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1. Analiza diferentiala a leucocitelor din probe de lapte cu ajutorul
citometriei in flux

Izolarea celulelor somatice din probele de lapte s-a facut prin centrifugare la rece,
intr-un interval de maxim 4 ore de la recoltare. Scopul acestor spalari repetate de 3 ori,
prin centrifugare la 400 xg, timp de 10 min, urmata de decantare a supernatantului si
resuspendare in PBS, fost de a indeparta grasimea din lapte. Solutia finala, obtinuta prin
resuspendarea sedimentului intr-un volum de 500 ul PBS, a fost filtrata printr-o
membrana cu pori de 40 uM pentru a obtine o suspensie unicelulara, necesara marcarii
pentru cirtometrie in flux.

Imunofenotiparea populatiilor leucocitare s-a realizat prin marcare cu anticorpi
primari monoclonali specifici pentru celulele bovine, anti-CD14, izotip IgG1 murin, si
anti-CD11b, izotip IgG2b murin (ambii BioRad), conform instructiunilor producatorului,
cu solutii de lucru diluate 1/10 din solutiile stoc de anticorpi de 1mg/mL, rezultand o
concentratie de 2.5 ug/mL anticorp per proba. Pentru vizualizarea legarii anticorpilor de
celule s-au folosit anticorpi policlonali secundari conjugati cu fluorocromi (ambii BD),
specifici pentru izotipul fiecarui anticorp primar, astfel: anticorp conjugat cu APC anti-
IgG1 murin care se va lega de anticorpul anti-CD14 si anticorp conjugat cu FITC anti-
[gG2b murin, care se va lega de anticorpul anti-CD11b. Concentratia de anticorpi
secundari folosita pentru marcare a fost de 2-5 ug/mL per proba.

Achizitia probelor s-a facut cu ajutorul citometrului in flux, iar analiza datelor de
citometrie s-a realizat cu ajutorul programului FloJo 10 (BD), conform strategiei de
gating prezentata in Fig.1.

In total, au fost analizate prin citometrie in flux in scopul identificirii populatiilor
leucocitare, 60 de probe de lapte, dintre care 48 probe de la animale distincte si 12
masuratori repetate la un interval de 2 luni, din probe de lapte provenite de la acelasi
animal.Rezumatul analizei diferentiale a populatiilor de leucocite este prezentat in
Tabelul 1, iar datele pentru fiecare animal in parte, pentru fiecare eveniment de
colectare si analiza citometrica in Tabelele 2-4.

Tabel 1. Statistica descriptiva a probelor de lapte analizate prin citometrie in flux (n=60)

SCC (x1000 DCC (%)
celule/mL) Ly Macro PMN
Media 380.5 63.8 7.6 25.7
SD 706.7 26.2 5.6 23.7
Min 28 2.9 14 2.2
Max 4424 94.7 31 87.6
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Fig.1 Strategia de gating pentru identificarea leucocitelor din probele de lapte. Din
totalitatea celulelor somatice selectate pe baza caracteristicilor de marime si
granularitate din graficul FSC vs. SSC (A), au fost identificate neutrofilele
polimorfonucleare (PMN) drept celule CD11b+, macrofagele (Macro) dublu pozitive
CD14+CD11b+, iar limfocitele (Ly) prin diferenta (B).

In cele 60 de probe de lapte analizate, proportia de limfocite a variat intre 2.9 si
94.7%, cu 0 medie de 63.8% si o deviatie standard de 26.2%, macrofagele au variat intre
1.4 si 31%, cu o medie de 7.6% si deviatie standard de 5.6%, iar neutrofilele
polimorfonucleare au variat intre 2.2 si 87.6%, cu o medie de 25.7% si o deviatie
standard de 23.7%.

Datorita limitelor largi in care au variat procentele din fiecare populatie
leucocitard, am testat statistic corelatia dintre numaratorile diferentiale pentru fiecare
populatie leucocitara si numaratoarea de celule somatice, obtinuta din aceleasi probe, cu
ajutorul echipamentului De Laval Cell couter. Analiza statistica a indicat o corelatie
semnificativa (p<0.0001) negativa intre procentul de limfocite din probe si SCC, in timp
ce procentul de polimorfonucleare urmeaza un trend opus, de corelatie pozitiva cu SCC
(Fig.2). Nu am gasit corelatie intre procentul de macrofage si SCC.
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Tabel 2. Rezultatele analizei diferentiale de citometrie pentru lotul 1 (1.07.2020)

Lot
1

0N oUW N
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WN RO

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

1))

0047
7200
7206
0048
3925
9696
0075
7724
8034
9242
6196
9630
8457
7225
7880
7881
9022
0049
0048
0073
5825
9000
9699
0907
0804
9246
7872
1070
9244
1064
0908
1407
0802
9241
8696
9400

SCC (/ul
175
356
35
109
1538
76
125
873
64
111
223
47
53
42
36
64
57
129
28
48
36
134
189
39
272
214
101
88
137
82
63
197
370
31
75
116

Ly (%
77.8
87.9
86.9
61.8
37.4
84.9
88.1
38.8
92.7
89.7
91.7
72.9
88.6
80.1
92.9
75.8
66.8
57.2
92.4
76.8
92.9
94.7
78.1
76.9
87.8
61.9
66.3
86.2
48.7
90.7
91.6
88.8
38.2
83
82.6
32.5

Macro
%

9.6
6.69
4.85
31
11.9
2.58
4.72
8.15
1.58
3.55
1.38
5.11
5.86
7.48
2.06
12.7
10.1
6.37
1.89
7.08
3.35
1.72
2.67
6.29
4.23
8.69
10.4
1.82
12.3
4.44
3.04
6.19
7.97
10.9
6.03
7.33

PMN (%
8.6
3.67
6.36
2.5
47.5
11.1
4.86
48.7
3.45
4.9
5.6
18.9
4.3
10.6
2.96
8.21
20.7
33.2
5.15
14.2
2.72
2.77
17.9
14.5
7.29
27.4
194
9.2
34.3
3.26
3.88
2.9
52
3.4
6.8
58.6
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Tabel 3. Rezultatele analizei diferentiale de citometrie pentru lotul 2 (7.07.2020)

Macro
Lot Tube ID SCC (/ul Ly (% ) PMN (%

2 1 2616 154 55.5 3.94 34.1
2 3480 529 14.5 13.2 69.5
3 4075 115 57.7 5.92 30.2
4 Banescu 2795 23.2 16.6 56.4
5 8817 355 13.8 4,52 80.1
6 6032 1364 5.56 5.14 87.6
7 3381 117 42.8 29.4 18.6
8 6662 180 8.4 16.3 70.1
9 392 4424 2.9 10.1 80.6
10 3559 854 10.6 9.79 77.8
11 Martica 138 61.5 5.36 28
12 5062 53 53.3 5 38.6

Tabel 4. Rezultatele analizei diferentiale de citometrie pentru lotul 3 (4.09.2020)

Macro
Lot Tube 1)) SCC (/ul Ly (% % PMN (%

3 1 3559 470 64.9 2.72 28.9
2 392 258 53.5 10.3 33.8
3 6662 105 39.5 7.85 50.6
4 6032 471 49.8 8.34 39.3
5 3381 232 81 5.62 11.3
6 8817 143 52.7 7.62 33
7 3480 588 41.9 9.34 46.1
8 Banescu 1436 53.3 10.1 33.8
9 Martica 664 88.4 4.52 2.22
10 4075 388 52.3 13.4 30.8
11 5062 255 84 3.55 11
12 2616 411 76.1 4.46 17.7
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Fig. 2 Corelatia dintre numaratoarea diferentiala de limfocite, respectiv neutrofile
polimorfonucleare (PMN) din probele de lapte si SCC (somatic cell count), reprezentate
impreuna cu regresia liniara calculata. Fiecare simbol reprezinta o masuratoare.

Astfel, in probele considerate patologice, cu SCC >200 000 celule/mL, neutrofilele
cresc de la o valoare medie iIn probele sanatoase de 18% la o valoare medie de 40%,
atingand peste 80% pentru unele dintre probele cu SCC>1 000 000 celule/mL.

Limfocitele sunt populatia majoritarda in peste 92% din probele considerate
nepatologice, provenite de la glande mamare sanatoase, cu o frecventa medie de 72%,
dar scad in probele patologice sub 50%.

In continuare, am verificat statistic dacd profilul imunologic diferd semnificativ
intre grupuri de animale stabilite pe baza valorilor SCC, pentru a identifica o limita de
cut-off intre un animal sanatos si unul bolnav. Atat in cazul in care limita de cut-off a fost
valoare de 100 000 celule/mL, cat si in cazul in care valoarea de cut-off a fost de 200 000
celule/mL, a existat o diferentd semnificativa intre frecventa limfocitelor si frecventa
PMN in cele 2 grupuri, dar nu si pentru macrofage (Fig.3, A-B). In cazul in care am
clasificat probele in 3 grupuri, SCC<100 000, SCC intre 100-200 000 si SCC>200 000, nu
am obtinut diferente semnificative intre grupuri aldturate. Pentru o clasificare mai buna
a animalelor sanatoase si stabilirea unui marker prognostic de evolutie a starii de
sanatate, consideram ca sunt necesare mai multe probe, inspecial cu o numaratoare mai
micd a SCC, desi In acest caz va fi mai dificil de realizat o analiza citometrica datorita
numarului mic de celule.
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Fig.3 Comparatie intre determindrile diferentiale de leucocite, in cazul in care probele
sunt impartite i1n2 grupuri (A,B) sau in 3 grupuri (C) in functie de valorile de SCC.
Valorile pentru fiecare populatie si grup sunt reprezentate ca valoare medie si S.E.M.
**** P<0.00001; **P<0.001; NS P>0.05.

Pentru un grup de 12 animale, am facut determinari diferentiale de leucocite prin
citometrie in flux la un interval de 2 luni si le-am clasificat in 2 grupuri, in functie de
trendul modificarilor SCC: (I) in care a crescut SCC, n=6; (II) in care a scazut SCC, n=6
(Fig.4A).In grupul in care am finregistrat o evolutie pozitivi a SCC, au fost vizibile
modificari semnificativ statistice Intre valorile frecventei limfocitelor si neutrofilelor
(Fig.4B).
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Fig. 4 Evolutia in timp a parametrilor SCC si DCC intr-un lot de 12 animale, de la
care s-au colectat probe de lapte la un interval de 2 luni. A Modificarea SCC. B
Modificarea frecventei leucocitelor in cadrul grupului de animale care au avut o
modificare pozitiva a SCC.

2. Analiza diferentiala a leucocitelor din probe de sange periferic

Pentru un grup de 12 animale, pe langa probele de lapte recoltate, am obtinut si
probe de sdnge periferic colectat pe EDTA, pentru care am efectuat imunofenotiparea
leucocitelor cu anticorpi anti-CD14 si anti-CD11b, in mod similar cu protocolul aplicat
pentru probele de lapte. Suplimentar, a fost introdus un pas de liza a eritrocitelor, care
ar fi interferat cu analiza citometrica datorita numarului mare de elemente. Analiza si

identificarea leucocitelor s-a realizat conform strategiei de gating prezentata in Fig. 5.
8
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Fig.5 Strategia de gating pentru identificarea leucocitelor din probele sdnge
periferic. Din totalitatea celulelor somatice selectate pe baza caracteristicilor de marime
si granularitate din graficul FSC vs. SSC (A), au fost identificate neutrofilele
polimorfonucleare (PMN) drept celule CD11b+, macrofagele (Macro) dublu pozitive
CD14+CD11b+, iar limfocitele (Ly) prin diferenta (B).

Analiza statistica nu a indicat o corelatie intre frecventa populatiilor leucocitare
din sangele periferic si frecventa lor in probele de lapte. De asemenea, nu am obtinut
corelatie intre valoarea SCC si frecventa limfocitelor sau frecventa PMN. Pe baza acestor
rezultate, putem concluziona ca statutul imun determinat la nivelul probelor de sange
nu este relevant pentru starea de sanatate a animalului. Totusi, datoritd numarului mic
de probe caracterizate (n=12) consideram necesare investigatii viitoare suplimentare
inainte de o concluzie finala definitiva.
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