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> Prévalence des pathogenes de mammites en France

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019)
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Pathogéne

> Prévalence des pathogenes de mammites en France

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019)
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> Mammite = inflammation de la glande mammaire, en général d’origine
bactérienne
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> Les CEM dans l'initiation de la réponse de I'h6te

e Positionnement idéal pour initier une réponse rapide

) | Myoepithelial cells

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

INRA@ 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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In ubero : infusion de MAMPs dans la glande mammaire

100000

100000

10000
1000

SCC

100
10

1
INRAZ

08/11/2022 — P. Germon

0

T 1

50 100

—4p—Control
«f=ULPS 10
wy=ULPS 1
ey ULPS 0.1

e Control

@ddesTri-DAP 50 pg

100000
10000
1000
100

SCC

10
1

100000
10000
1000

SCC

100
10

ey C-12-iE-DAP 10 pug

1

50

100

50

100

> Repertoire des MAMPs reconnus par la glande mammaire
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> Les CEMs répondent a une stimulation par E. coli
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|dentification de mutants d’E.coli P4 induisant une réponse accrue des
CEM

[ ’ 7 [
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> La présence d’un antigene O réduit la réponse des CEM
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> La présence d’un antigene O réduit la réponse des CEM
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> La présence d’un antigene O réduit la réponse des CEM
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> La présence d’un antigene O réduit la réponse des CEM
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» La présence d’un antigéne O diminue la reconnaissance du LPS par les CEM in vitro
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Les CEM et la reconnaissance d’E. coli

* Les CEM sont capables de reconnaitre différents motifs exprimeés par E.
coli, a I'exception notable de |a flagelline

e La présence de |'antigene O altere la reconnaissance d’E. coli in vitro
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> Les CEMs et la reconnaissance de S. uberis

Glnther et al. Vet Res (2016) 47:13

DOI 10.1186/513567-015-0287-8 Veterina ry Research

RESEARCH ARTICLE Open Access

Streptococcus uberis strains isolated @

from the bovine mammary gland evade
immune recognition by mammary epithelial
cells, but not of macrophages

Juliane Giinther', Anna Czabanska?, Isabel Bauer', James A. Leigh?, Otto Holst? and Hans-Martin Seyfert'
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> Les CEMs et la reconnaissance de S. uberis

inther et al. Vet Res 3 .
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> Modele de mammite murine a S. uberis

Souris C57BL/6

Infection: 7 jours post naissance
4h apres retraits petits ,

Pour chaque animal, soit 50uL

*Glande droite : HBSS
* Glande gauche : S.uberis MC1 (10 000 CFU)

Glande Glande infectée
témoin
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08/11/2022 — P. Germon

‘@ @@@\ p. 17



> Modele de mammite murine a S. uberis

Souris C57BL/6

Infection: 7 jours post naissance

4h apres retraits petits

Pour chaque animal, soit 50uL

coussin adipeux mammaire
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*Glande droite : HBSS
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> Définition macrophages ductaux

D’apres Liegeois et al, 2018, Cell Immunol

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

Macrophages ductaux = CD11c+/F4/80+/ CD11b low/MHCII+

Macrophages recrutés
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Hassel et al, 2021, Front Immunol
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> Stratégie d’'analyse des populations leucocytaires dans la glande

mammaire

Glande mammaire infectée

FSC

(= 107)

Viability
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> Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires
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cellules/glande

> Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires
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cellules/glande
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> Colonisation bactérienne et recrutements cellulaires
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> Quid des macrophages dans la glande mammaire et le lait ?

INRAZ
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> Les macrophages du lait

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

Publication Définition d’une Technique utilisée % Macrophages % Lymphocytes % Neutrophiles % Cellules
glande mammaire épithéliales
saine

Miller et al. 1991 Bactériologie Microscopie 30 24 26 19
négative

Vangroenweghe et  Bactériologie Microscopie 34,8+7,3 6,8+1,8 58,7+7,3 ND

al. 2001 négative
SCC <200 000
cellules/mL

Leitner et al. 2000 SCC < 100 000 Cytométrie en flux 13+2 112 28+3 45+ 25
cellules/mL

Dosogne et al. Bactériologie Cytométrie en flux 9+1 58+3 28+2 ND

2003 négative
SCC <200 000
cellules/mL

Leitner et al. 2003 SCC <58 000 Cytométrie en flux 0 7 32+4 61+5
cellules/mL

Koess et al. 2007 SCC <50 000 Cytométrie en flux 42,5 +11,1 25,9+6,8 30,5+11,8 3,1 £1,2
cellules/mL

Lozada et al. 2020 Bactériologie Qscout 23 23 55 ND

négative

INRAZ
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> Comparaison de deux méthodes de récupération
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> Impact de la méthode de récupération des cellules du lait

* Proportion des difféerentes populations cellulaires récupérées
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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
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> Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires
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> Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires
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» Marqueurs de situation sanitaire ?
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> Conclusions

e Les CEMs ont un réle important dans la reconnaissance des pathogenes

e Les CEMs ont la capacité de reconnaitre un grand nombre de motifs
bactériens: LPS, fragments de peptidoglycanes, lipoprotéines,...

* Pour la reconnaissance d’E. coli, I'antigéne O a un impact significatif sur la
réponse de I’hbte

* 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 ?
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> Comparaison de deux méthodes de récupération

Cytométrie

'’
ijajajy

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

CD45+ CD3+ Lc T
CD45+ CD14+ MP

INRAS CD45+ G1+ PMA
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> Identification et purification des cellules du lait par cytométrie
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> Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo

Epreuve inflammatoire in vivo

* Infusion de 1ug des fractions LPS-R et LPS-S dans les quartiers de 6 vaches
» comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines
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> Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo

Epreuve inflammatoire in vivo
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* Infusion de 1ug des fractions LPS-R et LPS-S dans les quartiers de 6 vaches
» comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines
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> Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo

Epreuve inflammatoire in vivo
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> Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo
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Epreuve inflammatoire in vivo
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» Paradoxalement, la réponse est plus forte avec le LPS-S
» Elimination/detoxification plus rapide du LPS-R ?
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> Le cofacteur CD14 améliore la réponse des CEMs
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2 Quantification du cofacteur CD14 dans le lait

Epreuve inflammatoire in vivo

* Dosage par ELISA lors de I'épreuve inflammatoire LPS
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> Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo

Epreuve inflammatoire in vivo

* Infusion de 1ug des fractions LPS dans les quartiers de 6 vaches
» comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines
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> Comment étudier la fonctionnalité des macrophages bovins ?

* Les différentes sources de matériel biologique
* Purification de MP a partir du lait

 Différenciation de MP a partir de monocytes du sang

INRAZ

‘@ @@\ p. 47
08/11/2022 — P. Germon




Centrifugation

Qe

1000g, 30 min,
20°C

Caractérisation des cellules par cytométrie
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Fonctionnalité des macrophages bovins

Différenciation de MP a partir de sang de vaches Holstein et Normande

Infection des MP avec trois souches bactériennes (MOI=10):
* E. coliP4
e S. uberis MC1
e S. uberis 2211

Survie bactérienne

Sécrétion de cytokines/chimiokines

Réponse transcriptomique
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> Survie a t=6h
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> Sécrétion de cytokines
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