% per
i valori estremi osservati dei caratteri ALT, SU e PC. Nel gregge SA tali differenze
erano simili per SU e PC (4 e 6% rispettivamente) ma inferiori per ALT (3%),
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probabilmente perché in questo gregge animali con mammelle lunghe in prima lat-
tazione avevano una maggior probabilita di essere riformati (Sechi et al., 2007).
Nel follow-up dello studio eseguito includendo nell’analisi anche i dati raccolti fino
al 2008 sulla progenie delle pecore BC ottenuta dall’accoppiamento di queste con
arieti di razza Sarda (Casu et al., 2010) & stato invece valutato separatamente il rischio
di una pecora di manifestare una mastite clinica da quello di produrre latte con un
elevato contenuto di cellule somatiche.

Nell’analisi sono state incluse le valutazioni di morfologia mammaria di prima latta-
zione di 1,587 pecore e 39,950 loro misure giornaliere di CCS. Come nel caso pre-
cedente inoltre, venivano registrate tutti i casi di mastite clinica. In questa analisi,
lo stato sanitario di ogni animale nel corso della carriera produttiva ¢ stato definito
secondo 3 classi: M) che includeva animali che avessero manifestato almeno una
volta sintomi di mastite clinica (mammella calda, latte con grumi, etc), SC) che in-
cludeva animali che avevano avuto almeno 2 controlli con CCS>1*106 cells/ml in
una delle loro lattazioni controllate; H): con animali che non avessero mai manife-
stato segni di infezioni o inflammazioni mammarie nel corso della loro carriera. In
questo studio sono state eseguite 3 diverse regressioni logistiche per ogni carattere
di morfologia mammaria, raggruppando la variabile dipendente analizzata in due
livelli “M” versus “SC or H”, “SC” versus “H” e infine “M o SC” versus “H”.
Lanalisi logistica di “M” versus “SC or H”, in funzione dello score dei caratteri di
morfologia mammaria ottenuto in prima lattazione ha mostrato un effetto significa-
tivo di PC, SU e ALT sul rischio di una pecora di manifestare una mastite clinica nel
corso della carriera produttiva. La probabilita di manifestare sintomi di mastite cli-
nica passava infatti dal 0.28 al 0.034, dal 0.64 al 0.041 e da 0.168 a 0.03 negli estremi
teorici della scala di valutazione di SU, ALT e PC rispettivamente.

Il manifestarsi dei sintomi di una mastite clinica risultava pertanto pitu probabile in
animali che presentavano mammelle debolmente attaccate alle parete addominale,
vicine al suole e con capezzoli impiantati in alto. L'effetto del grado di separazione
delle due emi-mammelle non risultava significativo, anche se la frequenza degli
animali che avevano mostrato segni di mastite clinica era piu alta tra gli animali
che mostravano elevati valori di GS. Cio sarebbe in accordo con le osservazioni
empiriche degli allevatori non gradiscono le mammelle con solco mediano troppo
marcato adducendo il fatto che questo possa provocare un irritante sfregamento tra
le due le emi-mammelle.

Non considerando gli animali con mastiti cliniche segnalate, ’analisi logistica di ”SC”
versus “H” ha mostrato un effetto significativo di ALT, SU e PC anche sul rischio che
una pecora producesse latte con elevati valori di CCS in una delle lattazioni control-
late. La probabilita di manifestare uno stato inflammatorio della mammella nel corso
della carriera produttiva passava da 0.64 a 0.42, da 0.75 a2 0.43 e da 0.61 a 0.25 per gli
estremi teorici delle scale di valutazione di SU, ALT, e PC rispettivamente.
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Figura 2. Risultati dell’analisi logistica (elaborato da Casu et al., 2010). Probabilita vera
(Freq) e stimata (Prob) che una pecora manifesti sintomi di mastite (M) o almeno 2 con-
trolli con CCS >1x106 cellule/ml (SC1) o entrambi gli eventi (M or SC) in una delle sue
lattazioni controllate, in funzione della valutazione dei caratteri di morfologia mammaria
ottenuta in prima lattazione
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Infine, I'analisi congiunta di “M o SC” vs “H” ha confermato I'effetto significativo
dei valori di ALT, SU e PC sul rischio di una pecora di avere un’infiammazione della
mammella (sia una mastite clinica che un elevato contenuto in cellule somatiche del
latte) nel corso della carriera produttiva (Figura 2).

Linsieme di questi risultati dimostra che la morfologia mammaria ¢ un fattore deter-
minante la sanita della mammella. In effetti mammelle profonde sono pit soggette a
traumi e alla contaminazione da parte di microorganismi esterni a causa della maggior
vicinanza al suolo. Inoltre le caratteristiche che influenzano la facilita di mungitura
possono anche influenzare la sanita della mammella. Infatti, la ritenzione del latte
nelle mammelle difficili da mungere a macchina - profonde, poco sostenute e con
capezzoli impiantati in alto, riducono I’eliminazione meccanica dei batteri e I'attivi-
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ta dei polimorfonucleati neutrofili, facilitando lo sviluppo di infezione preesistenti.
Inoltre capezzoli orizzontali e posizionati in alto sono piu suscettibili alla caduta dei
gruppi prendi capezzoli durante la mungitura meccanica e implicano la necessita di
un ripasso manuale per il completo svuotamento della cisterna. Sia le oscillazioni di
vuoto causate dalla caduta dei gruppi, responsabile del fenomeno dell'impatto, che il
ripasso rendono piu facile I'ingresso dei patogeni attraverso lo sfintere del capezzolo
aperto e quindi la colonizzazione della cisterna da parte dei patogeni (Bergonier et
al., 2003).
Considerata la ripetibilita dei caratteri di morfologia mammaria tra lattazioni, la loro
valutazione secondo criteri usati per giudicare |'attitudine alla mungitura meccanica,
¢ quindi un utile strumento per la scelta di giovani pecore che avranno un minore
rischio di incorrere in problemi di salute della mammella nel corso della loro carriera.
Anche un’accurata ispezione obiettiva della ghiandola mammaria alla fine di ogni lat-
tazione finalizzata all’identificazione di lesioni o anomalie, indici di infezioni in atto
o pregresse, puo fornire validi criteri di riforma per migliorare lo stato sanitario del
gregge (Romeo et al., 1998; Saratsis et al., 1998, Marogna et al., 2010).
In particolare Romeo et al. (1998) suggeriscono di prestare attenzione alle seguenti
anomalie:
® mammelle asimmetriche, che gli autori definiscono atrofiche;
¢ noduli, strutture dure poste all’interno del parenchima ghiandolare e ben delimita-
te dal resto del tessuto normale;
¢ indurazioni, definite come regioni del tessuto mammario che alla pressione manua-
le mostrano una pit 0 meno marcata perdita di elasticita.
Infatti, questi autori in un’indagine realizzata nella razza Laxta su 6,875 palpazioni ac-
compagnate dalle analisi dei campioni di latte corrispondente, trovarono valori di CCS
significativamente piu elevati in latte di mammelle con indurazioni, noduli, disequilibri
o lesioni miste che in quello di mammelle prive di tali anomalie. Al contrario la presen-
za di formazioni centrali ingrossate nel fondo della mammella (mastopatie fibrocistica
di eziologia non nota comunemente definite “lubie” tra tecnici e allevatori di pecore di
razza Sarda) non portava a valori di CCS significativamente diversi da quelli riscontrati
in campioni provenienti da mammelle normali. Anche Marogna et al. (2010) hanno
recentemente condotto uno studio su 15 allevamenti di razza Sarda con ricorrenti epi-
demie di mastite volto a studiare le relazioni tra segni clinici e presenza di patogeni nel
latte. La registrazione dei segni rilevati all’esame ispettivo della mammella, differenziati
per emimammella, comprendeva I’eventuale presenza di pustole, croste, escrescenze
cornee, ulcere, noduli, ascessi, rubor, calor e dolor (questi ultimi rispettivamente valu-
tati al termotatto e alla palpazione). L'esame della consistenza mammaria alla palpazio-
ne si differenziava in normale, edematosa, sclerotica e atrofica. La valutazione dell’a-
spetto macroscopico del latte veniva differenziato in secreto assente, aspetto normale,
sieroso, emorragico, con pus, con frustoli. Venivano inoltre valutate la dimensione dei
linfonodi sopramammari e I'eventuale presenza di “lubie” o “lupie”. La presenza di
tali segni clinici ¢ stata messa in relazione con I'analisi batteriologica del latte e con
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la presenza o meno in esso di diversi patogeni mastidogeni. Almeno un segno clinico
di mastite ¢ stato rilevato sul 75 % di capi studiati (2.198). L'esame batteriologico dei
campioni di latte prelevati ha prodotto 1093 risultati positivi (49,7%). Tra le specie
batteriche identificate, tre rappresentavano il 55,3% di tutti gli isolati: Streptococcus
uberis (25,6% di positivi e il 12,7 % del totale), Staphylococcus epidermidis (16,2% di
positivi e '8 % del totale), e Staphylococcus aureus (13,5% di positivi e il 6,7% del to-
tale). In generale I'analisi logistica ha mostrato un significativo effetto della presenza di
linfonodi sopramammari reattivi, ascessi visibili all’esame ispettivo, frustoli nel secreto
o dell’aspetto sieroso del latte sulla probabilita di avere un esame colturale positivo.
Tali segni clinici sono risultati inoltre significativamente associati con la presenza di
Streptococcus uberis, mentre la probabilita di isolare lo Staphylococcus epidermidis &
risultata significativamente associata a segni di pustole e ulcere. Per quanto concerne
lo Staphylococcus aureus tra tutti i segni clinici rilevati, gli unici che hanno mostrato
un effetto significativo sono stati quelli tipici delle mastiti croniche: noduli, ascessi,
sclerosi e atrofia. Come nell'indagine spagnola, la presenza di cisti lattee, riscontrata
in 11 allevamenti su 15 con percentuale di capi affetti del 2,1 %, non ha mostrato una
associazione significativa con la presenza di germi dal latte. Gli autori concludono che
un attento esame ispettivo della mammella, pit agevole nei piccoli ruminanti che nei
bovini, fornisce un metodo rapido, sicuro ed economico per la valutazione dello stato
sanitario della mammella, specie in alcuni momenti della lattazione, quali quello di
allattamento e 'inizio e la fine della lattazione, quando test diagnostici come il CCS o
il CMT (California Mastitis Test) non danno risultati affidabili (Marogna et al., 2010).

Anche nel gregge sperimentale BC precedentemente descritto, che dal 2003 compren-
de animali di diverse classi di eta con una quota di rimonta annuale del 30%, venivano
periodicamente eseguite delle palpazioni mammarie e registrati i noduli, gli ingrossa-
menti centrali e i disequilibri della mammella (tabella 1). Negli animali in lattazione, le
palpazioni venivano realizzate prima della mungitura, poiché ¢ stato osservato che gli
ingrossamenti centrali sono piu difficili da individuare nelle mammelle vuote.

Tabella 1. Frequenza per classe di eta delle anomalie mammarie osservate in 1734 pecore incro-
ciate SardoxLacaune che hanno svolto le loro lattazioni tra il 2000 e il 2007.

eta n.oss. lubie disequilibrio1 noduli
1 2 3 4

1 1621 258 168 147 61 10 11

2 1621 402 230 196 78 34 128

3 1490 295 217 192 111 26 136

4 1117 154 142 115 80 14 43

tot 5849 1109 757 650 330 84 318

leggero (1), medio (2), forte (3), molto forte (4)
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In questo gregge la relazione tra il contenuto in cellule somatiche del latte e la
presenza di anomalie mammarie & stata studiata con un modello lineare avente
come variabile dipendente la media aritmetica per lattazione di CCS (LCCS) o di
SCS (LSCS) e come fattori fissi ’anno di lattazione, 'eta degli animali, la presenza
di anomalie (“lubie”, noduli e disequilibri considerati in tre analisi indipendenti)
e l'interazione tra questo fattore e I’eta (Casu et al., 2008). L'analisi di varianza ha
mostrato un effetto altamente significativo dei disequilibri e dei noduli sulla media
aritmetica per lattazione sia di CCS che di SCS. Al contrario, nessun effetto della
presenza di ingrossamenti mammari centrali ¢ stato individuato sulle due variabili,

in accordo con le osservazioni degli altri autori (Romeo et al., 1998; Marogna et.
2010)

CORRELAZIONI GENETICHE TRA MORFOLOGIA MAMMARIA

E CONTENUTO IN CELLULE SOMATICHE DEL LATTE

In assenza di una registrazione sistematica delle mastiti negli ovini le relazioni tra la
sanita della mammella e la sua morfologia in questa specie sono state essenzialmen-
te studiate attraverso la stima delle correlazioni genetiche tra caratteri morfologici,
rilevati con le scale lineari precedentemente descritte, e il valore di CCS (o SCS),
misurato nell’ambito dei routinari controlli funzionali.

I valori della correlazione genetica (o correlazione tra EBV) stimati in diverse razze
ovine sono riassunti in tabella 2 nella quale, per facilita di comprensione, il segno &
stato uniformato nel caso di uso di scale di valutazione differenti. In tutte le razze
ovine studiate, le correlazioni genetiche sono risultate favorevoli, anche se di di-
versa entita. Esse sono particolarmente elevate per la razza Sarda e nel gregge spe-
rimentale di AGRIS, probabilmente perché stimate su pecore in prima lattazione,
allevate in un unico gregge e valutate da pochi punteggiatori esperti (Sechi et al.,
2007; Casu et al., 2010).

Le mammelle con capezzoli impiantati in alto e poco sostenute (solco mediano
poco marcato, attacco debole e prossime al suolo) sono quelle geneticamente piu
predisposte a produrre un piu elevato livello di cellule somatiche nel latte.
Correlazioni genetiche significative tra altezza della mammella e contenuto in cel-
lule somatiche del latte sono state stimate, oltre che negli ovini, anche nei bovini
(Boetcher 1998; Rupp e Biochard, 1999) e nei caprini (Rupp et al., 2011). Moderate
e favorevoli, con ’eccezione della razza Laxta, sono risultate anche le correlazioni
genetiche tra contenuto in cellule somatiche del latte e posizione dei capezzoli. Il
confronto con le correlazioni genetiche stimate tra posizioni dei capezzoli e SCS
nelle vacche da latte ¢ arduo, in quanto questo carattere di morfologia ¢ valutato
diversamente nelle due specie. Tuttavia alcuni studi (Seykora and McDaniel,1986;
Rogers et al. 1991; Rupp and Boichard, 1999) hanno trovato che capezzoli piu vici-
ni, e quindi pit bassi, nelle vacche sono geneticamente associati con livelli inferiori

di SCS.
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Tabella 2. Correlazioni genetiche tra caratteri di morfologia mammaria e contenuto in cellule
somatiche del latte stimate in tre razze ovine.

Carattere Laxta® Lacaune? Lacaune®* Sarda®* Mon’
Lunghezza capezzolo 0.29

Posizione capezzoli -0.01 0.10 0.12 0.45 0.39
Altezza mammella -0.10 -0.21 -0.32 -0.64 -0.50
Grado di sospensione - - -0.66 -0.42
Perimetro dell’attacco -0.27

Grado di separazione -0.21 -0.31 -0.15 0.05

1:Legarra e Ugarte 2005; 2: Marie-Etancelin et al., 2005; 3: Barillet et al., 2006;
4: Sechi et al., 2007 ;5 Casu et al., 2010

Questi risultati indicano che il miglioramento genetico della morfologia mammaria
oltre a migliorare I’attitudine alla mungitura meccanica negli ovini ¢ atteso avere un
effetto positivo sulla sanita della mammella. La selezione dovrebbe focalizzarsi sul-
la posizione dei capezzoli, 'altezza della mammella o il grado di sospensione della
mammella che, presentano la maggior relazione sia con l'attitudine alla mungitura
meccanica che con il contenuto in CCS nel latte. La posizione dei capezzoli puo es-
sere direttamente migliorata, in quanto ¢ moderatamente ereditabile, e presenta una
scarsa correlazione genetica con la produzione di latte (Marie-Etancelin et al., 2005;
Casu et al., 2006) mentre alla selezione per I'altezza della mammella, che presenta
una elevata e sfavorevole correlazione genetica con la produzione di latte, ¢ da pre-
ferire quella per il grado di sospensione (o attacco) valutato come nella razza Sarda
come il rapporto tra il perimetro d’inserzione e la profondita della mammella. Questo
carattere infatti, mostra un’ereditabilita simile a quella della profondita della mam-
mella, un’elevata e favorevole correlazione genetica con I'altezza (0.82), correlazione
genetica favorevole con il contenuto in cellule somatiche del latte e una correlazione
genetica solo debolmente sfavorevole con la produzione di latte.

Conclusioni

I risultati riportati indicano che la morfologia ha un ruolo importante nel determina-
re la sanita della mammella. La scelta degli animali da destinare alla riproduzione o
di quelli da mantenere in produzione sulla base delle caratteristiche del loro apparato
mammario, rappresenta un efficace strumento per controllare il contenuto in cellu-
le somatiche del latte, che costituisce uno dei pit accreditati indicatori della sanita
dell’apparato mammario. L'ispezione della mammella, con particolare attenzione alla
presenza di forti disequilibri e noduli, € un altro strumento pratico ed economico per
identificare gli animali che producono latte con elevato contenuto in cellule somati-
che, da separare dal resto del gregge o, eventualmente, riformare.

La selezione per la morfologia della mammella, concepita per migliorare I’attitudine
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alla mungitura meccanica e gia implementate negli schemi di selezione di alcune raz-
ze ovine da latte, costituisce un approccio valido per ridurre in maniera durevole il
contenuto in cellule somatiche del latte.
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Valutazione della ghiandola mammaria
nella pecora

Giuseppina Giacinti
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Nella pecora da latte la valutazione della conformazione della mammella & principal-
mente orientata a definire le attitudini per la mungitura meccanica e i tratti genetici
(altezza della mammella, posizione dei capezzoli e solco mediano) ai fini della selezio-
ne delle conformazioni ritenute pit adatte. Tuttavia la conformazione dell’apparato
mammario, oltre ad influenzare la mungitura meccanica, puo condizionare la sanita
della mammella, I efficienza produttiva e la qualita igienica e tecnologica del latte.
E stato infatti osservato che alcune tipologie di mammelle sono pitt predisposte a
mostrare durante il corso della lattazione, contenuti in cellule somatiche piu elevati,
e una maggiore incidenza di mastiti cliniche e subcliniche. Le cellule somatiche, sono
globuli bianchi che dal sangue passano nel latte, il loro numero subisce variazioni
fisiologiche nel corso della lattazione ma incrementi considerevoli si osservano in
presenza di processi infettivi, generalmente causati da batteri. Le infezioni mamma-
rie, soprattutto le forme subcliniche ( non manifeste), oltre a determinare un peg-
gioramento quali-quantitativo del latte, rappresentano la principale causa di perdita
economica per I'allevatore.

A livello di allevamento, la valutazione della morfologia della mammella puo essere
utilizzata, direttamente dall’allevatore, per la scelta degli animali da mantenere in
produzione a prescindere dalle finalita selettive, al fine di migliorare la sanita dell’al-
levamento, la qualita igienico sanitaria delle produzioni nonché il miglioramento
dell’efficienza produttiva.

Nella pratica aziendale & consigliabile procedere ad un’accurata ispezione della ghian-
dola mammaria, da eseguire prima della mungitura, finalizzata all’identificazione di
lesioni, anomalie, noduli e asimmetrie della mammella, che possono essere considera-
ti come indici di infezione in atto o pregresse. Generalmente le diverse alterazione si
osservano in misura maggiore in soggetti con ordine di parto superori al 4°, cio dovu-
to, probabilmente, ad una pitu prolungata esposizione degli animali ai diversi fattori
di rischio. In un nostro studio di campo sono state valutate le mammelle di circa 1639
pecore di razza Sarda e Comisana nella fase intermedia di lattazione, appartenenti a
5 diversi allevamenti ubicati nelle province di Roma e Viterbo. Le mammelle in base
alla conformazione (figura 1) sono state classificate come simmetriche, allungate,
asimmetriche (atrofiche), e verificata la presenza di alterazioni e noduli;
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Figura 1. Classificazione delle mammelle in funzione della conformazione

Negli allevamenti controllati (Tabella 1), la presenza di pecore con mammelle ben
conformate con corretto impianto dei capezzoli e prevalentemente senza alterazioni &
risultata compresa in un range tra il 56% e '82%, la distribuzione delle conformazio-
ni con ghiandola mammaria allungata ha mostrato una prevalenza trail 5% e il 25 %,
con una discreta presenza di noduli, mentre un’ampia variabilita € stata osservata nei
diversi greggi per la percentuale di pecore con mammelle asimmetriche, che & risulta-
ta in un intervallo tra il 7% e il 19%, con una elevata presenza di alterazioni e noduli.
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Tabella 1. Distribuzione delle tipologie di mammella in funzione delle classi considerate

Quantificando quanto osservato dal nostro studio, le mammelle ben conformate
hanno prodotto mediamente il 20% e il 30% in piu di latte rispetto alle mammelle
allungate e asimmetriche. In termini economici, per ogni pecora allevata con mam-
melle asimmetriche e allungate si possono stimare perdite economiche per ridotta
produzione di latte, rispettivamente di circa 36 e 24 euro/ capo/lattazione. Data I'im-
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portanza che riveste il costo di alimentazione sui costi totali, non si possono non
considerare i fabbisogni alimentari di una pecora da latte, dal momento che esiste
una grande incidenza della quota di mantenimento sui fabbisogni totali, facendo ri-
sultare pit conveniente allevare animali con un buon livello produttivo. E’ evidente
che produrre la stessa quantita di latte con un numero inferiore di pecore significa
anche avere meno pecore da mungere, da tosare, da vaccinare, da sverminare ed un
minor carico di animali sul pascolo. Per il miglioramento dell’efficienza produttiva, in
un allevamento, la percentuale di pecore che presentano atrofie della mammella non
dovrebbe superare il 10% del totale del gregge. Tra le perdite economiche legate alla
minore produzione lattea, occorre anche considerare la ridotta crescita degli agnelli
e il conseguente minor peso alla macellazione.

Tabella 2. Contenuto in cellule somatiche in funzione delle tipologie di mammelle

Tipologia mammella Range (media) Cellule somatiche
Simmetrica 53-82% (69,4%) 181.000
Asimmetrica 7-19% (13,4%) 1.631.000
Allungata 5-25% (8,62) 446.000

Da un punto di vista sanitario, le mammelle con asimmetrie hanno contenuti cellu-
lari molto piu elevati rispetto alle mammelle simmetriche (tabella 2), probabilmente
dovuti alla presenza di infezioni intramammarie recenti o pregresse. Infatti al mag-
gior contenuto cellulare corrisponde una elevata percentuale di mammelle infette
(19,6%), contrariamente, nelle mammelle con conformazione simmetrica (minori
contenuti cellulari) il tasso d’infezione si riduce drasticamente (4.9%) (Tabella 3).

Tabella 3. Percentuale d’infezione mammaria in funzione delle tipologie di mammelle

Tipologia mammella Range (media)
Simmetrica 0.50-9.7% (4.9%)
Asimmetrica 10-25% (19.6%)
Allungata 4-16.6% (11.9)

Per la valutazione dello stato sanitario dell’allevamento, un ottimo strumento, di fa-
cile esecuzione ed economico ¢ il monitoraggio del latte di massa, da effettuare con
cadenza quindicinale, per la determinazione del contenuto in cellule somatiche e la
carica batterica mentre all’inizio dell’attivita produttiva, dopo I'allontanamento degli
agnelli, la ricerca di microrganismi indicati come patogeni maggiori quali Staphylo-
coccus aureus (responsabile della mastite nera) e Streptococcus agalactiae (respon-
sabile della mastite bianca). Dal contenuto in cellule somatiche ¢ possibile stimare la
percentuale di pecore presenti nel gregge con infezioni intramammarie come mostra

la tabella 4.
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Dal controllo batteriologico & possibile individuare la presenza dei pit comuni
microrganismi infettivi in particolare per lo S.aureus, & possibile stimare il grado di
infezione circa la presenza di animali con mastiti sostenute da questo contagioso.
In un recente studio eseguito in 20 allevamenti ovini, risultati positivi a S.aureus nel
latte di massa, la prevalenza di animali infetti & stata relativamente bassa (4.0%).

Tabella 4. Percentuale d'infezione mammaria in funzione delle tipologie di mammelle

Cellule somatiche % di pecore con infezioni
nel latte di massa (cell/ml) intramammarie
< 400.000 5.1%
400.000-600.000 9.2%
600.000-800.000 12.5%
800.000-1.000.000 15.5%
1.000.000-1.400.000 20.6%
>1.400.000 30.9%

Per quanto riguarda la gestione sanitaria della mammella, & consigliabile un con-
trollo mirato dei soggetti in lattazione all’inizio dall’attivita produttiva, dopo I'al-
lontanamento degli agnelli, e in prossimita della messa in asciutta, selezionando
prevalentemente gli animali con mammelle asimmetriche e quelle che presentano
alterazioni e noduli. In questo modo si aumenta la possibilita di isolare ed iden-
tificare i microrganismi responsabili dei casi di mastite clinica e sub-clinica e di
predisporre piani d’intervento specifici.

Dato il suo principale impiego alla trasformazione casearia, non di poca importan-
za riveste I'influenza che ha la conformazione dell’apparato mammario sulle carat-
teristiche tecnologiche del latte ovino. E noto che la resa casearia e la qualita dei
formaggi dipendono dall’attitudine del latte a coagulare, la quale ¢ influenzata oltre
che dalla sua qualita igienico-sanitaria anche dal contenuto in sostanze casearie
utilizzabili: grasso e proteine.

Un elevato indice di caseina, % di caseina sulle proteine totali, migliora la strut-
tura della cagliata, e di conseguenza incrementa la resa in formaggio. Alterazioni
della mammella come asimmetrie, determinano una riduzione dell’indice caseinico
e un aumento della percentuali di “latti non reattivi” alla coagulazione presamica
(tabella 5).

Alla luce di quanto detto, la conformazione della mammella ovina puo essere inserita
tra i parametri di controllo aziendale in relazione ad evidenti interazioni con aspetti
sanitari e di qualita del latte. In un contesto in cui le prospettive per un aumento del
prezzo del latte alla stalla sono lontane, risulta fondamentale migliorare I'efficienza
produttiva attraverso una gestione aziendale attenta e consapevole.
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Tabella 5. Parametri produttivi, qualitativi e sanitari del latte in funzione
della morfologia della mammella.

Parametri Simmetrica Allungata Asimmetrica
kg/mungitura 0,874A 0,684 B 0,574 C
Grasso, % 535 A 6,08 B 5,84 A
Proteine, % 535 A 6,05 B 5,95 B
Lattosio, % 5,19A 5,07 B 4,65 C
Ind.caseina, % 78,95 A 79,09 A 77,68 B
Tempo coagulaz , min 20,95 20,64 20,70
Consistenza coagulo, mm 44,52 45 47 41,22
Velocita formaz.coag, min 1,65 1,61 1,72
pH 6,50 A 6,53 A 6,60 B
°SH 10,04 A 10,20 A 8,68 B
% campioni non coag 12,28 A 26318 50C
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Introduzione

11 conteggio delle cellule somatiche nel latte & da tempo accettato come indicatore
dello stato sanitario della mammella.

Le mastiti, ed in particolare le forme sub-cliniche, sono la causa principale dell’au-
mento delle cellule somatiche nel latte ovino e caprino. Tra gli agenti eziologici del-
le forme sub-cliniche, lo Stafilococco coagulasi negativo (SCN) risulta essere quello
prevalente.

Studi effettuati sul latte di massa ovino hanno messo in evidenza una relazione elevata
(R?=0,795) tra la media geometrica annuale delle cellule somatiche del latte di massa
e la percentuale di pecore affette da mastite sub-clinica (5).

Va comunque considerato che 'aumento del numero delle cellule somatiche puo
essere causato anche da fattori non infettivi come il numero dei parti, lo stadio di
lattazione, la stagione, la fase estrale e la quantita di latte prodotta.

Numerosi studi sono stati effettuati per determinare il valore discriminante di cellule
somatiche tra animali sani e animali affetti da mastite. In uno studio condotto nel lat-
te individuale ovino, proveniente da greggi presenti nelle regioni Lazio, Toscana, Sar-
degna e Sicilia, il valore discriminante delle cellule somatiche ¢ risultato di 265.000
cell/ml (29). Questo valore, sebbene ottenuto su razze diverse, ¢ comparabile con
quanto emerso in altri studi: 200.000 cell./ml (30), 250.000 cell./ml (4) (27) (23).

In uno studio condotto sulla razza Sopravissana con prelievi di emimammella ese-
guiti in ante e post mungitura, sono stati riscontrati valori discriminanti di 157.000
cell/ml in ante mungitura e di 187.000 cell/ml in post mungitura (8). In uno studio
analogo sulla razza Sarda si sono riscontrati valori discriminanti di 96.000 cell./ml in
ante mungitura e di 181.000 cell./ml in post mungitura (7).

Per quanto riguarda il latte caprino sono stati registrati valori di cellule somatiche
(media geometrica) pari a 480.000 cell./ml per animali negativi all’esame batteriolo-
gico e 1.131.000 cell./ml per animali positivi (29). Il valore discriminante calcolato da
Bronzo et al. (9) sul latte di capra € risultato di 846.000 cell./ml mentre Persson Y. et
al. (2011) hanno riscontrato un valore di 345.000 cell/ml (25).

Dalla numerosa bibliografia esistente emerge che 'aumento del numero delle cellu-
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le somatiche puo avere un’influenza sulla produzione e sulla percentuale dei com-
ponenti del latte.

1. Qualita e produzione del latte

Molti studi sono stati eseguiti per verificare se in caso di mastite 'aumento delle cel-
lule somatiche comporti una diminuzione della produzione di latte nella specie ovina
e caprina.

Quantificare questo effetto non ¢ semplice, viste le numerose variabili che possono
influire sul numero delle cellule somatiche, come I'agente eziologico responsabile
della mastite, I'infezione monolaterale, la variabilita di risposta individuale ed i fattori
ambientali e fisiologici.

In dipendenza delle condizioni sperimentali, i risultati ottenuti dai diversi studi ef-
fettuati sono stati diversi ma quello che emerge, dalla maggior parte di essi, € una
diminuzione della produzione ed un cambiamento nella composizione del latte che
influenza la qualita e la quantita dei singoli componenti.

Lo stato sanitario della mammella influenza significativamente la produzione di latte:
in una sperimentazione su pecore di razza Lacaune si ¢ registrata una riduzione del
30% nei soggetti con infezione monolaterale e del 40% nei soggetti con infezione
bilaterale, rispetto a soggetti sani. La media delle cellule somatiche era di 144.000
cell/ml nei soggetti sani, di 575.000 cell/ml nei soggetti con infezione monolaterale e
di 954.000 cell/ml nei soggetti con infezione bilaterale (13).

Leitner G. et al. (2004) (16) su pecore di razza Israeli-Assaf con una emimammella
sana e la contro laterale infetta da SCN hanno riscontrato che la produzione di latte
nelle mammelle infette era significativamente piu bassa (0,36 Kg/mungitura) rispetto
a quelle sane (0,76 Kg/mungitura). La media delle cellule somatiche delle mammelle
sane era di 311.000 cell./ml mentre nelle mammelle infette era di 4.999.000 cell./ml.
La concentrazione dei componenti nel latte prodotto dalle mammelle infette (gras-
so, proteine, lattosio, caseina) era significativamente pit bassa rispetto a quelle sane
mentre la concentrazione delle proteine del siero e dell’albumina era significativa-
mente piu alta.

Olechnowicz J. et al. (2010) (22) studiando 'aumento delle cellule somatiche nel latte
ovino, hanno osservato che il latte, proveniente dai soggetti con una emimammella
o da entrambe le emimammelle con cellule somatiche superiori a 250.000 cell/ml,
avevano una ridotta produzione che oscillava dal 15,89% al 30,22%.

Gonzalo C. et al. (2002) (15) hanno riscontrato nel latte di pecore di razza Churra,
che le produzioni pit elevate erano registrate nelle pecore con entrambe le emimam-
melle sane, seguite da quelle infette da patogeni minori (SCN). Le pit basse produ-
zioni sono state registrate da pecore con infezione bilaterale e unilaterale sostenute
da patogeni maggiori. Le perdite di produzione sono risultate comprese tra 10,1%
e 8,8% rispettivamente con infezione bilaterale e monolaterale. Questa diminuzione
di produzione era associata ad un numero delle cellule somatiche di 1.905.000 cell/
ml e 977.000 cell/ml.
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In seguito alla mastite si ha un indebolimento della barriera sangue-latte che determi-
na un passaggio di proteine del siero e urea nel latte, una diminuzione del contenuto
in caseina ed un aumento delle proteine totali, dovuto all’'aumento della siero-albu-
mina, inoltre si verifica una maggiore attivita proteolitica dovuta agli enzimi batterici
e agli enzimi rilasciati dalle stesse cellule somatiche.

La caseina ¢ soggetta ad una maggiore idrolisi che determina un decremento della
B-caseina totale e della f§ -caseina e un incremento della y-caseina (6). Se si confronta
il latte secreto da mammelle sane e infette, si registra inoltre una diminuzione della
percentuale di lattosio e di grasso (6).

Un ruolo importante nel decadimento della qualita del latte ¢ dovuto alla plasmina
(PL), un enzima proteolitico che ¢ presente nel latte insieme ad un sistema di precur-
sori, attivatori e inibitori che regolano la sua attivita. Si trova nel latte sotto forma di
precursore non attivo il plasminogeno (PLG) il quale in seguito all’azione di attivatori
del plasminogeno (PA) porta alla produzione della sua forma attiva la PL che agisce
come proteasi, a sua volta I'attivita della PL ¢ regolata da inibitori dell’enzima stesso.
La PL tende ad associarsi alle caseine, agendo soprattutto sulla o, - caseina e la 8-cas-
eina formando piccoli peptidi, y-caseine e proteoso-peptoni.

Laumento delle cellule somatiche & correlato con una piu elevata proteolisi dovu-
ta all’attivazione del sistema PA-PLG-PL, e conseguentemente con un incremento
dell’indice di proteolisi (16).

Lattivatore del PLG e Dattivita della PL sono significativamente piu alti nelle mam-
melle infette rispetto a quelle sane (16).

L’idrolisi enzimatica della caseina libera peptidi che regolano a livello locale la funzio-
ne della ghiandola mammaria. Un peptide derivato dell’attivita della plasmina sulla
(-caseina, riduce la risposta cellulare all’attivita secretoria del latte in bovini e capre.
Questo peptide riduce I'uscita del lattosio e altri componenti osmotici dagli alveoli
nel lume mammario, con un possibile incremento della concentrazione delle proteine
e grasso (28).

Gli idrolizzati della caseina non determinano solo una riduzione del contenuto in
caseina, che non ¢ piu disponibile per la cagliata, ma svolgono un ruolo attivo nel ri-
tardare la coagulazione del latte, compromettendo la qualita stessa della cagliata (20).
Pirisi et al., (2000) (24) studiando i comportamenti di campioni di latte di pecora
divisi in tre classi (<500.000; 500.000<SCC<1.000.000 e 1.000.000<SCC<2.000.000
cell/ml) hanno registrato, per quanto riguarda la classe piu elevata, un aumento di
pH, una diminuzione del contenuto in lattosio (P<0,01) ed un aumento del conte-
nuto in sieroproteine solubili. Il contenuto elevato di proteine del siero nel latte con
elevate cellule somatiche determina un aumento, seppur non significativo, nel conte-
nuto proteico vero e nel rapporto caseina:proteina. Il contenuto in caseina & rimasto
lo stesso nelle tre classi esaminate. Non sono state riscontrate differenze per quanto
riguarda I'azoto non proteico e I'urea, mentre € stato registrato un aumento della
caseina solubile (P<0,05) nella classe con cellule somatiche piu elevate. Questo puod
determinare una perdita di siero, proteine e solidi totali nel formaggio.
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Per le capre, gia al congresso internazionale sulle cellule somatiche di Bella (FG) nel
1994, Zeng & Escobar avevano registrato una correlazione negativa tra le cellule so-
matiche e la produzione (r = -0,46).

Leitner el al. (2004) (17) hanno registrato, in uno studio sul latte di emimmelle di
capra infette da SCN e sane, una produzione significativamente piti bassa nelle emi-
mammelle infette (0,69 Kg/munta), rispetto alle emimammelle sane (0,98 Kg/munta)
con un numero di cellule somatiche rispettivamente di 1.750.000 cell/ml e 417.000
cell/ml. Hanno inoltre riscontrato, nel latte delle emimammelle infette, una minore
concentrazione di lattosio ed un aumento delle proteine totali in seguito all’aumento
delle sieroproteine mentre la concentrazione del grasso non ha evidenziato differenze
significative. L’attivatore del plasminogeno e I'attivita della plasmina erano significati-
vamente piu alti nelle emimammelle infette rispetto a quelle sane.

Dalla degradazione delle proteine hanno origine i proteoso peptoni, che sono risulta-
ti pit alti nel latte delle emimammelle infette da SCN rispetto al latte delle emimam-
melle sane: nelle capre sono risultati maggiori di 1,5 volte mentre nelle pecore di 2,4
volte (16) (17).

I risultati dei controlli su latte individuale di capre da 12 allevamenti e diverse razze
nel periodo 2003-2010 hanno messo in evidenza una diminuzione della produzione
di latte che va dallo 0,5% al 12,9% nella razza Alpina, dallo 0,4% al 29,1% nella
Nubiana e dallo 0,2% al 15,4% nella Saanen (2).

Leitner G. et al. (18) in uno studio teso a stimare la perdita di produzione di latte
e cagliata dovuta all’'infezione delle mammelle hanno evidenziato che con una per-
centuale di mammelle infette pari al 25%, 50% e 75% era associata una perdita di
produzione che andava dallo 0,8% al 2,3 % mentre la perdita di cagliata andava dal
3,3% al 9,8%.

2. Attitudine alla caseificazione

Lattitudine alla caseificazione ¢ determinata attraverso 'uso del lattodinamografo
che consente di determinare il tempo di coagulazione (RCT), la velocita di formazio-
ne del coagulo (K20) e la consistenza del coagulo (A30).

Numerosi autori hanno messo in relazione I'attitudine alla caseificazione del latte con
il numero delle cellule somatiche registrando un aumento del tempo di coagulazione,
della velocita di formazione del coagulo ed una diminuzione della consistenza del
coagulo, in latte con cellule somatiche elevate (26) (21) (11).

Sono state osservate correlazioni significative con le cellule somatiche per questi tre
parametri su campioni di latte individuale di razza Sarda: RCT r = 0,43 (p<0,01);
K20 r = 0,41 (p<0,01); A30 r = 0,43 (p<0,01) (21).

Giangolini et al. (2004) (14) su campioni di latte di massa hanno riscontrato correlazio-
ni pitt basse: RCT r=0,19 (p<0,01); K20 r = 0,24 (p<0.01); A30 r = -0,24 (p<0,01) (14).
Campioni di latte di razza Comisana con cellule somatiche <500.000 cell/ml hanno
fatto registrare un valore pitt basso del tempo di coagulazione ed una piu alta consi-
stenza del coagulo rispetto a latte con cellule somatiche >1.000.000 cell/ml (1).
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Battacone G. et al. (2005) (3) su campioni di latte individuale di razza Sarda han-
no riscontrato le seguenti correlazioni: RCT r=0,30 (p<0,01); K20 r=0,38(p<0,01);
A30 r=-0,17 (p<0,01) (3). Nello stesso studio si ¢ riscontrato un peggioramento dei
parametri di coagulazione all’aumentare del contenuto in Plasmina nel latte con un
aumento del tempo di coagulazione e una diminuzione della consistenza del coagulo.
Come gia detto Iattivita della Plasmina & associata all’alterazione dell’epitelio mam-
mario, questo determina un peggioramento della qualita del latte ed anche delle sue
caratteristiche di coagulazione e resa in formaggio (3).

Molti studi hanno osservato che Iattivita della plasmina aumenta con 1’aumento
delle cellule somatiche: campioni di latte con valori di cellule somatiche >2.000.000
cell/ml rispetto a campioni di latte con cellule somatiche <500.000 cell/ml registra-
no una piu elevata attivita del Plasminogeno, indipendentemente dallo stadio di
lattazione (1).

In pecore di razza Israeli-Assaf con una emimammella sana e la contro laterale infetta
da SCN la resa in cagliata nelle mammelle infette & risultata significativamente infe-
riore (P<0,0001) rispetto a quelle sane. Questo ¢ correlato con contenuti pitl bassi di
caseina ed un contenuto piu alto di proteoso peptoni del latte (16).

Pirisi et al. (2000) (24) hanno riscontrato che, in corrispondenza di un contenuto in
cellule somatiche elevato, si verifica un rallentamento della coagulazione, una diffi-
colta nella formazione della struttura del coagulo ed una perdita piu elevata di pro-
teine del siero nella produzione di formaggio. Nello stesso studio i dati relativi alla
composizione del formaggio non hanno evidenziato sostanziali differenze ma solo
una tendenza ad avere pitl acqua e meno grasso nei formaggi prodotti con latte dove
le cellule somatiche risultavano elevate (>1.000.000 cell/ml).

Jaeggi et al., (2003) (19) hanno registrato nella produzione di formaggio di pecora da
latte con cellule somatiche elevate, un incremento dell’'umidita del formaggio dovu-
to alla pit bassa proprieta di spurgo del siero nel coagulo. Hanno inoltre osservato
differenze di composizione del formaggio Machego ottenuto da latte di pecora con
differenti livelli di cellule somatiche: 'aumento delle cellule somatiche determina una
riduzione di grasso nel formaggio e di azoto non proteico in tutte le fasi della stagio-
natura. Dopo tre mesi di stagionatura i formaggi ottenuti da latte con elevate cellule
somatiche presentavano livelli pit alti di acidi grassi liberi.

Albezio et al. (2004) (1) nella produzione di Canestrato Pugliese prodotto da latte
con cellule somatiche elevate hanno osservato nella cagliata fresca, un valore pitl bas-
so di grasso, piu alto di umidita e pH.

Per quanto riguarda il latte di capra Leitner et al. (2004) (17) hanno osservato, in latte
proveniente da emimammelle affette da mastite subclinica, una diminuzione nella
produzione di cagliata ed un incremento del tempo di coagulazione.

Chen S.X. et al. (2010) (10) hanno studiato il latte prodotto da capre Alpine, senza
evidenti segni di mastiti cliniche, diviso in 3 classi di cellule somatiche (<500.000; da
500.000 a 1.000.000; da 1.000.000 a 1.500.000 cell/ml). Nelle tre classi non si sono
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riscontrate differenze nel contenuto in grasso, proteine e solidi totali. Nessuna diffe-
renza significativa ¢ stata riscontrata anche per il contenuto in caseina e resa in for-
maggio. Sono invece risultate peggiori le caratteristiche sensoriali e la consistenza dei
formaggi prodotti con latte con CS appartenenti alla classe piu elevata rispetto alle
altre due classi. Il contenuto in Acidi Grassi Liberi era aumentato durante la stagio-
natura in relazione al numero delle cellule somatiche. Gli autori concludono che le
cellule somatiche nel latte di capra non influenzano la resa in formaggio fresco ma de-
terminano un peggioramento delle caratteristiche sensoriali durante la stagionatura.
Fantuz et al. (2001) (12) hanno riscontrato in latte individuale di capre Saanen in
tarda lattazione, un aumento significativo delle cellule somatiche (r = 0,38 (P<0,01))
e del pH (r = 0,33 (P<0,01)) in corrispondenza dell’aumento della plasmina. Sono
state riscontrate correlazioni significative negative tra plasmina e contenuto in casei-
na (r = -0,24), tra plasmina e rapporto caseina/proteine (r = -0,50), tra attivatore del
plasminogeno e rapporto caseina/proteine (r = -0,269).

La plasmina e I'attivatore del plasminogeno sono risultati correlati positivamente con
la velocita di formazione del coagulo (rispettivamente r = 0,45; r = 0,38). Una cor-
relazione negativa & stata riscontrata tra I'attivita della plasmina e la consistenza del
coagulo (r = -0,22 (P<0,05)). La plasmina e I'attivatore del plasminogeno sono risul-
tati correlati positivamente con il numero delle cellule somatiche, rispettivamente r =

0,33 (P<0,01), r = 0,49 (P<0,01).

Conclusioni

Dalla letteratura scientifica consultata emerge che I’aumento delle cellule somatiche,
in seguito alla mastite, determina una riduzione della produzione del latte a cui in ge-
nere ¢ associato un peggioramento in termini di quantita e qualita dei suoi costituenti
e dell’attitudine alla caseificazione. In particolare la PL esercita un’azione proteolitica
sulla caseina e sulla produzione di peptidi che interferiscono sulla secrezione del latte.
In considerazione dell’elevata correlazione tra il numero delle cellule somatiche nel
latte di massa e la percentuale di mastiti presenti in allevamento, I'utilizzo di un li-
mite per le cellule somatiche su tale tipologia di latte contribuirebbe ad una corretta
gestione delle mastiti, in particolare di quelle sub-cliniche sostenute da SCN, che
possono rappresentare piu del 70% delle mastiti sub-cliniche.

In mancanza di un limite legislativo per le cellule somatiche del latte ovino e caprino,
si potrebbe incentivare I'introduzione di un sistema di pagamento in base alla qualita
che puo sicuramente contribuire alla diminuzione delle cellule somatiche nel latte di
massa. Nell’adottare tale sistema di pagamento & perd necessario stabilire con preci-
sione la frequenza ed il periodo dei campionamenti in considerazione dei fattori non
infettivi che possono determinare 'aumento delle cellule somatiche.

Sono necessarie inoltre attivita di formazione sulle modalita di gestione dell’alleva-
mento per la profilassi delle mastiti che prendano in considerazione sia le corrette
pratiche igienico-sanitarie che i fattori predisponenti.
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In Francia, il contenuto in cellule somatiche del latte (CCS) & misurato di routine nel-
le regione del Rayon de Roquefort (situato nel sud del massiccio centrale, primo ba-
cino di produzione francese con 175 milioni di litri di latte e quasi 800 000 pecore di
razza Lacaune) e dei Pirenei Atlantici (situata a ovest dei Pirenei, secondo bacino di
produzione con 62 miolioni di litri e 470 pecore di razza Manech e Basco Bearnaise).
La determinazione delle CCS ¢ eseguita di routine sul latte di massa da tutti i produt-
tori, nell’ambito di un sistema di pagamento del latte a qualita. Vengono effettuate tre
analisi per mese. Al contrario, non esiste una misura sistematica delle CCS dal latte
individuale, che viene invece realizzato nell’ambito dei controlli funzionali o in casi
di problemi specifici (piano cellule, superamento delle soglie di penalizzazione, etc).
Nel 2012, le medie del CCS a livello di bacino erano di 540 000 cellule/ml nel Rayon
de Roquefort e di 911 000 cellule/ml nei Pirenei Atlantici, con una riduzione marcata
delle CSS nel Rayon tra il 1996 e il 2006 e ad un livello stabile, se non in crescita, nei
Pirenei atlantici.

Come spiegare questa diversa evoluzione nei due bacini di produzione
di latte di pecora Francesi?

Negli anni 90, sono cominciati diversi programmi di ricerca e sviluppo. Le domande

trattate riguardavano:

—l'origine delle CCS nel latte di pecora: quali germi responsabili delle mastiti sub-cli-
niche e cliniche? quali le fonti di infezione? quali fattori non infettivi di variazione
delle CCS?

— La dinamica delle infezioni

— I fattori di rischio

— Le soglie di interpretazione delle CCS a livello individuale o di gregge

— Le modalita di introduzione della resistenza alle mastiti sub-cliniche nella selezione
degli ovini da latte
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I risultati ottenuti con questi programmi sono stati valorizzati in piani di controllo

delle cellule somatiche che combinano:

— azioni di sensibilizzazione degli allevatori nei confronti del controllo delle CCS per
mezzo di schede tecniche,

— azioni di prevenzione, il cui obiettivo ¢ quello di ridurre la pressione delle infezioni
quindi limitare la trasmissione

— azioni curative volte a eliminare le infezioni e agire sui serbatoi di infezione (sog-
getti infetti)

— Il miglioramento genetico per incrementare la resistenza delle pecore alle mastiti
attraverso |'integrazione delle CCS tra gli obiettivi di selezione della razza Lacaune.

In concomitanza con tali azioni tecniche, le CCS sono state integrate nelle griglia di
pagamento del latte a qualita, a partire dagli anni 90 nel Bacino del Roquefort e da
due anni anche nei Pirenei. Le soglie e I'incidenza sul prezzo differiscono secondo il
bacino. In entrambi i casi, al di sotto di 500 000 cellule/ml & possibile un bonus. Le
zone senza variazioni di prezzo sono comprese tra 500 000 e 800 000 (nel Rayon) o
1000 000 (nei Pirenei). Al di sopra di queste soglie, viene applicata una riduzione del
prezzo del latte.

Per quanto riguarda la sensibilizzazione, bisogna sottolineare, in particolare nei Pire-
nei Atlantici, lo scarto notevole tra allevatori che conferiscono il latte e quelli che lo
trasformano in azienda. Tale scarto nel 2011 superava le 300 000 cellule/ml con una
media di 550 000 cellule/ml per gli allevatori che trasformavano in azienda e di circa
900 000 per quelli che conferivano.

Allo stesso modo, negli allevamenti con assistenza tecnica i valori di CCS erano in
media inferiori di 100 000 cellule/ml rispetto a quelli senza.

Un programma specifico («piano cellule») per gli allevamenti
con cellule somatiche elevate

Questo supporto & accessibile per gli allevamenti che presentano un CCS elevato,
superiori a 800 000 cellule/ml nel Rayon o a 1 500 000 cellule/ml nei Pirenei.

Si tratta di stabilire, tra I'allevatore e 'organismo tecnico, i fattori di rischio (campa-
gna N), per mettere a punto un piano di interventi adatto alla situazione dell’alleva-
mento (campagna N+1) con 'obiettivo di ridurre le cellule somatiche per la campa-
gna N+2.

Per esempio, nei Pirenei, dal 2013, il «piano cellule» ¢ organizzato nella maniera

seguente:

— la prima visita ¢ dedicata alla diagnosi dei fattori di rischio dell’allevamento secon-
do un questionario d’indagine condiviso dall’insieme degli attori della filiera che
mette in particolare I'accento sulle tecniche di mungitura.
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— In un secondo tempo, vengono realizzate due determinazioni individuali delle cel-
lule somatiche e sull’insieme delle pecore del gregge. In occasione di una seconda
visita si fa il punto sulle azioni intraprese in seguito alle raccomandazioni date nel
corso della prima visita e si analizzano i risultati dei prelievi individuali. Si stabilisce
inoltre una lista degli animali da trattare o da riformare.

— Durante la campagna produttiva N+1, si procede ad un bilancio dei risultati delle
CCS. Se ¢ il caso, vengono riviste le principale raccomandazioni da seguire. Infine
si realizza un’intervista all’allevatore per conoscere il suo punto di vista.

In molti casi, questa azione si ¢ tradotta in una sensibile riduzione del valore delle

CCS del gregge nell’anno N+1 (valore dimezzato). L'azione & ancora in corso e il bi-

lancio definitivo non ¢ disponibile

A integrazione della profilassi, il miglioramento genetico

della resistenza alle mastiti

La selezione sulle CCS ¢ iniziata per la razza Lacaune nel 2002. Lobiettivo era quello
di ottenere una diminuzione del valore delle CCS. La valutazione genetica si basa sui
dati delle CCS individuali raccolti al momento dei controlli funzionali ufficiali. In
pratica, si realizzano 3 misure delle CCS, oltre alla determinazione di grasso e pro-
teine, in occasione dei primi 3 o 4 controlli della pecora (cioé entro i primi 140 g di
lattazione). Il campionamento interessa solo le pecore in prima e seconda lattazione.
Dal 2007, nella razza Lacaune, I'obiettivo di selezione comprende per il 50 % il mi-
glioramento dei caratteri produttivi (quantita di latte ed il tenore in materia utile) e
peril 50 % il miglioramento della morfologia della mammella e delle CCS. Nei Pire-
nei Atlantici, I'integrazione delle CCS nella selezione delle razze Manech Téte Noire,
Manech Téte Rousse et Basco-Béarnaise ¢ ancora in corso.

In conclusione, i piani di controllo del CCS messi a punto in Francia, combinano a
livello di gregge delle azioni volte a diminuire la pressione delle infezioni e limitare
il numero di nuove infezioni. Il miglioramento genetico contribuisce a completare la
profilassi.

Gli esempi del Rayon de Roquefort o degli allevatori che trasformano il latte in azien-
da nei Pirenai Atlantici, dimostrano che il controllo delle CCS ¢ possibile. Tuttavia
esso necessita di un impegno continuo degli allevatori e degli organismi tecnici.

La pressione ¢ forte, considerate le penalita finanziarie sul prezzo del latte, in rela-
zione all'impegno per il piano cellule. Cid ¢ da mettere in relazione con le importanti
regole di igiene per le filiere che usano latte crudo.

I lavori di ricerca e sviluppo continuano per meglio comprendere i meccanismi, ag-
giornare i riferimenti disponibili, integrare le evoluzioni tecnologiche e migliorare
I'assistenza data agli allevatori.
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Influenza dell’alimentazione
sul contenuto in cellule somatiche
nel latte ovino e caprino

A. Nudda, G. Battacone, A. Cannas, A. S. Atzori, G. Pulina

Dipartimento di Agraria, Sezione di Scienze Zootecniche, Universita degli Studi di Sassari

11 contenuto in cellule somatiche del latte di pecore e capre (CCS)g, fra i fattori extra-
sanitari, influenzato principalmente dagli errori alimentari (formulazione, composi-
zione e somministrazione delle razioni) le cui ripercussioni sistemiche predispongono
I’apparato mammario delle lattifere alle infiammazioni e quindi ad una maggiore pro-
babilita di comparsa di mastiti.

Fra gli errori di formulazione alimentare piu frequenti in grado di influenzare il CCS
si citano le carenze energetiche (Suriyasathaporn et al., 2000; Grinberg et al., 2008;
Ingvartsene Moyes, 2013), lo sbilanciato rapporto energia/proteina (Kehrli et al.,
2006), le carenze proteiche e/o gli eccessi di NPN nella razione (Kehtli et al., 2006);
fra quelli relativi anche alla composizione e somministrazione delle razioni si ricor-
dano i disturbi metabolici quali acidosi o chetosi sub-acute (Leslie et al., 2000). In
particolare, 'aumento della concentrazione ematicadi beta-idrossibutirrato, indica-
tore di chetosi sub-clinica, ¢ correlato con ’aumento della incidenza di mastiti e della
riduzione dell’attivita battericida dei PMN contro i germi patogeni mammari (Leslie
et al. 2000; Grinberg et al.,2008).

Un insufficiente apporto vitaminico e minerale con la razione comporta la riduzione
dell’integrita strutturale e funzionale del sistema immunitario e, di conseguenza, I'in-
debolimento delle difese cellulari della mammella (Sordillo et al., 1997). Specifiche
insufficienze nutrizionali ed in particolare carenze in microelementi minerali quali Se,
Zn, Mn, Fe (Smith et al., 1997; Weiss e Spears, 2006), carenze vitaminiche quali le vit.
E, vit. A, beta-carotene, e vit. C (Smith et al., 1997) sono quelle messe maggiormente
messi in relazione con lo stato sanitario della ghiandola mammaria e, di conseguenza,
con il CCS nel latte. Il meccanismo di azione deriva dal fatto che diversi micronu-
trienti sono componenti di enzimi antiossidanti i quali svolgono un ruolo importante
nella protezione delle membrane cellulari dai fenomeni di perossidazione: il Se per
la glutatione perossidasi (GPx) e lo Zn, il Mn e la vitamina E per la superossido-
dismutasi (SOD). Nello specifico, questi enzimi hanno unafunzione fondamentale
nella protezione dell’'integrita delle cellule del sistema immunitario per cui, in caso di
infezione, la loro carenza peggiora I'attivita battericida dei leucocirti PMN neutrofili,
e di conseguenza riducono le autodifese contro le infezioni intrammamarie (Sordillo
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et al., 1997). Uno studio condotto sui bovini (Smith et al., 1997) che ricevevano in
maniera continua una integrazione con Se (0.3 ppm) e con vitamina E (1000 IU) da
60 giorni pre-parto fino alla fine della lattazione, ha evidenziato una marcata riduzio-
ne del CCS nel latte e di altri indicatori di mastite quali il numero di quarti infetti,
I'incidenza delle infezioni intrammamarie durante la lattazione, ecc.

Effetti positivi sul CCS del latte in seguito alla corretta integrazione minerale e vita-
minica sono stati osservati anche negli ovini. La somministrazione di vit. A (5 mg/
kg peso corporeo) e Se (0,1 mg/kg peso corporeo) in pecore di razza Comisana in
corrispondenza del parto (circa 3 gg prima), ha comportato una riduzione del CCS
nel latte (-53%) accompagnata da un importante decremento della percentuale di
leucociti PMN (-43 %) (Morgante et al., 1995). Gli stessi autori in un successivo la-
voro (Morgante et al., 1999), con due somministrazioni sottocute (ad intervalli di 2
settimane) di Vit. E (5 mg/kg peso corporeo) e di Selenio (0,1 mg/kg peso corporeo
sotto forma di Na2SeO3) a pecore durante il periodo di asciutta (30 gg pre-parto)
hanno osservato una significativa riduzione del CCS nel latte e della percentuale
di leucociti PMN nei primi 90 giorni della lattazione successiva, rispetto al gruppo
di controllo. Questi risultati sono stati confermati in altre simili prove condotte su
pecore da latte. Pauselli et al. (2001) hanno osservato che pecore da latte di razza
Comisana, alimentate con diete integrate sia con vitamina E e Se (400 Ul/capo/d e
0,3 mg/capo/d, rispettivamente) a partire da due settimane prima del parto fino a 60
giorni di allattamento, hanno prodotto latte con minore SCC di quelle che ricevono
soltanto I'integrazione con vitamina E (400 UI/ capo/d). Questo risultato ¢ in linea
con gli studi precedenti degli stessi autori (Pauselli et al., 1997) che hanno valutato
gli effetti della somministrazione di vitamina E (5 mg / kg di PV) e Se (0,1 mg / kg di
PV) mediante iniezione sottocutanea ogni due settimane per pecore da latte.effetto
positivo sul SCC ¢ probabilmente dovuto alla sinergia fra la vitamina E eil Se della
dieta: infatti, la Vit. E inibisce la perossidazione degli acidi grassi polinsaturi (PUFA)
sequestrando radicali liberi, mentre il Se, come componente di GPSx, riduce la for-
mazione degli idroperossidi.

Poiche il Se & un componente della GPSx, quest’ultima rappresenta un indicatore
della carenza di Se nella dieta. Uno studio condotto su pecore di razza Sarda che
pascolavano suerbe carenti in selenio, ha evidenziato una riduzione dei livelli eritro-
citari del GSH-Px e la relazione negativa tra i livelli eritrocitari di GSH-Px e il CCS
del latte (Ronchi et al., 1996). Queste relazioni sono molto importanti sopratutto se
si considera che in Italia ci sono diverse zone carenti in Se, insufficienza ampiamen-
te evidenziata dall’elevata incidenza della malattia del muscolo bianco negli agnelli
(Sfacteria et al., 2009). L'integrazione con Se & particolarmente utile anche quando le
pecore sono alimentate prevalentemente con fieni o insilati che possono aver subito
notevoli perdite di beta-carotene e vitamina E durante la conservazione.

Tuttavia, 'integrazione conSefinalizzata a contrastare le mastiti e, di conseguenza, gli
alti CCS nel latte non ha dato risultati univoci probabilmente perchéquesta ha effi-
cacia in animali in stato di carenza, mentre in animali con adeguato apporto del mi-
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croelemento nella dieta, un aumento di integrazione con Se risulta inefficace (Meyer
etal., 2011).

Anche l'integrazione con Zn si ¢ dimostrata efficace nel migliorare le difese immu-
nitarie della ghiandola mammaria. La somministrazione di Zn-Meth (1 g/d) a capre
di razza Murciano-granadina da 3 a 20 settimane di lattazione, ha comportato una
riduzione numerica del CCS per tutta la durata della lattazione, sebbene non abbia
raggiunto i livelli di significativita statistica rispetto al gruppo i controllo. Nel com-
plesso, nel gruppo trattatoé stato riscontrato un minore numero di campioni positivi
ad esame batteriologico, probabilmente perché lo Zn favorisce la sintesi di cheratina
nel canale capezzolare con riduzione dell’incidenza di nuove infezioni intrammarie
(Salama et al. 2003).

Risultati efficaci nella riduzione della incidenza delle mastiti subcliniche sono stati
ottenuti con la somministrazione di vitamina A. La riduzione del CCS nel latte del
gruppo di pecore trattate con una iniezione intramuscolare di vit. A(3.500 IU) ogni
3 mesi € stata riscontrata per tutta la durata di lattazione, sebbene in misura pit mar-
cata nei primi stadi (Koutsoumpas et al., 2013). Efficace nella riduzione del CCS nel
latte di pecora ¢ risultataanche la somministrazione intramuscolare di beta carotene
(200 mg), precursore della vitamina A (Raynal-Ljutovac et al.2007).

Recentemente si stanno accumulando evidenze sperimentali interessanti sull’effetto
positivo dei polifenoli sul CCS del latte. In un esperimento condotto su pecore di
razza Sarda al pascolo ricco di leguminose (76% di Medicago polymorpha L., 20%
di Lolium multiflorum L. e 4% di altre essenze)la somministrazione di estratto di
tannino di castagno ha comportato una significativa riduzione del CCS rispetto al
gruppo di controllo (Pulina et al. 2010). Questo risultato & stato confermato dallo
stesso gruppo di studiosi in una successiva sperimentazione sempre su pecore di raz-
za Sarda (Castafiares et al. 2011) con la somministrazione di 40 g/d di tannini sia di
castagno chedi quebracho. Questo effetto positivo dei tannini sul CCS ¢ stato osser-
vato precedentementesu capre che pascolavano su Lespedeza cuneata, essenza forag-
gera appartenente alla famiglia delle Fabaceae e ricca di tannini condensati (Min et
al., 2005). Il fenomeno potrebbe essere spiegato con la traslocazione nella ghiandola
mammaria di metabolitisecondari con potenziale azione battericida, come suggerito
da uno studio di Min et al.(2008) in cui diversi estratti di tannini hanno mostrato un
effetto inibente sulla proliferazione di importanti agenti mastidogeni quali S. aureus,
E.coli e Klebsiella pneumonie. Coerentemente con questi risultati, la somministra-
zione di estratto di melograno su vacche da latte (Shabtay et al., 2012) e su vitelli in
fase di pre-svezzamento (Oliveira et al., 2010) ha evidenziato un miglioramento della
funzione dei linfociti.

In conclusione, per contenere il CCS nel latte attraverso 1’alimentazione occorre
somministrare una razione ben formulata sotto il profilo energetico e proteico ed
equilibrata in micronutrienti. Inoltre 'inclusione nella dieta di polifenoli puo rappre-
sentare una promettente strategia alimentareper contenere il CCS del latte e pertanto
merita di essere approfondita.
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Relazione tra produzioni lattee
e cellule somatiche

S. Salaris, A. Carta

Settore Genetica e Biotecnologie, DIRPA-AGRIS Sardegna, 07100 - Sassari, Italia

Introduzione

La relazione tra mastiti e produzioni lattee & stata ampiamente dimostrata negli
ovini. Infatti, ¢ ben noto che le mastiti inducono un incremento del contenuto in
cellule somatiche (Pengov, 2001; Ariznabarreta et al., 2002), determinano un dete-
rioramento del tessuto mammario (Burriel, 1997) e una riduzione della produzione
(De Olives et al., 2013), della qualita del latte (Gonzalo et al., 2002; Leitner et al.,
2003) e della resa casearia (Raynal-Ljutovac, 2007; Leitner, 2008).

Viceversa appare poco chiara la relazione tra le produzioni lattee e le cellule so-
matiche. Questa relazione ¢ stata spesso dedotta in maniera indiretta combinando
fra loro gli effetti attribuiti alle mastiti: I'incremento delle cellule somatiche e la
riduzione della produzione di latte.

Per spiegare tale relazione, a volte vengono citati impropriamente i risultati di stu-
di sui parametri genetici dei caratteri produttivi negli ovini (El-Saied et al., 1999;
Othmane et al., 2002). Tuttavia, le correlazioni fenotipiche o genetiche ottenute in
questi studi non rappresentano una relazione diretta tra le produzioni lattee e le
cellule somatiche, bensi indicano I'entita della risposta correlata che si avrebbe su
un carattere in seguito all’azione di selezione su I’altro.

Pochi studi mettono direttamente in relazione le produzioni lattee e le cellule so-
matiche senza I'intermediazione della presenza di infezione mammaria. Il parame-

Phenatypic correlatinns between 5C5 and milk yield in Manchega sheep by test-day ordinal namber ( 152 to dth)
Test-day SC5-1 SC5-2 053 054 5(5-1"
Milk-1 =, CE¥ LT -0,10™ =0 =004
Milk-2 —0.09 00 =011 =008
Milk3 o LIRY 013"
Wbl =013 -QL15"
MiIR-E =01~ 008" 005~ 004 -0
SCS1=4: SC5 mn 152 o dth test-day reconds; Milk]-4: malk yield in 155 to 4th test-day records
¥ Lactational value,

7 e 0001

Figura 1. Estratta da Arias et al., 2012. Correlazioni fenotipiche tra SCS e produzione di
latte in ovini di razza Manchega per numero ordinale del test day (a valore per lattazione;
SCS: score del contenuto in cellule somatiche del latte)
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tro che viene impiegato per quantificare tale relazione ¢ la correlazione grezza tra
le variabili. Arias et al. (2012) hanno trovato nella razza Manchega correlazioni che
vanno da un minimo di -0,07 ad un massimo di -0,13 fra lo score del contenuto in
cellule somatiche e la produzione di latte al singolo controllo e di -0,09 fra gli stessi
caratteri calcolati per I'intera lattazione (Figura 1).

Table 2 - Correlation coefficients {cases) between SCC, LS, nnilk vield, chen
sanmygles
SCC LS Milk yield Fat  Protein Lactose
SCC 1 072 *** 010 *** 003 006 0 36 e

(1116)y  (1107) (1087) {1087} {1080)

LS 1 0,07 * a,11*** 007 ** 0,15

(1107) (1087) (108T) (1080)

Milk yield | 033 %*% 043%** (.17
(1082) (1082) (1075)

Fat | 0,38 *** (.02

{1087) {1080)

Protein | 0, 18 #*
( 10RO}

| ACIOSE |

Figura 2. Estratta da Ubertalle et al., 1996. Coefficienti di correlazione tra SCC, LS, pro-
duzione di latte, composizione chimica, parametri reologici di campioni di latte individuali
(SCC: contenuto in cellule somatiche; LS: Score lineare di SCC)

Ubertalle et al. (1996) trovano nella razza Delle Langhe una correlazione fra lo
score lineare del contenuto in cellule somatiche rispettivamente di -0,07 con la pro-
duzione di latte, di 0,11 con il tenore in grasso e di 0,07 con il tenore in proteina
(Figura 2).

Infine Gonzalo et al. (1994) riportano che la correlazione in razza Churra fra la pro-
duzione di latte e lo score del contenuto in cellule somatiche al singolo controllo &
stata di -0,14.

La conclusione che scaturisce da questi studi ¢ che nonostante la relazione tra la
produzione di latte e le cellule somatiche sia sempre negativa, indicando che al
crescere di una variabile diminuisce I’altra e viceversa (se aumentano le cellule di-
minuisce il latte), occorre sottolineare ’entita della relazione che a livello scientifico
¢ considerata poco significativa. Va inoltre evidenziato che la relazione fra le cellule
somatiche e i tenori presenta la stessa entita ma di segno opposto, cio¢ al crescere
di una variabile cresce anche I'altra (se aumentano le cellule aumentano anche i
tenori).
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1} Table 2, Least square means of milk yield, milk composition and whey protein frac-
tion in milk of animals classified according to the SCC

SCC dasses
< 500,000 500,000-1,000,000 »>1,000,000
Milk a'd 1114 1104* 1015
Fat afl 66.15 67.07 68.04
Lactose b 45.33" 44.42¢ 42.35"
Total protein (TP) ‘ 53.57" 5317 55.05

2) Table 1. Composition of pasteurized milks used for the manufacture of the hard ewes’ milk cheesse (means
from duplicate samples),

SCC/ml
< 100,000 100, 0001, 000, 00 = 1,000,000
Group | Group [1 Group 11
Total Solids, % 16.60 16.84 14.38
Milk fat, % 5.49 56T 4.86
Tatal protein’, % 5.23 531 5.02
True protein®, % 4.90 4.95 469
3) Table 1 - Compositions of bulk ovine nmalk with differemt SCC (means=50)
SCC= 500 S00-SCC- 1000 1000-5CC=2000
% 1000/ml
[ % 1000/ml 229 + 55 633 = 250 1200+ 214
pH 6.52 = 0008 6.62 = 0.09AB 6.68 = 0.10A
Dry manter g/100g 17.03 + 0,99 1715091 16,89 + 0.90
Lactose 2/100g 474+ 020A 45420238 438=017B
Fat 2100 ml 661 =073 6.34 = 0.76 6,36 = 1.00
True protein 2/100g 525+035 545029 551+028

4}Tnhh- 1. Least square means £ standard error of the considered parameters as affected by the vdder he

Udder health status
Item Healthy Doubtful Infected
No, of observations 24 18 18
Chemical analysis
pH 6.55° + 0.020 653" + 0.025 6.63" + 0.021
Acidity, “SH 10.28 = 0.208 951 = 0.228 224 = 0.211
Lactose, % 465 & 0,056 450" + 0065 451" +
Fat, % 7.08% = 0.225 6.32% + 0.264 6.16* =
Calcium, % 0.219" + 0.004 0.238% £ 0.005 0,239% =
Phosphorus, % 0.127 = 0.008 0.139 = 0.010 0.143 =
Chloride, % 0,187 + 0.011 0.187 + 0.014 0.197 +
Crude protein, % 547" = 0.106 6.00" + 0.132 585" +

Figura 3. Estratta da: 1) Nudda et al., 2003. Medie stimate della produzione di latte,
composizione e della frazione della proteina serica nel latte in animali classificati secondo
SCC (SCC: contenuto in cellule somatiche); 2) Jaeggi et al., 2003. Composizione del latte
pastorizzato utilizzato per la produzione di formaggio ovino stagionato (media da cam-
pioni duplicati); 3) Pirisi et al., 2000. Composizione del latte ovino di massa con differenti
SCC; 4) Bianchi et al., 2004. Medie stimate + errore standard dei parametri considerati in
funzione dello stato sanitario della mammella e della fase fisiologica.
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Un altro approccio utilizzato per mettere in relazione le produzioni lattee e le cel-
lule somatiche ¢ il confronto fra produzioni di animali ripartiti in classi differenti
(Figura 3). Le classi sono state identificate in funzione del contenuto in cellule so-
matiche del latte e ne sono state distinte solitamente tre: una con basso contenuto
(meno di 500.000 CS/ml), una a medio contenuto (tra 500.000 e 1.000.000 CS/ml)
e una ad elevato contenuto (oltre 1.000.000 CS/ml). I risultati di questi studi non
sono sempre concordanti. Ad esempio, Nudda et al. (2003) riportano nella razza
Sarda una maggiore produzione di latte (+99 g/d, pari al 9% della produzione) e
un minore tenore proteico (-1,5 g/l, pari al 3% del tenore) fra la classe con il mi-
nor contenuto in cellule e quella con il maggiore (Figura 3.1). Jaeggi et al. (2003)
trovano invece valori produttivi superiori per la classe intermedia nella razza East
Fresian (Figura 3.2). Pirisi et al. (2000), riportano nella razza Sarda valori significa-
tivamente inferiori di pH e superiori di lattosio fra la classe con minor contenuto e
quella con il maggiore (Figura 3.3). Infine Bianchi et al. (2004), sempre nella razza
Sarda, evidenziano un maggiore tenore in grasso e un minore tenore in proteina fra
la classe con minor contenuto e quella con il maggiore (Figura 3.4). In quest’ultimo
studio il contenuto in cellule somatiche ¢ stato utilizzato per definire lo stato sani-
tario delle mammelle.
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Figura 4. Estratta da Fuertes et al. (1998). Registrazione settimanale della produzione di
latte, SCC, tenore in lattosio (a sinistra) e tenore in grasso e solidi totali (a destra) nel corso
della lattazione.

Lultimo approccio impiegato per descrivere la relazione tra cellule somatiche e pro-
duzioni lattee ¢ illustrato nel lavoro di Fuertes et al. (1998). Gli autori analizzano I’an-
damento della quantita e della composizione del latte durante tutta la lattazione con
frequenza settimanale. Dal grafico riportato nella figura 4 si puo osservare come con il
progredire della lattazione si assiste ad una riduzione della produzione di latte e ad una
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contemporanea concentrazione dello stesso evidenziata dall’andamento crescente delle
curve riferite ai solidi totali, al tenore in grasso e al contenuto in cellule somatiche. Que-
sto aumento di concentrazione € in accordo con i valori di correlazione negativa trovati
negli studi citati precedentemente, ed infatti gli autori rilevano differenze significative
tra il contenuto in cellule somatiche fra la 5° settimana e la fine della lattazione, ma attri-
buiscono tali differenze esclusivamente ad un effetto di concentrazione cellulare (detto
anche effetto di diluizione) dovuto alla fisiologica riduzione della produzione di latte.
Leffetto di diluizione ¢ stato studiato nei bovini da latte da Green et al. (2006) che gia
nel titolo del lavoro s’interrogano sulla distinzione tra la causa e la conseguenza, ossia se
sia I'elevato contenuto in cellule somatiche a determinare una inferiore produzione di
latte o se sia I'elevata produzione di latte a determinare un contenuto di cellule somati-
che inferiore. Alla fine della loro analisi concludono che ignorare I'effetto di diluizione
puo portare ad una sovrastima delle perdite di latte attribuibili all’incremento delle
cellule somatiche. Recentemente Boland et al. (2013) hanno ripreso gli studi di Green
et al. (2006) non trovando conclusioni analoghe ma affermando comunque che I'effetto
di diluizione necessita di ulteriori approfondimenti.

Sulla base di tali considerazioni ¢ stata studiata la relazione fenotipica fra il contenuto
in cellule somatiche e i caratteri produttivi in ovini da latte tenendo conto dell’effetto
di diluizione al fine di dimostrare agli allevatori I'effetto potenziale della riduzione
delle cellule somatiche sui caratteri produttivi e determinare il corretto peso econo-
mico delle cellule somatiche sul prezzo del latte.

Materiali e metodi - Dal 2000 al 2011 sono stati registrati 116.777 controlli giornalieri
della produzione di latte (TD) di 13.998 lattazioni di 5.788 pecore allevate in due alle-
vamenti. Nel primo (FH) sono stati effettuati controlli mensili alle due mungiture e le
pecore sono state riformate principalmente per difetti della morfologia mammaria. Nel
secondo allevamento (FL) sono stati effettuati controlli quindicinali alle due mungiture
e le pecore sono state macellate contemporaneamente dopo la 4° lattazione. I tenori
giornalieri in grasso (TG), proteina (TP) e cellule somatiche (CCS) sono stati calcolati
ponderando per le produzioni delle rispettive mungiture. Lo score del contenuto in
cellule somatiche (SCS) ¢ stato calcolato seguendo Ali e Shook (1980).

Le lattazioni e i rispettivi TD sono stati considerati prodotti da pecore con maggiore
probabilita di essere “infette” e sono stati inclusi nella classe di stato sanitario (HSC)
1 quando nel corso della lattazione sono stati registrati almeno due valori di CCS oltre
le 600K (K= x103 cellule/ml) o uno oltre le 1.500K. Tutti gli altri sono stati considerati
lattazioni e TD di pecore con una mammella definita “sana” e inclusi in HSC 0.

Al fine di tener conto dell’effetto di diluizione per ogni tenore (grasso, proteina e cel-
lule somatiche) ¢ stato calcolato il valore atteso ad ogni TD successivo al primo come
rapporto tra le quantita al primo TD e la quantita di latte al TD considerato (Figura
5). In pratica la quantita al primo TD, ottenuta come il prodotto fra la produzione e il
tenore, ¢ stata considerata come livello di base per il calcolo del tenore atteso. In questo
modo, 'andamento dei valori attesi & dovuto solo all’effetto di diluizione determinato
dal variare delle produzioni di latte.
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eSCC, = QCS,MY, eSCC, = QCS,/MY,
eTG,= QG,/MY. TG, =QG,/MY,
TP, = QP,/MY, eI, = QP,/MY,

Figura 5. Esempio di calcolo del valore atteso dei tenori ai controlli successivi al primo.
(MY: produzione di latte; Q = quantita di grasso o proteina o cellule somatiche)

Successivamente ¢ stata calcolata la deviazione dai valori attesi dei tenori misurati di
grasso (DTG), proteina (DTP) e cellule somatiche (DSC). La deviazione misura dun-
que la variazione del carattere considerato al netto dell’effetto di diluizione (Figura
6.1). La deviazione della produzione di latte (DMY) ¢ stata invece calcolata come
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Figura 6. Metodo di calcolo delle deviazioni dal valore atteso dei tenori (1) e della produ-
zione di latte (2)
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differenza tra la produzione di latte giornaliera ai TD successivi al primo e quella al
primo TD (Figura 6.2).

La relazione tra le cellule somatiche e i caratteri produttivi ¢ stata pertanto studiata
sia attraverso la correlazione tra le variabili tal quali, considerate a livello di TD e di
lattazione, che tra le deviazioni dai valori attesi. Per questa analisi sono state escluse
le lattazioni con CCS al primo TD superiore alle 600K per evitare distorsioni do-
vute all’inclusione di pecore con mammella probabilmente “infetta” all'inizio della
lattazione.

Risultati e discussioni — Nella tabella 1 si riportano le medie delle variabili considera-
te. Un’azienda ha mostrato una leggera inferiorita produttiva e valori circa doppi del
contenuto in cellule somatiche sia in TD che nell’intera lattazione (1164K e 1200K
rispetto a 616K e 577K) evidenziando 'influenza di una gestione differente fra le due
aziende.

Per quanto riguarda la relazione tra le cellule somatiche e la produzione di latte, &
stata trovata una correlazione tra le variabili tal quali di -0,18 (Tabella 2). Tale valore
¢ leggermente superiore rispetto a quelli riportati nei lavori citati precedentemente.
Tuttavia, considerando lo stesso parametro per classe di stato sanitario si pud osser-
vare come ’entita della relazione sia minore per la classe di stato sanitario 0. Valori
di modesta entita e di segno positivo sono stati trovati invece nella correlazione fra le
cellule somatiche e i tenori in grasso e proteina (Tabella 2).

Tabella 1. Medie e deviazione standard per allevamento della produzione di latte (MY),
tenore in grasso (TG) e proteina (TP), contenuto in cellule somatiche (SCC) e score di SCC
(SCS) a livello di TD o di lattazione.

TD Lattazione
allevamento FH FL FH FL
N 24.187 92.590 4.646 9.352
MY (litri) 1,41 +0,47 1,48 £ 0,55 221 +58 257 + 69
TG (%) 6,18 + 1,08 6,46 + 1,11 5,99 + 0,61 6,27 + 0,72
TP (%) 5,06 + 0,61 5,28 +0,58 4,97 £0,38 5,16+ 0,37
SCC1 (K) 1.164 +2.720 616 £1.693 1.127 £1.755 577 + 974
SCS 4,73 £ 2,08 4,16 £ 1,72 531+1,82 455 +1,52

K = 10° cellule x ml™*

Considerando invece le relazioni tra le deviazioni dai valori attesi, percid conside-
rando leffetto di diluizione, ¢ stata ottenuta una correlazione positiva di 0,14 tra le
cellule somatiche e la produzione di latte (Tabella 3). In questo caso i valori sono
superiori nella classe di stato sanitario 0. I risultato piti importante ¢ rappresentato
dal cambio di segno della relazione rispetto alle variabili tal quali. Questa inversione
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di segno indica che al crescere di una variabile cresce anche I’altra. E rimasta invece
invariata la relazione fra le cellule somatiche e i tenori in grasso e proteina anche se
’entita della correlazione ¢ stata leggermente piu elevata rispetto alle variabili tal qua-
li per il grasso e leggermente piu piccola per il tenore in proteina (Tabella 3).

Tabella 2. Correlazioni tra cellule somatiche Tabella 3. Correlazioni tra la deviazione di
(SCS) e caratteri produttivi (produzione di  cellule somatiche (DSCS) e la deviazione di
latte (MY), tenore in grasso (TG) e proteina  caratteri produttivi

(TP)
SCS DSCS
totale 0 1 totale 0 1
MY -0.18 -0.14 -0.21 DMY 0.14 0.27 0.11
TG 0.11 0.13 0.15 DTG 0.17 0.26 0.18
TP 0.28 0.22 0.24 DTP 0.19 0.29 0.18

Infine la correlazione tra le cellule somatiche calcolate per I'intera lattazione ¢ stata di
-0,08 con la produzione di latte, di -0,004 con il tenore in grasso e di 0,24 con il tenore
in proteina. Anche a livello di variabili calcolate per I'intera lattazione si conferma la
trascurabile relazione tra cellule somatiche e produzioni lattee e una moderata rela-
zione positiva con il tenore in proteina.

L'insieme di questi risultati mostra che la relazione negativa tra le cellule somatiche
e la produzione di latte ¢ dovuta prevalentemente all’effetto diluizione. Infatti, non
solo le correlazioni tra le variazioni di cellule e latte sono trascurabili e se esistono
sono comungque positive, ma quelle tra cellule e tenori in grasso e proteina sono sem-
pre positive potendosi affermare paradossalmente che un aumento del contenuto in
cellule non produce alcun effetto deprimente sulle produzioni quantitative ma addi-
rittura determina un incremento della qualita casearia.

In conclusione appare dunque evidente che i caratteri produttivi non possono essere
impiegati come leva per convincere gli allevatori ad abbassare il livello di cellule so-
matiche. Nel caso si volesse intraprendere per un particolare interesse una strategia
di riduzione del contenuto in cellule somatiche nel latte, occorrerebbe dare un peso
economico elevato alle cellule somatiche per incentivare gli allevatori.
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Introduzione

Le infezioni della ghiandola mammaria sono tra le principali cause di patologie
negli allevamenti degli animali da latte e sicuramente tra le patologie di maggior
impatto economico. La mastite & connessa all’attivazione di uno stato inflamma-
torio del sistema immunitario che in larga misura & conseguente alla penetrazione
di microrganismi patogeni, distinti in patogeni contagiosi (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalatiae, Streptococcus bovis) e patogeni ambientali (Escherichia cols,
Pseudomonas aeruginosa, Strptococcus uberis, Staphylococcus chromogenes) e stafilo-
cocci coagulasi negativi (CNS). Le infezioni mammarie possono essere anche il ri-
sultato di alterazioni fisiologiche e metaboliche dell’animale in lattazione ed essere
quindi strettamente connesse alle tecniche di allevamento e allo stato di benessere
degli animali allevati. La mastitite puo infatti essere definita una patologia infiam-
matoria di tipo multifattoriale con differenti livelli di gravita in quanto a eziologia,
intensita, durata e conseguenze, in dipendenza non solo del patogeno, ma anche di
una serie di concomitanti fattori relativi all’animale e all’ambiente di allevamento.
E ormai noto che la ghiandola mammaria rappresenta un comparto immunologico
non sempre coordinato con I’apparato immunologico sistemico, presentando spes-
so risposte ampiamente diverse da quelle sistemiche (Piccinni et al., 2005). Poco
studiati sono i meccanismi di attivazione delle risposte immunologiche della ghian-
dola mammaria degli ovini e dei caprini. La riduzione dei livelli di benessere in
allevamento, d’altro canto, puo essere causa di un aumento del contenuto di cellule
somatiche nel latte e lasciar supporre I'attivazione di meccanismi immunologici di
difesa in risposta a processi inflammatori (Caroprese et al., 2009). Obiettivo della
presente rassegna ¢ 'analisi dei meccanismi immunologici e anatomici di difesa
della ghiandola mammaria nei piccoli ruminanti, la valutazione dei possibili fattori
responsabili dell’insorgenza di fattori di stress nell’allevamento ovi-caprino e lo
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studio dei meccanismi di attivazione delle risposte immunologiche della ghiandola
mammaria indotte dalla riduzione del benessere nell’allevamento dei piccoli rumi-
nanti.

Meccanismi immunologici della ghiandola mammaria

La ghiandola mammaria & caratterizzata dalla presenza di una serie di fattori ana-
tomici, cellulari e solubili di difesa. Tra i fattori anatomici di difesa & da annoverare
lorifizio del capezzolo che rappresenta la prima difesa della ghiandola mamma-
ria alla penetrazione dei batteri; in particolare danni intercorrenti alla muscola-
tura liscia responsabile della chiusura dello sfintere capezzolare possono essere
direttamente connessi all’aumento dell’incidenza di mastiti. Anche la presenza di
cheratina prodotta dalle cellule del dotto papillare del capezzolo, grazie alla sua
blanda azione battericida imputabile all presenza di acidi grassi esterificati e non
esterificati (miristico, palmitoleico e linoleico), funge da meccanismo di difesa di
tipo chimico-fisico, e nel contempo forma un “tappo” cheratinico alla penetrazione
dei patogeni nella ghiandola. Lattivazione del sistema immunitario della ghiandola
mammaria in risposta ad uno stimolo inflammatorio, determina anche variazioni
nel numero e nel contenuto delle cellule somatiche del latte (SC), rappresentate in
larga parte da linfociti, macrofagi, neutrofili e cellule epiteliali. I neutrofili, i ma-
crofagi e i linfociti, in particolare, sono i responsabili dei meccanismi effettori. Il
loro numero complessivo e la relativa distribuzione delle popolazioni sono di vitale
importanza per la lotta contro i patogeni. I macrofagi, in particolar modo, sono i
responsabili del riconoscimento dei patogeni all’interno della ghiandola mammaria
e danno inizio alla risposta immunologica provocando il rapido aumento dei neu-
trofili e stimolandone I’attivita battericida. Questi ultimi, poi, richiamati nel sito
di infezione, fagocitano batteri e producono specie reattive dell’ossigeno, peptidi
antibatterici a basso peso molecolare e defensine in grado di distruggere molti dei
batteri responsabili delle mastiti (Sordillo e Streicher, 2002; Mehrzad et al., 2002;
Paape et al., 2003). I meccanismi effettori di difesa della ghiandola mammaria pren-
dono 'avvio dal riconoscimento dei microrganismi ad opera dei macrofagi e la con-
seguente produzione di citochine pro-infiammatorie come la IL-18 ed il TNF- a,
responsabili sia della stimolazione dell’attivita battericida dei neutrofili che della
secrezione di prostaglandine e leucotrieni sostenitori delle reazioni inflammatorie
(Stein et al., 2003). Anche le cellule epiteliali della ghiandola mammaria rivestono
un ruolo importante nello sviluppo della risposta immunologica all’interno della
ghiandola: I'adesione dei batteri alle cellule epiteliali e la loro interazione con le
tossine batteriche stimola la secrezione di TNF- a, IL-6 e IL-8 (Rainard e Riollet,
2003). Lattivazione dei processi inflammatori all’interno della ghiandola mamma-
ria, oltre ad essere imputabile alla secrezione delle succitate citochine, ¢ connessa
anche alla produzione di IL-2, IL-12 ed IFN-y, responsabili dell’attivazione e re-
golazione delle risposte immunologiche acquisite. Le cellule costituenti il tessuto
secernente sono unite le une alle altre per mezzo di una serie di giunture di natura
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proteica tra cui le giunzioni serrate (tight junctions = TJ), poste nella parte apicale
della cellula, con funzione di barriera fra fluido interstiziale, in equilibrio osmotico
con il siero del sangue, e il latte contenuto nell’alveolo. Le giunzioni serrate della
ghiandola mammaria sono strutture dinamiche e possono essere controllate da una
serie di stimoli. Sia fattori locali, riferibili all’aumento della pressione intramamma-
ria a seguito della stasi del latte o a fenomeni infiammatori, che sistemici, relativi
alla secrezione di fattori ormonali, quali progesterone, prolattina e glucocorticoidi
possono alterare il funzionamento e la permeabilita delle giunzioni serrate (Nguyen
e Neville, 1998).

Fattori responsabili dell’insorgenza di stress negli ovini e nei caprini

Numerose sono le definizioni proposte del concetto di stress o viceversa del benes-
sere applicato ai piccoli ruminanti, e tutte convergono sul fatto che il “benessere” &
un concetto dinamico che deve essere riferito alle diverse specie ed alla loro evolu-
zione filogenetica di specie ed ontogenetica individuale, in relazione alle condizioni
di sviluppo ed all’ambiente di vita. Definire il “benessere” significa quindi definire
la situazione di “non stress”, o meglio di “non distress”, intendendo per distress uno
stato in cui I’animale non ¢ in grado di adattarsi all’ambiente od alla modificazione
degli stimoli interni. Per stress si deve intendere una reazione fisiologica in risposta
a pressioni ambientali o psicologiche, indicate come stressori, collegata ad una serie
di modificazioni dell’organismo, quali innalzamento dei livelli di corticosteroidi,
immunodepressione e cambiamenti comportamentali (Moberg, 1985, 2000). Esiste
infatti una stretta connessione tra disagio grave, disturbo dell’omeostasi psico-fisica
e possibile somatizzazione, con manifestazioni di stati pre-patologici e patologie
clinicamente conclamate, come evidenziato da Moberg (2000), che ha proposto un
modello di risposta psico-biologica allo stress (Fig. 1). La risposta fisiologica allo
stress piu frequentemente studiata e monitorata ¢ Iattivazione del sistema ipotala-
mo-ipofisi-surrene (HPA) che coinvolge la secrezione dell’'ormone CRH (ormone
per il rilascio della corticotropina) da parte dell’eminenza mediana dell’ipotalamo.
I1 CRH stimola la secrezione di ormone adenocorticotropo (ACTH) da parte della
adenoipofisi che, a sua volta, stimola la secrezione di glucocorticosteroidi dalla
corteccia surrenale.

L’alterazione delle funzioni immunitarie va valutata in relazione allo stressore ed al
tipo di funzione considerata, in quanto talvolta si puo avere incremento di alcune
funzioni immunitarie, anziché depressione, in risposta allo stressore (Dubreuil ez
al., 1993). E ben noto che la secrezione del cortisolo determina fenomeni di linfo-
penia e neutrofilia (Burton e Beljan, 1970; Gwazdauskas ez al., 1980; Blecha et al.,
1982). Inoltre, un comprovato effetto del cortisolo & I'inibizione dell’accumulo dei
neutrofili nella sede di un trauma o di un’infezione. In particolar modo il cortisolo
stimola la liberazione di neutrofili immaturi dal midollo osseo, determinando un
aumento totale del loro numero nel torrente ematico, ma di fatto sembra che ne
riduca Dattivita fagocitaria e battericida, nonché la diapedesi dai vasi sanguigni.
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Leffetto di tali azioni &, quindi, la riduzione della capacita di opporre una risposta
locale efficace ad agenti irritanti o anche microrganismi, e di circoscrivere I'infezio-
ne. In definitiva il cortisolo riduce 'efficacia delle azioni di risposta soprattutto dei
neutrofili (Berne e Levy, 1991). I glucocorticoidi agiscono sul sistema immunitario
riducendo la produzione e Iattivita di numerose citochine, probabilmente iniben-
do alcuni fattori trascrizionali cellulari o la sintesi dei recettori specifici. Negli ovini
in particolar modo, stressori di natura metabolica o ambientale sono responsabili
di effetti immunodepressivi a livello sistemico. Nel periodo precedente al parto una
pit bassa secrezione di anticorpi specifici contro 'emocianina ¢ stata riscontrata
nel sangue di pecore sottoposte ad una gravidanza gemellare rispetto a pecore sot-
toposte a gravidanza singola (Figg. 2 e 3; Caroprese et al., 2006). Anche I'assenza
di ricoveri durante il periodo estivo ha esitato in una riduzione della risposta cellu-
lo-mediata alla fitoemoagglutinina (PHA) in pecore in mungitura (Sevi et al., 2001).
Non sempre pero la risposta immunologica sistemica risulta essere connessa alla
risposta immunologica locale della ghiandola mammaria. A riprova di cio, Sevi et
al. (2001) hanno riscontrato livelli pit elevati di cellule somatiche nel latte di peco-
re prive di ricoveri per il riparo dalle alte temperature rispetto a quelli riscontrati
in pecore che usufruivano di ricoveri, in concomitanza alla rilevazione di uno stato
di immunodepressione sistemica per quanto attiene alla risposta cellulo-mediata
(Fig. 4). E pur vero che spesso situazioni responsabili della riduzione del benessere
nell’allevamento ovino sono altresi responsabili del peggioramento igienico-sanita-
rio della condizione stabulativa degli ovi-caprini, e quindi di un aumento di possi-
bili fonti di contaminazione batterica della ghiandola mammaria. In tale ottica gli
elevati contenuti di cellule somatiche misurate nel latte di pecore private di ricoveri
durante il periodo estivo potrebbe essere ricondotto allo scadimento della carat-
teristiche igienico sanitarie ed esitate in un maggior contenuto di coliformi totali e
fecali, e di stafilococchi nel latte di tali pecore (Sevi et al., 2001). Anche una insuffi-
ciente portata di ventilazione d’estate ¢ fonte di riduzione del benessere degli ovini
in lattazione: in una precedente sperimentazione una portata di 35 m’/h/pecora si
¢ tradotta, rispetto ad una portata di ventilazione di circa 65 m’/h/pecora, in un
aumento significativo dei livelli di cortisolo ematico a seguito della stimolazione
esogena con ACTH. Le motivazioni alla base dell’elevato contenuto di cellule so-
matiche trovato nel latte degli animali in condizioni di scarso benessere, piu che da
mettere in relazione allo stato immunologico sistemico dell’animale sarebbero da
attribuire alla maggiore carica di batteri mesofili del latte, a sua volta risultanti da
un peggioramento del microbismo ambientale (Sevi et al., 2003). Lo stesso dicasi
per 'aumento della densita in allevamento: una riduzione della superficie dispo-
nibile da 2 a 1,5 a 1m?/pecora ¢ risultata responsabile dell’aumento della carica
batterica ambientale totale da 18x103 a 30x103 cfu/m’ e dei coliformi ambientali
da 0,5x10% a 0,9x10° cfu/m’, con un effetto diretto sia sull’aumento della carica
microbica del latte che del contenuto di cellule somatiche (Sevi et al.,1999). Una
riduzione della disponibilita della superficie da 3 a 1,5 m?/pecora ¢ risulta inoltre
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responsabile di una riduzione significativa della risposta umorale antigene speci-
fica a livello sistemico, ma in un aumento del contenuto in cellule somatiche del
latte (Caroprese et al., 2009). Nondimeno la disponibilita di un paddock esterno,
a parita di densita di allevamento, ha determinato un irrobustimento della risposta
cellulo-mediata, ma al contempo una riduzione del contenuto in cellule somatiche
del latte (Caroprese et al., 2009).

Anche la routine di munigitura rappresenta un punto critico negli allevamenti ovini
e caprini da latte. Il peggioramento delle condizioni igieniche degli operatori di
stalla, della macchina mungitrice, della sala di mungitura rappresenta un importan-
te fattore di contaminazione della ghiandola mammaria e del latte (Albenzio et al.,
2002; Albenzio et al., 2003).

L’esposizione a stressori di natura psicogena e fisica sia prima che dopo la routine di
mungitura riduce I’eiezione del latte con concomitante abbassamento delle difese
immunitarie e aumento del rischio di patologie a carico della ghiandola mammaria.
In particolare il non corretto funzionamento dell'impianto di mungitura, causato
da un’adeguata installazione, scarsa manutenzione e uso improprio possono in-
durre stress negli animali durante la mungitura aumentando il rischio di contrarre
patologie a carico della ghiandola mammaria. I principali elementi dell’impianto
di mungitura responsabili di tali eventi sono il livello di vuoto, la frequenza di pul-
sazione e i portacapezzoli. Un vuoto di 36-38 kPa ¢ generalmente raccomandato
per operare in buone condizioni: il livello di vuoto dovrebbe essere, infatti, il piu
basso possibile al fine di garantire un completo svuotamento della ghiandola mam-
maria in tempi relativamente brevi. La frequenza di pulsazione riveste un ruolo
importante nella prevenzione di edema e congestione del capezzolo e nella riduzio-
ne dell’inidenza delle infezioni mammarie. La norma UNI ISO 5707:2011 riporta
che la fase di mungitura e la fase di massaggio devono durare almeno il 15% ed il
30% del tempo richiesto per ciascun ciclo di pulsazione per le bovine da latte. Per
quanto riguarda la corretta frequenza di pulsazioni della macchina mungitrice non
esistono ancora linee guida per gli ovi-caprini. Considerato che i piccoli ruminanti
presentano una maggiore sensibilita rispetto ai bovini, i valori riportati per i bovini
possono essere adottati anche per i piccoli ruminanti. Il portacapezzoli ¢ il compo-
nente dell’'unita di munigitura che influenza principalmente I'efficienza della mun-
giruta in termini di svuotamento della ghiandola mammaria e di stabilita del vuoto.
Anche l'esordio della lattazione comporta una transitoria riduzione della risposta
immunitaria cellulare nella pecora munta meccanicamente. Le pecore primipare
non addestrate alla mungitura meccanica presentano un transitorio aumento della
conta delle cellule somatiche in esordio di lattazione. Le pecore non addestrate
manifestano anche un transitorio aumento del livello ematico di cortisolo e di ca-
tecolammine.

Da quanto riportato sembrerebbe quindi che tutte le volte in cui, a causa delle
condizioni fisiologiche o0 ambientali, si assiste ad una riduzione del livello di benes-
sere degli ovini, si registra uno stato di immunodepressione sistemico in termini di
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risposta umorale e cellulo-mediata; lo stato immunologico della ghiandola mamma-
ria, almeno per quanto attiene alla definizione del contenuto in cellule somatiche,
sembra pero reagire con ampi margini di indipendenza dalla risposta immunologi-
ca sistemica, e spesso in maniera antitetica. Nondimeno € noto che I'effetto dei glu-
cocorticoidi non ¢ unidirezionale, come dimostrato dal fatto che la loro produzione
stimola il rilascio del fattore inibitorio della migrazione dei macrofagi (MIF), che
¢ notoriamente proinfimmatorio (Fingerle-Rowson et al., 2003). Se tale modalita
di reazione ¢ stata ampiamente discussa nelle osservazioni precedenti, almeno per
quanto attiene all’aumento dei livelli di cortisolo ematico a seguito di scarse consi-
dizioni di benessere e la sua azione immunodepressiva a livello sistemico, ben piu
complesso appare il fenomeno se si focalizza sulle risposte immunologiche della
ghiandola mammaria. Thompson (1996) ha infatti verificato che in capre a gravi-
danza avanzata 'iniezione di cortisolo praticata localmente al livello della ghian-
dola mammaria riduce la concentrazione di sodio ed aumenta la concentrazione di
potassio nel secreto della ghiandola mammaria, ipotizzando cosi la chiusura delle
giunzioni serrate ad opera del cortisolo. A supporto di tale ipotesi esistono una
serie di evidenze scientifiche riportate nella revisione di Nguyen e Neville (1998).
Eppure sia stress di natura fisica quali il trasporto, che di natura psicogena, quali
I'isolamento dai conspecifici, sia nei bovini che negli ovini, hanno dimostrato essere
connessi ad un aumento della permeabilita delle giunzioni serrate ed al contempo
ad un aumento della secrezione di cortisolo (Yagi et al., 2003; Stelwagen et al.,
2000; Caroprese et al., 2010). Stelwagen et al. (2000), in particolare, ipotizzano
che, posto che spesso la risposta allo stress si configura con una iperattivita dell’asse
HPA, con conseguente aumento del cortisolo ematico, e considerato che quet’ulti-
mo ha una comprovata azione di riduzione della permeabilita delle giunzioni ser-
rate, altri fattori prodotti durante eventi stressanti possano essere responsabili del-
lannullamento o addirittura dell’inversione degli effeti esercitati dal cortisolo sulle
giunzioni serrate. In effetti, Caroprese et al. (2010) hanno verificato la presenza di
elvati livelli di IL-1b plasmatici e di IL-1b e IL-6 nel latte di pecore caratterizzate
da un’elevata reattivita del sistema HPA all’isolamento, evidenziando I’associazione
tra la secrezione di cortisolo ed uno stato di tipo inflammatorio, connesso all’au-
mento del contenuto di cellule somatiche nel latte (Figg. 5 e 6). Una possibile ipo-
tesi a spiegazione di tale fenomeno, particolarmente attendibile, va sotto il nome di
inflammazione sterile, per la quale si intende I’attivazione di processi di tipo innato
ed inflammatori che si verificano in assenza di patogeni (Rock et al., 2010; Fleshner,
2013). Gia agli inzi del ‘900 Hans Seyle, che viene considerato il padre del concetto
di stress sotto un profilo biologico, suppose che i tessuti siano in grado di rilasciare
“segnali di allarme” a seguito di stimoli locali o sistemici, responsabili dell’inizia-
zione e della prosecuzione della risposta inflammatoria. Tra tali segnali tissutali
vengono annoverati I’ATP, 'acido urico, il glucosio, le heat shock proteins, ovvero
tutte molecole proprie dell’ospite, normalmente presenti all'interno delle cellule
e non riconosciute come non-self dal sistema immunitario. A seguito di un danno
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tissutale o di uno stimolo stressogeno tali mololecole vengono rilasciate all’esterno
delle cellule, divenendo visibili al sistema immunitario ed attivando il comparto
delle risposte inflammatorie, attraverso I'attivazione del sistema immunitario in-
nato. L'ipotesi ormai acclarata & che I’esposizione a fonti di stress sia in grado di
attivare una risposta immunologica sistemica definita inflammazione sterile.
Concludendo, lo stress, a prescindere dalla sua origine, attiva il sistena nervoso
centrale e 'HPA che, con la mediazione di una complessa compagine di media-
tori chimici e di ormoni, possono produrre due distinti effetti dose-dependent sul
sistema immunitario: la sindrome immunodepressiva e I'inflammazione sterile. En-
trambi gli esiti costringono ’animale a un “dispendioso” recupero dell’omeostasi
che mina I'efficienza biologica e/o ne compromette pitt 0 meno gravemente lo stato
di salute. Soprattutto la sindrome immuno-soppressiva appare insidiosa, special-
mente nei casi, non infrequenti, di precarie condizioni igieniche in allevamento.
La tutela del benessere in allevamento si conferma in definitiva uno degli strumenti
piu efficaci per assicurare condizioni di vita e di salute soddisfacenti agli animali e
per garantire un reddito soddisfacente all’allevatore.

Stress
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Figura 1. Effetti dello stress sul sitema neuroendocrino ed immunologico e cross-talk tra i
due sistemi finalizzato al mantenimento e recupero dell’omeostasi.
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Figura 2. Andamento dell’IL-6 nel plasma e nel latte di pecore con gravidanza gemellare
(TL) o singola (SL) durante il periparto.
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Figura 3. Andamento della secrezione di anticorpi antigene specifici nel plasma e nel latte
di pecore con gravidanza gemellare (TL) o singola (SL) durante il periparto.
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(HC) 0 bassa reattivita (LC) del sistema HPA.
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