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Pierre Germon 
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Equipe « Infections Bactériennes et Immunité des Ruminants 



p. 2 
08/11/2022 – P. Germon 

Prévalence des pathogènes de mammites en France 

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019) 

Mammites subcliniques Mammites cliniques Mammites cliniques aigües 
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Prévalence des pathogènes de mammites en France 

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019) 

Prévalence (antibiogrammes réalisés sur échantillons issus de mammites – 2020)   

Mammites subcliniques Mammites cliniques Mammites cliniques aigües 
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Mammite = inflammation de la glande mammaire, en général d’origine 
bactérienne 

IL6, IL8, IL1b 
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• Positionnement idéal pour initier une réponse rapide 

Les CEM dans l’initiation de la réponse de l’hôte 

Persson K. et al. (1992) 
Am J Vet Res 53:2235-
2240 

Rainard et al., Frontiers in Immunology, 2022 
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Repertoire des motifs bactériens reconnus par les CEMs 
In vitro : incubation de CEMs (cultures primaires) avec différents motifs bactériens (MAMPs) 
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TLR4 NOD1 TLR1/2 TLR2/6 NOD2 TLR5 Recepteur 

Agoniste uLPS C12-iE-DAP Pam3CSK4 Pam2CSK4 MDP Fla 

Porcherie et al., Vet. Research, 2012, 43:14 

Cellules épithéliales 
mammaires 

5h 

Dosage ELISA CXCL8 

+ MAMPs purifiés  

LPS 

peptidoglycane 

lipoprotéines 

flagelline 
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Repertoire des MAMPs reconnus par la glande mammaire 
In ubero : infusion de MAMPs dans la glande mammaire 
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Les CEMs répondent à une stimulation par E. coli 

Lignée PS 
(cellules épithéliales 

mammaires) 

3h puis 
gentamycine 

21h 

Dosage ELISA CXCL-8 

+ 

- CD14 

+ CD14 
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• Criblage d’une banque de mutants aléatoires 

Identification de mutants d’E.coli P4 induisant une réponse accrue des 
CEM 

WfeA 
 

WfeE 
 

 
 

 
 

RfaJ 
RfaB 
RfaG 
 

 
ArnD 

Vedrine et al. 2018 

-> la plupart des mutants sont affectés dans la 
synthèse de l’antigène O 

Outer 
membrane 

Lipid A 

core 

O-antigen 

Core + lipid A 

O-antigen 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 

E. coli K-12 
(MG1655) 

E. coli K-12 O16 
(MG1655 wbbL+) 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 

E. coli K-12 
(MG1655) 

E. coli K-12 O16 
(MG1655 wbbL+) 

Souche E. coli K-12 O16: 
Rendueles O. et al. 2014 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 

E. coli K-12 
(MG1655) 

E. coli K-12 O16 
(MG1655 wbbL+) 

 La présence d’un antigène O diminue la reconnaissance du LPS par les CEM in vitro 

Souche E. coli K-12 O16: 
Rendueles O. et al. 2014 
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• Les CEM sont capables de reconnaître différents motifs exprimés par E. 
coli, à l’exception notable de la flagelline 

• La présence de l’antigène O altère la reconnaissance d’E. coli in vitro 

Les CEM et la reconnaissance d’E. coli 
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Les CEMs et la reconnaissance de S. uberis 

E. coli 

S. uberis 

CEM Macrophages (RAW264.7) 
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Les CEMs et la reconnaissance de S. uberis 

E. coli 

S. uberis 

CEM Macrophages (RAW264.7) 

 Rôle des CEMs a priori faible 
 Réponse plutôt liée aux macrophages 
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Modèle de mammite murine à S. uberis 

Glande infectée Glande 
témoin 

Souris C57BL/6 

Infection:   7 jours post naissance 

 4h après retraits petits 

Pour chaque animal, soit 50µL 

•Glande droite : HBSS 

•Glande gauche : S.uberis MC1 (10 000 CFU) 

 



p. 18 
08/11/2022 – P. Germon 

Modèle de mammite murine à S. uberis 

Glande infectée Glande 
témoin 

Souris C57BL/6 

Infection:   7 jours post naissance 

 4h après retraits petits 

Pour chaque animal, soit 50µL 

•Glande droite : HBSS 

•Glande gauche : S.uberis MC1 (10 000 CFU) 

 Pesée Double dissociation 
mécanique 

Triton / 
antiprotéases  

-80°C 

ELISA 

Etalement  
sur gélose 

Dénombrement 
 CFU 

Collagénase IV 

- Lavages 
- Dénombrement 

- Marquage 

Glande  
mammaire 

Cytométrie 
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Définition macrophages ductaux 

Macrophages recrutés 

Macrophages ductaux 

CD11b CMH-II F4/80 CD14 CD11c 
%

M
a

x
 

%
M

a
x
 

D’après Hassel et al, 2021, Front Immunol 
Macrophages ductaux =  CD11c+/F4/80+/ CD11b low/MHCII+ 

D’après Liegeois et al, 2018, Cell Immunol 
Macrophages recrutés = CD11c low/F4/80 low/ CD11b +/MHCII++ 

Hassel et al, 2021, Front Immunol 
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Stratégie d’analyse des populations leucocytaires dans la glande 
mammaire 
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Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires 
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Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires 
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Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires 
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 Modèle établit 
 L’infection par S. uberis se traduit par un recrutement de neutrophiles 

et de macrophages 
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Quid des macrophages dans la glande mammaire et le lait ? 
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Publication Définition d’une 
glande mammaire 
saine 

Technique utilisée % Macrophages % Lymphocytes % Neutrophiles % Cellules 
épithéliales 

Miller et al. 1991 Bactériologie 
négative 

Microscopie 30 24 26 19 

Vangroenweghe et 
al. 2001 

Bactériologie 
négative 
SCC < 200 000 
cellules/mL 

Microscopie 34,8 ± 7,3 6,8 ± 1,8 58,7 ± 7,3 ND 

Leitner et al. 2000 SCC < 100 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 13 ± 2 11 ± 2 28 ± 3 45 ± 25 

Dosogne et al. 
2003 

Bactériologie 
négative 
SCC < 200 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 9 ± 1 58 ± 3 28 ± 2 ND 

Leitner et al. 2003 SCC ≤ 58 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 0 7 32 ± 4 61 ± 5 

Koess et al. 2007 SCC < 50 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 42,5 ±11,1 25,9 ± 6,8 30,5 ± 11,8 3,1  ± 1,2 

Lozada et al. 2020 Bactériologie 
négative 

Qscout 23 23 55 ND 

Rambault et al. Bulletin des GTV. 2021 

 

 

Les macrophages du lait 
Problématique: comment récupérer toutes les cellules du lait pour une analyse fiable 

 



p. 26 
08/11/2022 – P. Germon 

Comparaison de deux méthodes de récupération 

Christophe - Pierre 

MASTICELLS – WP1 

Choix 2 
quartiers par 
vache (A et B) 
5 répétitions 

Lait 
A = Faible en cellules 

20 000 à 90 000₵/mL 

 

B = Concentré en 
cellules 

130 000 à 3 200 000₵/mL 

Cellules 
centrifugées 

Cellules triées 

Lait + Vybrant Dye Cycle 
 

puis 
 

Tri  

Lait, dilution 
 

puis 
 

centri  
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• Proportion des différentes populations cellulaires récupérées 

Impact de la méthode de récupération des cellules du lait 
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Impact de la méthode de récupération des cellules du lait 
Profil transcriptomique des cellules centrifugées / cellules triées 
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Impact de la méthode de récupération des cellules du lait 
Profil transcriptomique des cellules centrifugées / cellules triées 
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Impact de la méthode de récupération des cellules du lait 
Profil transcriptomique des cellules centrifugées / cellules triées 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 

 Peu d’effet de la méthode sur les proportions (cytométrie) 
 => récupération des macrophages possible  

 Effet sur le profil transcriptomique sur les laits peu chargés en cellules (ARN des GG ?) 
 Clustering des échantillons associé à des clusters de gènes spécifiques 
 Marqueurs de situation sanitaire ? 
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• Les CEMs ont un rôle important dans la reconnaissance des pathogènes 
• Les CEMs ont la capacité de reconnaître un grand nombre de motifs 

bactériens: LPS, fragments de peptidoglycanes, lipoprotéines,… 

• Pour la reconnaissance d’E. coli, l’antigène O a un impact significatif sur la 
réponse de l’hôte 

• Une infection par S. uberis induit le recrutement dans la glande mammaire 
de macrophages spécifiques dans le lait 

• La présence des macrophages du lait est caractérisée par un profil 
transcriptomique des cellules du lait spécifique : profil marqueur 
d’infection ? 

Conclusions 
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Comparaison de deux méthodes de récupération 

Christophe - Pierre 

MASTICELLS – WP1 

Choix 2 
quartiers par 
vache (A et B) 
5 répétitions 

Lait 
A = Faible en cellules 

20 000 à 90 000₵/mL 

 

B = Concentré en 
cellules 

130 000 à 3 200 000₵/mL 

Cellules 
centrifugées 

Cellules triées 

✓ 

✓ ✓ 

✓ 

Cytométrie RT-qPCR 

CD45+ CD3+ Lc T 
CD45+ CD14+ MP 
CD45+ G1+  PMN 
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Quartier 
pauvre en cellules 

Quartier 
riche en cellules 

Diagramme FSC-
SSC 

Diagramme FSC- fluorescence rouge 
Vybrant Ruby 

Identification et purification des cellules du lait par cytométrie 
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• Infusion de 1µg des fractions LPS-R et LPS-S dans les quartiers de 6 vaches 
• comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines 

 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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• Infusion de 1µg des fractions LPS-R et LPS-S dans les quartiers de 6 vaches 
• comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines 

 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

CTRL LPS-R 

LPS-S 

 Paradoxalement, la réponse est plus forte avec le LPS-S 
 Elimination/detoxification plus rapide du LPS-R ? 

Vedrine et al. 2018 
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Le cofacteur CD14 améliore la réponse des CEMs 

Lignée PS 
(cellules épithéliales 

mammaires) 

3h puis 
gentamycine 

21h 

Dosage ELISA CXCL-8 

+ 

- CD14 

+ CD14 
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• Dosage par ELISA lors de l’épreuve inflammatoire LPS 

Quantification du cofacteur CD14 dans le lait 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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• Infusion de 1µg des fractions LPS dans les quartiers de 6 vaches 
• comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines 

 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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• Les différentes sources de matériel biologique 
• Purification de MP à partir du lait 

 
• Différenciation de MP à partir de monocytes du sang 

Comment étudier la fonctionnalité des macrophages bovins ? 
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J6 après isolement des PBMC et 
sélection des monocytes par adhésion 

Caractérisation des cellules par cytométrie 

Centrifugation 

Whole 
Blood 

Plasma 

RBCs 

Buffy Coat 

Granulocytes +  
RBCs 

Percoll 

PBMCs 

Plasma 

Incubate to adhere for 2 hours at 
37oC + 5% CO2. 

Supplemented Iscove’s medium 
with no FCS 

1000g, 30 min, 
20oC 

Centrifugation 

400g, Acc 8, Dec 2 
30 min, 20oC 



p. 49 
08/11/2022 – P. Germon 

• Différenciation de MP à partir de sang de vaches Holstein et Normande 

• Infection des MP avec trois souches bactériennes (MOI=10): 
• E. coli P4 

• S. uberis MC1 

• S. uberis 2211 

• Survie bactérienne 

• Sécrétion de cytokines/chimiokines 

• Réponse transcriptomique 

 

 

Fonctionnalité des macrophages bovins 
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Survie à t=6h 

 Pas de différences entre races 
 Survie E. coli > survie S. uberis 
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Sécrétion de cytokines 

CXCL8 IL1b TNFa 

6h 

24h 
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 Réponse plus forte pour infection E. coli 
 Pas d’effet race; petit effet série 


