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Description Du sujet  
De recherche aborDé

Lorsqu’une bactérie pathogène pénè-

tre dans le pis de la vache, différents 

mécanismes inflammatoires et immu-

nitaires s’activent afin d’éradiquer 

l’agresseur de façon optimale. Cette 

réaction inflammatoire est appelée 

mammite. 

La mamelle bovine est protégée par 

des mécanismes de défense qui repo-

sent essentiellement sur l’activité de 

différentes cellules capables de migrer 

du sang vers la glande mammaire 

lorsqu’une infection se déclare.  Lors 

d’infection, si la première ligne de 

défense essentiellement représentée 

par le polymorphonucléaire neutro-

phile permet d’éliminer le pathogène, 

le recrutement de ces cellules s’arrête 

et le taux cellulaire du lait redescend 

alors progressivement (Burvenich et 

al., 1994). Par contre si la bactérie 

résiste, l’inflammation persiste et la 

migration cellulaire continue. Le taux 

cellulaire du lait est dès lors augmenté, 

ce qui engendre des pénalités finan-

cières aux producteurs. 

L’élévation persistante du taux cellu-

laire du lait provoque une diminution 

de la quantité et la qualité du lait pro-

duit. L’évolution chronique fréquente 

de la mammite à Staphylococcus 

aureus pose de sérieux problèmes éco-

nomiques à toute la filière laitière, mais 

concerne également la santé publi-

que. En effet, l’utilisation massive de 

l’antibiothérapie dans le traitement et 

le contrôle de la mammite augmente 

les risques d’introduire dans la chaîne 

alimentaire des souches résistantes à 

certains antibiotiques et de disperser 

des microorganismes zoonotiques via 

notamment les produits laitiers non 

pasteurisés (Bradley, 2002). 

Dès lors, afin d’identifier de nouvelles 

alternatives thérapeutiques, l’objectif 

de ce travail a été consacré à l’étude 

de mécanismes physiopathologiques 

pouvant expliquer la persistance de 

taux cellulaires élevés dans le lait. 

Dans la première étude, nous avons 

tenté de répondre à la question sui-

vante : la persistance d’un haut taux 

cellulaire dans le lait est-elle due, du 

moins en partie, à un déséquilibre 

local entre médiateurs pro- et anti-

inflammatoires ? Dans la deuxième 

étude, nous avons cherché à mieux 

préciser l’importance des lipoxines, 

molécules endogènes aux propriétés 

anti-inflammatoires uniques, dans le 

cadre de la résolution de la mammite. 

La cinétique d’apparition de média-

teurs pro- et anti-inflammatoires a été 

évaluée de façon concomitante à des 

paramètres systémiques et locaux, et 

ce de l’initiation à la résolution d’une 

infection aiguë. La troisième étude a 
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été consacrée à mieux caractériser le 

rôle de la prolactine (PRL) dans la 

réaction inflammatoire mammaire. La 

PRL est en effet fortement augmentée 

au moment du vêlage, période caracté-

risée par une forte incidence de mam-

mites cliniques sévères. Finalement, 

dans la dernière étude, nous avons 

cherché à évaluer le rôle que pouvait 

jouer un autre phénomène intervenant 

dans l’accumulation des neutrophiles 

au site inflammatoire, à savoir le délai 

de leur entrée en apoptose, définie 

comme une mort cellulaire program-

mée. Les questions que nous nous 

sommes posées étaient : 1) Les neu-

trophiles retrouvés dans le lait pré-

sentent-il un retard d’apoptose chez 

les vaches dont le taux cellulaire est 

élevé de façon persistante ? 2) Dans 

l’affirmative, est-il possible d’inverser 

ce mécanisme afin d’empêcher ces 

cellules de produire des médiateurs 

qui pourraient amplifier et perpétuer 

la cascade inflammatoire ?

résultats

Dans la première étude, nous avons 

émis l’hypothèse que l’inflammation 

chronique de la mamelle pouvait être 

associée à un rapport défavorable entre 

le leucotriène (LT) B
4
 et la lipoxine 

(LX) A
4
 et que la persistance de l’ac-

cumulation des neutrophiles pouvait 

être due à une augmentation de la syn-

thèse de LTB
4
 et/ou à un défaut de 

production de LXA
4
. En effet, alors 

que LTB
4
 est un puissant attracteur 

des neutrophiles, LXA
4
 s’oppose aux 

réponses induites par celui-ci en inhi-

bant la migration des neutrophiles 

vers le site inflammatoire. L’équilibre 

entre la formation des LT et des LX 

est donc critique pour les réponses 

cellulaires. Les concentrations en 

LTB
4
 et LXA

4
 ont été mesurées dans 

le lait de vaches saines et souffrant 

de mammite aiguë ou chronique. Le 

rapport individuel entre LXA
4
 et LTB

4
 

a été calculé dans les différents types 

de quartiers. Il ressort de cette étude 

que le taux de LTB
4
 était bas dans 

les quartiers sains, fortement élevé 

dans les quartiers atteints de mammite 

aiguë, et intermédiaire dans les quar-

tiers chroniques. Par contre, alors que 

les taux de LXA
4
 étaient significati-

vement augmentés dans la mammite 

aiguë, les quartiers sains et atteints de 

mammites chroniques présentaient des 

concentrations faibles. La moyenne 

des rapports LXA
4
:LTB

4
 individuels 

était donc significativement plus fai-

ble dans les quartiers chroniques que 

dans les quartiers sains et atteints de 

mammite aiguë. Ces résultats mon-

trent l’existence d’un déséquilibre 

entre les eicosanoïdes LXA
4
 et LTB

4
 

chez les vaches atteintes de mammites 

chroniques à cause des faibles concen-

trations en LXA
4
. Ces faibles taux de 

LXA
4
 pourraient participer à la per-

sistance de l’inflammation chez ces 

animaux. 

Le but de la deuxième étude était donc 

de mieux préciser l’importance de 

ce médiateur dans la résolution de la 

mammite bovine. La génération au 

cours du temps des eicosanoïdes PGE
2
, 

LTB
4
 et LXA

4
 a été analysée lors d’une 

réponse inflammatoire aiguë induite 

par l’inoculation intramammaire d’Es-

cherichia coli. Ce modèle expérimen-

tal infectieux présente l’intérêt de se 

résoudre spontanément. Un examen 

clinique approfondi et le dosage des 

médiateurs dans le sang et le lait de 

quartiers infectés ont été réalisés avant 

l’inoculation et par la suite à interval-

les réguliers de 3 à 144 heures. Dans le 

sang, l’évolution des trois eicosanoï-

des au cours du temps s’est montrée 

similaire, diminuant rapidement suite 

à l’inoculation d’E. coli. Par contre, le 

rapport individuel LXA
4
:LTB

4
 a aug-

menté simultanément à l’amélioration 

clinique, estimée notamment par la 

diminution de la température rectale. 

Dans le lait, le LTB
4
 a été le premier à 

augmenter et son pic de concentration, 

3 heures après l’inoculation, a précédé 

la valeur maximum du taux cellulaire 

du lait. Ensuite, PGE
2
 a augmenté et 

sa concentration a varié entre 3 et 18 

heures post-inoculation, pour finale-

ment diminuer graduellement. LXA
4
 a 

augmenté plus tardivement atteignant 

un pic de concentration 24 heures 

après l’inoculation. C’est à ce moment 

que le rapport individuel LXA
4
:LTB

4
 

atteignait une valeur maximale signi-

ficative. A partir de 24 heures post-

infection, une diminution graduelle 

du nombre de bactéries et du taux 

cellulaire a été observée jusque la fin 

de l’étude. Ces résultats montrent que 

les valeurs maximales des rapports 

individuels LXA
4
:LTB

4
 aussi bien du 

sang que du lait sont suivis respective-

ment d’une amélioration systémique 

et locale.

La troisième étude a été consacrée à 

déterminer l’influence que pourrait 

avoir la PRL sur la réaction inflam-

matoire mammaire. Grâce à l’utili-

sation d’une lignée de cellules épi-

théliales mammaires bovines, il a pu 

être démontré in vitro que la PRL était 

capable d’activer le facteur nucléaire 

κB (NF-κB), un facteur clé dans la 

réponse inflammatoire. La PRL a 

également permis d’augmenter l’ex-

pression de différents médiateurs de 

l’inflammation dépendant de NF-κB 

dans les cellules épithéliales mammai-

res bovines. Il ressort également de 

cette étude qu’une corrélation positive 

existe entre les concentrations en PRL 

mesurées dans le lait et le taux cellu-

laire d’un quartier. Par conséquent, 

la PRL agirait donc plutôt comme un 

facteur aux propriétés pro-inflamma-

toires dans les cellules épithéliales 

mammaires. 
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L’accumulation persistante de cellu-

les inflammatoires au site infectieux 

nécessite d’une part un afflux perma-

nent de neutrophiles, et d’autre part 

une augmentation de leur survie, défi-

nie comme un retard de leur entrée en 

apoptose, l’apoptose étant une mort 

cellulaire programmée. Cette der-

nière étude a donc été réalisée dans le 

but d’évaluer par des études in vitro 

l’éventuel retard d’apoptose de neu-

trophiles isolés de lait d’animaux pré-

sentant des taux cellulaires élevés de 

façon persistante. Un retard d’apop-

tose pourrait en effet permettre aux 

neutrophiles de sécréter des média-

teurs capables d’amplifier et perpétuer 

la réaction inflammatoire. Parmi les 

nombreux médiateurs inflammatoires 

capables de réguler la durée de vie des 

neutrophiles humains, le granulocyte/

macrophage-colony stimulating fac-

tor (GM-CSF) contribue largement à 

l’inhibition de l’apoptose des granulo-

cytes au site inflammatoire et pourrait 

dès lors participer à l’accumulation de 

ces cellules au site infectieux de nom-

breuses maladies. Dans un premier 

temps, nous avons testé si le GM-CSF 

était capable de retarder l’entrée en 

apoptose de neutrophiles bovins isolés 

de sang de vaches saines. Ces expé-

riences ont montré que ce médiateur 

retardait significativement l’apoptose 

des neutrophiles bovins. Dans ces cel-

lules, le GM-CSF activait le facteur 

de transcription STAT5 et provoquait 

l’augmentation de l’ARN messager 

de Bcl-x
L
, un membre anti-apoptoti-

que de la famille Bcl2. L’utilisation 

d’un inhibiteur, le tyrphostin AG-490, 

a empêché l’activation de STAT5 et 

la surexpression de Bcl-x
L
, suppri-

mant tout effet anti-apoptotique du 

GM-CSF. Dans un second temps, des 

neutrophiles ont été isolés du lait de 

vaches présentant une élévation per-

sistante du taux de cellules somati-

ques. Ces cellules ont présenté un 

retard d’apoptose en culture en com-

paraison de neutrophiles isolés de lait 

de quartiers sains et n’ont pas présenté 

de délai d’apoptose supplémentaire 

après traitement au GM-CSF. De plus, 

des complexes STAT5 actifs ont été 

détectés dans ces cellules. Dans un 

troisième temps, le tyrphostin a per-

mis de déclencher ex vivo l’apoptose 

des neutrophiles isolés de lait à haut 

taux cellulaire.

conclusions  
et perspectives

La guérison d’une vache souffrant 

d’une mammite d’origine bactérienne 

repose sur l’équilibre entre l’élimina-

tion de l’agent infectieux et la résolu-

tion de la réponse inflammatoire, étapes 

toutes deux indispensables au retour 

d’une composition normale du lait et 

d’un faible taux cellulaire. Le recrute-

ment rapide de neutrophiles en nombre 

suffisant vers la glande mammaire est 

un moyen primordial en début d’infec-

tion pour éliminer l’agent pathogène et 

permettre la résolution de la mammite. 

Suivant la virulence du pathogène impli-

qué et l’intensité de la réponse inflam-

matoire de l’hôte, le temps nécessaire à 

la diminution du taux cellulaire, une fois 

l’agent infectieux éliminé, est de quel-

ques jours, semaines, voire plus encore 

(Harmon, 1994). Cette observation 

montre qu’infection et inflammation, 

bien que liées lors de l’initiation de la 

réponse immune mammaire, finissent 

par se dissocier. De plus, les infections 

subcliniques et chroniques de la glande 

mammaire, et particulièrement celles à 

S. aureus, se caractérisent par une fluc-

tuation du SCC et de la réponse inflam-

matoire au cours du temps (Sears et al., 

1990 ; Riollet et al., 2001). Hormis la 

virulence du pathogène impliqué, quel-

les pourraient être les raisons expliquant 

la persistance de la réaction inflamma-

toire chez certaines vaches ?

La mammite chronique se caractérise 

par une accumulation persistante de cel-

lules dans le lait, le neutrophile étant 

le type prédominant, dont la principale 

conséquence est la diminution de la pro-

duction laitière. Les mécanismes de la 

résolution de l’inflammation permet-

tent, entre autres, de stopper la migra-

tion des neutrophiles et empêchent ainsi 

leurs effets néfastes et destructeurs sur 

les tissus qui se développent lorsque le 

phénomène persiste. Ces mécanismes 

primordiaux à la guérison ont été très 

peu étudiés dans le cadre de la mammite 

bovine. 

Il ressort de ce travail que la mammite 

chronique semble se caractériser par une 

activité neutrophilique permanente mais 

insuffisante pour éradiquer le germe 

infectieux. Cette activité neutrophilique 

serait due, notamment, à une viabilité 

accrue induite par des cytokines pro-

inflammatoires, comme par exemple 

le GM-CSF. Ce retard d’apoptose per-

mettrait ainsi aux neutrophiles d’exercer 

leur rôle de cellule immunorégulatrice 

en sécrétant diverses cytokines capa-

bles d’amplifier et perpétuer la réaction 

inflammatoire. Par ailleurs, la persis-

tance de l’inflammation dans la mam-

mite chronique pourrait être liée à des 

concentrations trop faibles en LX. Ces 

faibles niveaux pourraient dépendre de 

l’intensité de la réponse inflammatoire, 

trop faible dans la mammite chroni-

que que pour favoriser l’orientation de 

l’activité cellulaire vers la synthèse de 

LX (orientation vers une activité 15-

lipoxygénase). La mammite chronique 

se caractériserait par conséquent par une 

activité cellulaire orientée majoritaire-

ment vers la synthèse d’eicosanoïdes 

pro-inflammatoires, comme le LTB
4
 

(orientation vers une activité 5-lipoxy-

génase). 

Des études ultérieures devraient per-

mettre de clairement élucider les 
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mécanismes expliquant les faibles 

concentrations en LXA
4
 retrouvées 

dans le lait des quartiers chroniques et 

déterminer si l’administration d’analo-

gues stables de LXA
4
 présente un inté-

rêt thérapeutique dans le traitement 

de la mammite chronique bovine. Il 

reste encore à démontrer si l’orien-

tation de la réaction inflammatoire 

vers la synthèse de LX ne dépend pas 

directement de la virulence du germe 

pathogène et donc indirectement de 

l’intensité de la réponse inflammatoire 

qu’il suscite. La deuxième étude de 

ce travail a précisé que les améliora-

tions systémique et locale suivaient les 

rapports LXA
4
:LTB

4
 les plus élevés, 

suggérant un rôle clé pour LXA
4
 dans 

la résolution de la mammite. Il appa-

raît dès lors primordial de réaliser ce 

même genre d’étude dans un modèle 

d’inflammation subclinique à évolu-

tion chronique induite par une souche 

bien caractérisée de Staph. aureus. 

La plupart des gènes codant pour des 

protéines inflammatoires impliquées 

dans la migration et l’activation des 

neutrophiles dépendent en partie du 

facteur de transcription NF-κB pour 

leur activation (Pahl, 1999). Un grand 

nombre de bactéries peuvent directe-

ment activer NF-κB dans les cellules 

épithéliales et les macrophages, ce qui 

déclenche la réponse inflammatoire 

(Zhang et Ghosh, 2000). Les cellules 

épithéliales et les macrophages acti-

vés sécrètent alors des cytokines pro-

inflammatoires, telles que le TNF-α, 

potentiellement activatrices de NF-

κB dans les cellules présentes au site 

infectieux comme les neutrophiles 

(Sharma et al., 1998). Cette activité de 

NF-κB dans les neutrophiles provoque 

la libération de médiateurs, qui vont à 

leur tour amplifier la réaction inflam-

matoire. 

La troisième étude de ce travail a 

apporté des précisions sur le rôle que 

pourrait jouer la PRL dans la mam-

mite bovine. Il apparaît que la PRL 

bovine est capable d’activer NF-κB et 

provoque de façon dose-dépendante 

la surexpression de cytokines pro-

inflammatoires sous la dépendance de 

ce facteur de transcription dans une 

lignée de cellules épithéliales mam-

maires bovines. Les fortes concentra-

tions en PRL retrouvées dans le lait 

après la parturition pourrait dès lors 

expliquer, du moins partiellement, le 

caractère aigu de la réaction inflam-

matoire qui se développe particuliè-

rement à ce moment là. De plus, la 

corrélation positive qui existe entre la 

concentration en PRL mesurée dans le 

lait et le taux cellulaire d’un quartier 

pourrait participer au caractère pro-

inflammatoire associé à la persistance 

des neutrophiles dans les quartiers 

infectés. 

NF-κB est impliqué dans la physio-

pathologie de maladies inflammatoi-

res chroniques, telles que l’asthme, et 

son activité est maintenue à un niveau 

modéré ou élevé dans les bronches de 

chevaux poussifs au moins 21 jours 

après l’éviction de l’allergène de leur 

environnement (Bureau et al., 2000a). 

Ce maintien d’activité dépendrait de 

l’interaction entre les granulocytes et 

les cellules épithéliales bronchiques 

via la rétroaction de boucles autoac-

tivatrices dépendantes de l’IL-1β et 

du TNF-α. Cette activité ne s’arrête-

rait qu’après la mort des granulocytes 

(Bureau et al., 2000b). L’ensemble de 

ces observations suggère que ces neu-

trophiles actifs au site inflammatoire 

seraient capables d’entretenir l’in-

flammation via l’activation de NF-κB, 

et que son activité pourrait également 

se maintenir un certain temps dans la 

glande mammaire, même après l’éra-

dication du germe pathogène. Il peut 

être supposé aussi que seules la mort 

et la clairance des neutrophiles per-

mettraient de stopper les effets directs 

et indirects de ces cellules sur la 

réponse inflammatoire présente dans 

la mamelle. 

A l’avenir, la connaissance plus appro-

fondie des mécanismes d’interaction 

entre la bactérie et l’hôte ouvrira de 

nouvelles perspectives dans le déve-

loppement de stratégies immuno-

modulatrices nécessaires à la préven-

tion ou au traitement de la mammite 

bovine. Ainsi, suivant le germe patho-

gène impliqué, il serait utile de savoir 

si les neutrophiles sont hypo- ou 

hyper-fonctionnels, afin de déterminer 

s’il faudrait orienter leur activation et 

les faire vivre plus longtemps, ou a 

contrario s’il faudrait les faire mou-

rir et donc provoquer leur rentrée en 

apoptose. Dès lors, des agents capa-

bles de moduler le déclenchement de 

l’apoptose, par exemple en la retar-

dant au maximum en début d’infection 

et en l’accélérant en fin d’infection, 

pourraient jouer un rôle thérapeuti-

que dans la résolution de la mammite 

bovine. La quatrième étude a montré 

que l’apoptose des neutrophiles isolés 

d’un quartier présentant une élévation 

persistante du taux cellulaire pouvait 

être provoquée ex vivo. L’agent utilisé 

n’a pas accéléré l’entrée en apoptose 

des neutrophiles isolés du sang. Seule 

l’apoptose des neutrophiles présents 

au site inflammatoire a été influen-

cée, une observation en accord avec 

d’autres résultats indiquant que l’uti-

lisation in vivo de cet agent n’affecte 

pas la survie de cellules « saines » et 

ne bloque pas la fonction des cellules 

immunes (Burdelya et al., 2002). Il 

reste donc à déterminer si l’induction 

de l’apoptose des neutrophiles pré-

sents dans le lait d’animaux atteints 

de mammite avec élévation persistante 

du taux cellulaire pourrait présenter 

une application thérapeutique. Il reste 

également à évaluer les effets d’un tel 
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traitement in vivo sur les mécanismes 

de défenses de la glande mammaire, et 

à élucider comment serait influencée 

la virulence de l’agent infectieux. 

Il importe également de mieux 

déterminer le rôle joué par les 

lymphocytes T. Les cellules T sont 

apparemment de type suppresseur lors 

d’infection à Staph. aureus et pourrait 

expliquer, en partie, la persistance 

de ce type d’infection. Réorienter 

la réponse vers l’expression d’un 

phénotype cytotoxique pourrait dès 

lors se montrer efficace. l’utilisation 

des cellules dendritiques, puissantes 

cellules présentatrices d’antigènes 

aux lymphocytes T et initiatrices de 

la réponse immune, pourrait s’avérer 

être une approche intéressante. Il a 

été démontré que lors d’infection à 

Staph. aureus, la prolifération des 

lymphocytes de type cytotoxique 

était stoppée par des cellules de type 

suppresseur, mécanisme qui pourrait 

donc expliquer, du moins partiellement, 

la persistance des infections à Staph. 

aureus (Park et al., 1993). Différentes 

études murines et humaines (Mahnke et 

al., 2000 ; Steinman, 2001 ; Bonifaz et 

al., 2002 ; 2004) laissent à penser que 

l’inoculation de cellules dendritiques 

stimulées avec des antigènes bactériens 

puissants provoquerait une stimulation 

de la réponse lymphocytaire de type 

cytotoxique, s’opposant dès lors à la 

réponse suppressive apparemment 

observée dans les mammites à Staph. 

aureus. Un projet actuellement en 

cours dans notre laboratoire vise à 

transformer des monocytes sanguins 

bovins en cellules dendritiques pour 

ensuite les stimuler avec un antigène 

de Staph. aureus avant de les réinjecter 

à l’animal. 

Finalement, il importe que les futures 

recherches consacrées à l’étude 

des mécanismes intervenant dans 

l’interaction hôte-pathogène répondent 

aussi aux attentes du consommateur. 

L’approche vaccinale conserve dès lors 

tout son intérêt grâce à son approche 

préventive, chère aux yeux de toute la 

filière laitière et particulièrement aux 

élevages biologiques.  
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