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Le colostrum et le lait de truie contiennent 1,5.108 cellules / mi. Dans le colostrum, 12 % ( £ 3 ) des cellules sont des
lymphocytes, dont 75 % de lymphocytes T; 40 % (+ 10 ) sont des cellules épithéliales, dont 50 % présentent une expression
moyenne & faible de composant sécrétoire.

Dans le lait, 3 % (£ 2 ) des cellules sont des lymphocytes, dont 30 % des lymphocytes T; 68 % (+ 14 ) sont des cellules
épithéliales, dont plus de 90 % expriment fortement le composant sécrétoire.

La phase colostrale correspond & un transfert au nouveau-né de lymphocytes et d’immunoglobulines non sécrétoires & une
période ol I'intestin est ouvert aux macromolécules et aux cellules; la phase post-colostrale, & 'apport a la muqueuse
intestinale d’lg A sécrétoires et de cellules épithéliales pouvant étre impliques dans le transport d’lg A sécrétoires, apres la
fermeture de la barriére intestinale.

Characterization of cells from ¢olostrum and milk in sow

Colostrum and milk of sow contain 1,5.10608|IS / ml. In colostrum, 12 % ( + 3 ) of cells are lymphocytes, whom 75 % are
T lymphocytes; 40 % ( + 10 ) are epithelial cells, 50 % expressing a low density of secretory component.

In milk, 3 % (% 2 ) of cells are lymphocytes, whom 30 % are T lymphocytes T; 68 % (£ 14 ) are epithelial cells, more than
90 % expressing high density of secretory component.

Colostral period corresponds to transfer to neonate of lymphocytes and non secretory immunoglobulins at a time where
intestinal mucosa is open to macromolecules and cells; post-colostral period corresponds to transfer to intestinal mucosa of
secretory Ig A and epithelial cells wich could be implicated in secretory Ig A transportation, after intestinal barrier closure.




INTRODUCTION

Les cellules des sécrétions mammaires présentent des carac-
téristiques indiquant leur intervention possible dans
I'immunologie du nouveau-né. Chez I'homme, les
lymphocytes T du colostrum présentent le phénotype et les
fonctions de cellules & mémoire, et une réactivité in vitro vis a
vis d’antigénes ayant sensibilisé la mere (RITCHIE et al, 1980,
BERTOTTO et al, 1990 ; CHERNISHOV et al, 1990) ; les
lymphocytes B répondent secondairement a une stimulation in
vitro par les antigeénes du poliovirus (SLADE et al, 1989) ; les
macrophages relarguent spécifiguement leurs Ig A
intracytoplasmiques, apres activation in vitro(WEAVER et al,
1982). Le rble des polynucléaires pourrait étre limité a I'alvéole
mammaire (OZKARAGOZ et al, 1988). La capacité des cellu-
les des sécrétions mammaires a pénétrer la mugueuse
digestive, et a se disséminer dans l'organisme a été établie
chez le rat (SEELIG, 1987), la souris(WEILER et al, 1983 ;
PUENTE et al, 1984), le bovin (KMET et al, 1970), l'agneau
(SCHNOR et al, 1984). Expérimentalement, les lymphocytes
du colostrum protegent contre I'infection a rotavirus du veau
(ARCHAMBAUD et al, 1988), les lymphocytes T du lait contre
linfestation expérimentale du rat par Trichinella spiralis (KUMAR
et al, 1990). Le lait influence le développement du systéme
immunitaire du nouveau-né (GLESSON et al, 1986 ;
KOLDOVSKI, 1989 ; MIGLIORE-SAMOUR et JOLLES, 1988,
JULIUS et al, 1988 ; JARRET et al, 1979). Les sécrétions
mammaires transmettent la sensibilité a la tuberculine et aux
antigénes de schistosomes (revue : CHERNISHOV, 1990) ; la
réponse a médiation cellulaire apres vaccination par le BCG a
la naissance est augmentée sil'enfant est nourri au sein, et ce
indépendamment du statut immunitaire de la mére vis a vis du
BCG (PABST et al, 1989).

Quels que soient ies mécanismes cellulaires ou moléculaires
impliqués, il est clair qu'un lien cellulaire fonctionnel mére-
nouveau né constitué par le colostrum et le lait doit étre
envisagé.

Le porcelet est, a la naissance, dépourvu d’anticorps spécifi-
gues et de mémoire immunitaire. Son systéme immunitaire se
développe dans un environnement constitué par le matériel
immunologique maternel (anticorps, cellules, facteurs solu-
bles du colostrum et du lait), les antigénes alimentaires et les
germes du milieu ambiant. Les modalités de transmission
d’une immunité humorale passive par le lait sont bien établies,
le modéle en étantla protection apportée par les Ig A sécrétoires
dulaitcontre le virus de la Gastro-entérite transmissible (BOHL
etal, 1972 ; revue BERNARD et al, 1983). On dispose de peu
dedonnées surles aspects cellulaires de Fimmunité lactogéne.
Le porcelet ingére, journellement, 500 a 700.106 cellules
vivantes d’origine maternelle, constituées de lymphocytes, de
polynucléaires, de macrophages et de cellules épithéliales
(EVANS et al, 1982 ; WEBER et al, 1982 ; SCHOLLENBERG
et al, 1986).

Nous avons, dans ce travail, cherché a établir il existait une
différence dans I'apport en lymphocytes (pouvant étre impli-
qués dans des réactions immunitaires cellulaires) et en cellu-
les épithéliales (responsables, dans la glande mammaire, du
transit des Ig A sécrétoires), entre deux périodes: la phase
colostrale, ol la barriére intestinale laisse passer les
macromolécules et probablement les cellules, et la phase
post-colostrale, ou cette barriére est fermée.
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1. METHODOLOGIE
1.1. Préparation des cellules

20 4 40 ml de colostrum (jours 1 et 2 suivant la mise-bas) et de
lait sont obtenus par traite manuelle, aprés administration par
voie intra-musculaire de 10 & 20 U.I. d’ocytocine. Les celiules
sont préparées par trois cycles de lavage en tampon PBS
{20 mn, 650q, 4° C).

1.2. Examen cytologique

L’examen cytologique est réalisé aprés cytocentrifugation sur
lame et coloration au May Grinwald Giemsa.

1.3. Marqueurs de membrane

Les anticorps monoclonaux suivants ont été utilisés :

* MSA4 : révele les lymphocytes T de porc (IlgG 2a;
Hammerberg).

« K60 IFl : révéle le composant sécrétoire de porc (IgG 1 ;
Bourne). ‘

1.4. Lecture

Aprés marquage de membrane, les préparations sont lues
sous microscope a fluorescence ou analysées en cytométrie
de flux.

1.5. Culture in vitro

Des cultures et des sous-cultures, apres trypsination, sont
effectuées en milieu RPMI (Péni-Strepto-Fungizone), 10% SVF
en incubateur & 37°C, 5% CO?

2. RESULTATS

2.1. Nombre de cellules totales dans le lait et le colostrum
Le lait et le colostrum contiennentde 1 42,5 millions de cellules
par mi; il n’y a pas de différences significatives entre le lait et
le colostrum, quant a la teneur en cellules totales.

2.2, Lymphocytes

12 % (+ 3) des cellules du colostrum, et 3 % (+ 2) des cellules

du lait sont classées comme lymphocytes sur des critéres
morphologiques (May Grinwald Giemsa).

Tableau 1 - Pourcentage de lymphocytes T dans le
colostrum et le lait (immunofluorescence de membrane)

Jour de % sur cell. sem. Nombre de
prélévement totales prélévements
1-2 9,5 1,3 10
-4 3,8 0,3 5

>=5 1,2 0,4 10

En phase colostrale (jours 1 et 2), 9,5 % (+ 2,6) des cellules
totales sont des lymphocytes T ; en phase intermédiaire (jours
3 etd), il est de 3,8 % (= 1) ; en lactation établie, il est de
1,2%.(£0,7).




2.3. Polynuciéaires neutrophiles

En moyenne, le taux de polynuciéaires observé en fin de
préparation est inférieur & 10 %.

2.4. Monocytes et macrophages

1 a5 % des cellules totales des sécrétions sont des monocytes
et des macrophages.

2.5. Cellules épithéliales
Elles constituentla population prédominante: 40 % (sem=5,1)

des cellules du colostrum, et 68 % (sem = 14,2) des cellules du
lait sont des cellules épithéliales (tableau 2).

Tableau 2 - Caractéristiques des cellules épithéliales
du colostrum et du lait

Colostrum Lait

% cell. totales (sem) 40% (5,1) 68 % (14,2)
nombre 13 11
morphologie petites grande taille

peu vacuolisées trés vacuolisées

mononucléées mono-, bi- ou
(>95%) anucléées

en culture capacité division pas de division

{une partie d’entre

elles)

Elles évoluent au cours du développement des sécrétions
mammaires, quant a leurs caractéristiques morphologiques,
membranaires et leur comportement en culture in vitro (ta-
bleau 3) :

- dans le colostrum, elles sont de petite taille et peu
vacuolisées ; plus de 95 % sont mononucléées. En culture
in vitro, une partie d’'entre elles adhere, et est capable de se
multiplier.

Tableau 3 - Expression membranaire de Composant
Sécrétoire par les cellules totales du colostrum et du lait

Colostrum Lait
% (sem) 24,8 % (2,8) 66,2 % (11,6)
nombre 13 11
+ 2/3 1/56
++ 1/3 2/5
HHE 0 215
+ . fluorescence par points
++ . fluorescence en anneau fin

+++ : fluorescence en anneau dense

a: proportion des cellules positives
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- en phase post-colostrale, la morphologie de ces cellules
évolue jusqu’ au 5eme-6éme jour. La taille des cellules
épithéliales augmente ; le cytoplasme se développe et se
vacuolise. Les cellules épithéliales sont soit anucléées, soit
mono- ou binucléées. En lactation établie, 35,4 % (+ 12,8)
des cellules épithéliales sont anucléées, 53,4 % (+ 11,9)
mononucléées et 10,6 % (+ 9,6 %) binucléées. En culture,
une partie de ces cellules adhere, ne se divise pas, et
continue a excréter sur 48 heures des globules gras dans le
milieu de culture.

Dans le colostrum, 24,8 % (£ 6) des cellules totales expriment
du composant sécrétoire en membrane ; la densité d’expres-
sion du composant sécrétoire de membrane est faible.

Dans le lait établi, 66 % (+ 15) des cellules totales expriment
une forte densité de composant sécrétoire en membrane.

L’expression du composant sécrétoire par la membrane des
cellules épithéliales, dans le lait établi, est indépendante de la
morphologie de la cellule (0, 1 ou 2 noyaux).

3. DISCUSSION
3.1. Nombre de celiules totales

I’y a pas de différences, dans le nombre de cellules totales,
entre phase colostrale et phase lactée. Nos résuitats sont en
accord avec ceux d’EVANS (1982), et SCHOLLENBERG
1986) ; chez 'homme et le bovin, le nombre de cellules
somatiques des sécrétions mammaires décroft au cours de la
lactation (CRAGO et al, 1987 ; HEED et al, 1979).

3.2. Les lymphocyies

Leur taux, de 12 % (x 3 %) dans le colostrum, chute a
3 % (+ 2 %) dans le lait ; les lymphocytes T prédominent dans
le colostrum (9% + 2,6) des cellules totales, et sont minoritaires
dans le lait (1,2 % £ 0,8).

SCHOLLENBERG et al (1986) ont observé un taux moyen de
lymphocytes de 11% chez le porc, sans variations significati-
ves entre colostrum et lait, et une prédominance des
lymphocytes B parmi les lymphocytes du lait (rapport de 1/6).
Pour EVANS et al, le taux de lymphocytes, supérieur a 20 %
dans les trois premiers jours suivant la mise-bas, estde 11 &
13 % en mi-lactation. En phase post-colostrale, nous obser-
vons sur des criteres morphologiques (aprés coloration au
May Grilinwald Giemsa) un taux significativement inférieur a
celui décrit par SCHOLLENBERG ; les différences observées
peuvent tenir & des variations physiologiques entre lots ex-
périmentaux. SCHOLLENBERG et al montrent que, aprés
séparation sur Ficoll-Triosil d=1,076 et élimination des celiules
adhérentes, 5,8 % des cellules obtenues du colostrum forment
rosettes avec des hématies de mouton, et 2 % des cellules
obtenues a partir du lait ; dans nos essais de purification, les
centrifugations sur coussin de densité 1,076 fournissent une
population mixte de lymphocytes et de cellules épithéliales ;
nous avons donc utilisé comme marqueur de cellules T
lantigéne de membrane révélé par I'anticorps monoclonal
MSA4, appliqué aux cellules totale. La présence
d'immunoglobulines membranaires ne permet pas de caracté-
riser les lymphocytes B du lait et du colostrum sur populations
non purifiées de lymphocytes, d’autres cellules (épithéliales,
macrophages) ayant ce caractére.




Chezle porc comme chez’homme (RITCHIE, 1980 ; CRAGO,
1987 ; BERTOTTO, 1990), les lymphocytes T prédominent sur
les lymphocytes B en phase colostrale.

3.3. Polynucléaires

Nous observons un taux de polynucléaires en moyenne infé-
rieur & 10 %.

Des variations individuelles importantes peuvent étre obser-
vées ; une cytologie accidentellement tres élevée est toujours
de a un taux élevé de polynucléaires. D’autre part, ce taux
peut aussi varier en fonction du volume de prélévement, les
premiers jets étant toujours plus chargés en polynucléaires.
Weber et al notent des taux de polynucléaires allant de 60 a
90 % dans les sécrétions de truie, avec une cellularité globale
trés élevée (5 a 60.1 08 cellules par ml) ; ceci peut s’expliquer
par le volume de sécrétions collecté (1 ml). SCHOLLENBERG
(1986) et EVANS (1982) observent des taux de polynucléaires
supérieurs & 30 %.

Nous expliquons les variations dans les taux de polynucléaires
observés par le fait que le polynucléaire des sécrétions est une
cellule qui a résidé un certain temps dans l'alvéole, y a exercé
ses fonctions (OSKAGAROZ et al, 1988), est éliminée intacte
ou dégradée dans les sécrétions et se dégrade au cours des
opérations de préparation des cellules.

3.4. Monocytes et macrophages

Nos résultats sont en accord avec les conclusions d’EVANS et
de SCHOLLENBERG, qui notent le faible taux de monocytes
et de macrophages dans les sécrétions mammaires du porc,
par rapport a ce qui est observé dans d'autres espéces
(homme, rat, ruminants).

Les capacités de phagocytose du macrophage du lait de truie
sont faibles, mais augmentées aprés opsonisation (EVANS et
al, 1982) ; ces cellules peuvent intervenir dans la présentation
de l'antigéne.

3.5. Les cellules épithéliales libres des sécrétions

Les sécrétions mammaires du porc se caractérisent, par
rapport aux autres espéeces (HEAD et BEER, 1979 ; CONCHA
etal, 1978 ; DIAZ-JOUANEN et al, 1974), par un taux élevé de
cellules épithéliales. Les cellules épithéliales du colostrum
humain représentent moins de 0,5 % des cellules totales
(CRAGO, 1987), et sontcapables de division in vitro (TAYLOR-
PAPADIMITRIOU). Ces cellules épithéliales ont été décrites
chez le porc par EVANS (1982) et SCHOLLENBERG (1986),
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a des taux ne différant pas significativement de nos observa-
tions.

Nous établissons une différence entre cellules épithéliales du
colostrum : faible expression de composant sécrétoire, capa-
cités de division, peu de vacuoles, et cellules épithéliales du
lait: forte expression de composant sécréloire, pas de capa-
cités de division, vacuolisation.

L’évolution de leurs caractéristiques morphologiques et
membranaires au cours de linstallation de la sécrétion
mammaire, la capacité d’'une partie des cellules épithéliales
libres du colostrum a se diviser in vitro, indiquent que la
mamelle termine sa différentiation en fin de période colostrale
(divisions cellulaires et constitution des alvéoles, puis fonc-
tions de sécrétion totalement établies). L'expression de com-
posant sécrétoire, faible pour les cellules épithéliales du
colostrum, forte pour celles du lait, est bien en accord avec
cette différentiation.

CONCLUSION

Nos résultats montrent que dans la phase colostrale, le nom-
bre de lymphocytes T est élevé, et le nombre de cellules
épithéliales exprimant le composant sécrétoire faible ; cette
expression réduite du composant sécrétoire en phase colostrale
est en corrélation avec les résultats de PORTER (1973), qui
établissentque, alamise-bas, I'lg Adu colostrum estdépourvue
de composant sécrétoire. Danslelait, le nombre de lymphocytes
est significativement inférieur, et le nombre de cellules
épithéliales exprimant le composant sécrétoire trés élevé.

La phase colostrale correspond a un apport de lymphocytes,
majoritairement T, et d'immunoglobulines non sécrétoires a un
nouveau-né dont la barriére intestinale permet le passage des
macramolécules et, en partie, des cellules, vers le systéme
général.

En phase lactée, les sécrétions apportent localement des
Ig A sécrétoires, et des cellules épithéliales qui, par leur forte
expression de composant sécrétoire, peuvent étre impliquées
dans un transport cellulaire d’lg A sécrétoires, dans une
période ou la barriére intestinale ne permet plus le passage
des macromolécules.

On peut faire 'hypothése d’'une possible contribution des
lymphocytes T transmis par le colostrum a I'instaliation de
limmunité chezle jeune (immunité passive, éducationimmune
et maturation du systéme immunitaire, tolérance et allergie
alimentaire).
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