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Description Du sujet De 
recherche aborDé

La mammite, inflammation de la 

glande mammaire, est la maladie la 

plus commune et la plus coûteuse dans 

l’industrie laitière (Bradley, 2002). En 

fonction des symptômes développés 

par la vache infectée, la gravité de 

la mammite peut se définir comme 

clinique (aiguë, suraiguë, chronique) ou 

subclinique. La mammite subclinique 

est une inflammation modérée 

mais persistante, ce qui engendre 

de nombreuses pertes économiques 

pour l’éleveur. Ces pertes incluent 

les coûts associés à la diminution de 

la production de lait, au lait rejeté 

dû à l’utilisation de traitements 

antibiotiques, aux frais vétérinaires, 

aux coûts de réforme prématurée et 

aux coûts de remplacement des vaches 

(DeGraves et Fetrow, 1993). Les 

bactéries pathogènes responsables de 

la mammite subclinique résistent aux 

défenses immunitaires de l’hôte et aux 

traitements antibiotiques (Sandholm 

et al., 1990). L’une des principales 

bactéries responsables de la mammite 

subclinique est Staphylococcus aureus 

(Sutra et Poutrel, 1994).

Les 2 raisons principales de la per-

sistance de la maladie semblent être, 

d’une part, le maintien d’une inflam-

mation (boucles auto-activatrices) qui 

engendre des effets destructeurs plu-

tôt que protecteurs et, d’autre part, 

la capacité qu’ont certaines bactéries 

à pénétrer à l’intérieur des cellules 

hôtes où elles se protègent des défen-
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ses immunitaires et de l’action des 

antibiotiques.

Chez l’homme ainsi que dans plu-

sieurs modèles animaux, il a été 

démontré qu’une molécule importante 

dans le maintien de l’inflammation 

(boucles auto-activatrices) est le fac-

teur nucléaire κB (NF-κB), un fac-

teur de transcription capable d’induire 

l’expression de nombreuses protéines 

inflammatoires (Hart et al., 1998 ; 

Bureau et al., 2000). Parmi celles-ci, 

l’IL-1β et le TNF-α, deux cytokines 

capables d’induire l’activation de 

NF-κB (Pahl, 1999) et, l’IL-8 et le 

GM-CSF, deux cytokines importantes 

pour le recrutement et l’activité des 

neutrophiles bovins (Baggiolini et al., 

1989 ; Brach et al., 1992).

Les mécanismes moléculaires respon-

sables de la pénétration et de la proli-

fération intracellulaire d’une bactérie 

à l’intérieur des cellules hôtes sont 

encore inconnus. Cependant, il a été 

démontré que la croissance extra- et 

intracellulaire de certaines bactéries, 

telles que S. aureus est augmentée en 

présence de cytokines pro-inflamma-

toires (Kanangat et al., 1999 ; Meduri 

et al., 1999 ; Kanangat et al., 2001). 

Ces cytokines sont entre autres le 

TNF-α et l’IL-1β dont l’expression 

dépend de l’activation de NF-κB.

NF-κB semble donc être une cible thé-

rapeutique intéressante pour améliorer 

ou soigner la mammite subclinique. 

Cependant, aucune étude réalisée à ce 

jour n’a permis de mettre en évidence 

le rôle de NF-κB dans la mammite 

et, il est indispensable de définir quel 

est ce rôle avant de mettre au point 

des nouvelles stratégies thérapeuti-

ques ciblant ce facteur. Au cours de 

ce présent travail, nous avons dès lors 

tenté de répondre aux questions sui-

vantes : (i) NF-κB joue-t-il un rôle au 

cours d’une inflammation de la glande 

mammaire chez la vache (1re étude) ; 

(ii) l’inhibition de NF-κB présente-t-

elle un potentiel thérapeutique dans le 

traitement des mammites à S. aureus 

(2e étude) ?

résultats

Afin de répondre à la première ques-

tion, nous avons étudié l’activation de 

NF-κB et l’expression de cytokines 

pro-inflammatoires (IL-8, GM-CSF) 

dans les cellules de lait sain, dans les 

cellules de lait issu de glandes attein-

tes de mammite aiguë et dans les cel-

lules de lait issu de glandes atteintes 

de mammite subclinique.

Des expériences de retard sur gel ont 

montré que l’activité de NF-κB était 

nulle dans les cellules du lait sain et, 

fortement augmentée dans les cellules 

de lait, issu de glandes atteintes de 

mammite aiguë. Dans les cellules du 

lait issu de glandes atteintes de mam-

mite chronique, l’activité de NF-κB 

variait de moyen à fort.

L’étude de l’expression des cytokines 

a montré que l’IL-8 et le GM-CSF 

n’étaient pas exprimés dans le lait sain 

mais bien dans le lait issu des glan-

des infectées. Le niveau d’expression 

était élevé dans le cas de lait prélevé 

sur des vaches atteintes de mammite 

aiguë et de moyen à fort dans le cas de 

lait, prélevé sur des vaches atteintes de 

mammite subclinique.

Afin de déterminer si NF-κB était en 

relation avec l’intensité de l’inflam-

mation, le niveau d’activité de NF-κB 

évalué dans les cellules du lait issu des 

glandes atteintes de mammite subcli-

nique a été corrélé au niveau d’ex-

pression de l’IL-8 et du GM-CSF. Les 

résultats ont montré que le niveau d’ac-

tivité de NF-κB était en relation avec 

le niveau d’expression de l’IL-8 et du 

GM-CSF. L’ensemble de ces résultats 

montre que NF-κB joue un rôle dans la 

pathogénèse de la mammite.

Afin de déterminer si l’inhibition de 

NF-κB présente un potentiel thérapeu-

tique dans le traitement des mammi-

tes à S. aureus, des inhibiteurs phar-

macologiques de NF-κB (15-dPGJ
2
 

et hélenaline) ont été testés dans des 

expériences in vitro et in vivo.

In vitro, nous avons tenté de détermi-

ner si l’inhibition de NF-κB pouvait 

réduire ou empêcher la pénétration et/

ou la prolifération de S. aureus à l’in-

térieur des cellules hôtes. Dans ce but, 

nous avons choisi d’utiliser, comme 

modèle d’investigation, d’une part, les 

cellules épithéliales mammaires bovi-

nes, les cellules MAC-T, et, d’autre 

part, une souche de S. aureus commer-

cialisée en tant que souche bovine. Les 

cellules MAC-T étaient d’abord trai-

tées par la 15-dPGJ
2
 pendant 60 min 

ou par l’hélenaline pendant 90 min. 

Puis, du TNF-α était ajouté à la culture 

cellulaire. Trente minutes après l’ajout 

de TNF-α, les cellules MAC-T étaient 

alors mises en présence d’une suspen-

sion de S. aureus pendant 1 h. Après 

un traitement à la gentamicine (1 h), 

les cellules étaient enfin récoltées puis 

lysées (par ajout d’eau stérile). Le 

lysat cellulaire obtenu était déposé sur 

un milieu de culture bactérien et les 

colonies ayant poussé étaient comp-

tées 24 h plus tard. Contrairement à 

nos attentes, l’inhibition des cellules 

MAC-T, via la 15-dPGJ
2
 ne diminuait 

ni la pénétration, ni la prolifération 

de S. aureus à l’intérieur des cellules 

hôtes. Par contre, l’ajout d’hélena-

line réduisait fortement la proliféra-

tion intracellulaire de S. aureus, et 

ce, que ce soit en conditions inflam-

matoires (MAC-T + TNF-α) ou non 

(MAC-T – TNF-α). Cette observation 

relative à l’hélenaline n’était pas liée 

à l’apoptose des cellules MAC-T, ni à 

un effet (inhibiteur) direct de la subs-

tance sur la croissance de S. aureus. 

Par conséquent, l’hélenaline agirait 
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par l’intermédiaire des mécanismes 

moléculaires de l’hôte. Cette étude in 

vitro suggère que l’hélenaline possède 

un intérêt potentiel dans la résolution 

d’une infection à S. aureus.

In vivo, nous avons tenté de détermi-

ner si l’inhibition de NF-κB pouvait 

réduire ou empêcher le développe-

ment d’une infection intramammaire 

à S. aureus. Dans ce but, nous avons 

choisi d’utiliser, comme modèle d’in-

vestigation, le modèle murin de mam-

mite, mis au point par Brouillette et 

collaborateurs (2004). Les substances 

inhibitrices de NF-κB (15-dPGJ
2
 et 

hélenaline) ont été administrées à 2 

reprises, par voie intra-péritonéale, 9 h 

et 3 h avant l’infection intramammaire. 

Puis, 12 h après l’infection, les glandes 

mammaires ont été récoltées et homo-

généisées. Les suspensions homogè-

nes ainsi obtenues étaient alors diluées 

puis, déposées (gouttes) sur un milieu 

de culture bactérien afin de déterminer 

le nombre de colonies. Contrairement 

à la 15-dPGJ
2
 qui n’empêchait pas le 

développement de l’infection, l’héle-

naline réduisait de manière significa-

tive la prolifération intra-mammaire 

de S. aureus. Ces résultats in vivo ont 

donc fourni des données supplémen-

taires pour émettre l’hypothèse que 

l’hélenaline a un potentiel thérapeuti-

que dans la résolution des mammites 

associées à S. aureus.

conclusions et 
perspectives

Au cours de ce travail de recherche, 

nous avons mis en évidence que NF-κB 

joue un rôle dans la pathogénèse de la 

mammite bovine et que l’hélenaline, 

substance pharmacologique connue 

pour inhiber NF-κB, réduit la 

prolifération de S. aureus.

Avant d’entamer ce présent travail 

de recherche, aucune étude ne s’était 

encore penchée sur l’activation 

de NF-κB dans les cellules de lait. 

Notre première étude était donc une 

approche originale afin d’étudier 

les mécanismes moléculaires de 

l’inflammation développés au cours de 

la mammite bovine. Une élévation de 

l’activité de NF-κB étant connue pour 

être en relation avec une augmentation 

de l’expression de nombreux gènes 

inflammatoires, tels que l’IL-8 et le 

GM-CSF, nos résultats relatifs à la 

première étude suggèrent que NF-κB 

joue un rôle dans la pathogénèse de la 

mammite.

Le rôle de NF-κB dans le 

développement d’une infection 

intramammaire à S. aureus ne peut 

cependant être précisé sur base des 

résultats obtenus au cours de la 2e 

étude. En effet, selon l’inhibiteur de 

NF-κB utilisé, les résultats étaient 

différents. La 15-dPGJ2, utilisée in 

vitro ou in vivo, ne diminuait pas la 

prolifération S. aureus. L’hélenaline 

utilisée in vitro ou in vivo, diminuait 

la prolifération S. aureus. Sur base de 

ces données, il est donc impossible 

d’aff irmer que NF-κB influence 

la pénétration et la prolifération 

intracellulaire de S. aureus dans les 

cellules hôtes. Cependant, il peut 

être suggéré que l’hélenaline possède 

un potentiel thérapeutique dans la 

résolution de la mammite à S. aureus.

L’hélenaline appartient à la famille 

des lactones sesquiterpenes (LS), 

molécules naturellement présentes 

dans les plantes et connues pour avoir 

des effets anti-inflammatoires (Lyss et 

al., 1997). En accord avec nos résultats, 

deux études antérieures ont démontré 

qu’un traitement anti-inflammatoire 

pouvait réduire les infections à 

S. aureus. Meduri et collaborateurs 

(2001) ont montré que le traitement 

de cellules (stimulées au LPS) par de 

la méthylprednisolone diminuait la 

survie et la réplication des bactéries 

intracellulaires, telle que S. aureus. 

Donnarumma et collaborateurs (2004) 

ont démontré que l’hormone stimulante 

α-melanocyte, exerçait des effets anti-

inflammatoires qui protègeait la peau 

contre les infections à S. aureus.

Afin de préciser le rôle de l’hélenaline 

dans la résolution d’une mammite 

à S. aureus, des expériences 

supplémentaires doivent être réalisées. 

Il serait intéressant, par exemple, (i) 

de déterminer si l’hélenaline est une 

substance qui persiste dans le lait 

après traitement et, si cette substance 

est toxique à court et long terme ; (ii) 

de répéter les expériences in vivo sur 

un modèle de mammite subclinique ; 

(iii) d’approfondir les mécanismes 

moléculaires qui permettent à 

l’hélenaline de réduire la prolifération 

intracellulaire de S. aureus . 

Plusieurs hypothèses peuvent, en 

effet, être suggérées pour tenter 

d’expliquer l’effet de l’hélenaline 

sur la prolifération de S. aureus. 

Premièrement, il a été démontré que les 

LS inhibent l’expression du TNF-α, de 

l’IL-1β (Hwang et al., 1996), de l’IL-6 

(Bork et al., 1997), de l’IL-12 (Kang 

et al., 2001), de l’IL-2, du GM-CSF, et 

de l’IFN-γ (Gertsch et al., 2003). Par 

conséquent, sachant que les cytokines 

pro-inflammatoires augmentent la 

croissance intracellulaire de S. aureus 

(Kanangat et al., 1999 ; Meduri et 

al., 1999 ; Kanangat et al., 2001), il 

peut être suggéré que l’hélenaline 

réduit la prolifération de S. aureus 

via une diminution de l’expression 

en cytokines. Deuxièmement, les 

LS inhibent la phosphorylation des 

protéines ERK 1 et ERK 2 (Hwang 

et al., 1996), deux membres de la 

famille des MAP kinases (mitogen-

activated protein kinase), dont 
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la phosphorylation est requise à 

l’internalisation de S. aureus (Ellington 

et al., 2001). Troisièmement, il est 

possible que l’inhibition de NF-κB 

altère l’expression de certaines 

protéines de l’hôte, indispensables à la 

réplication intracellulaire de S. aureus. 

D’autres études ont déjà démontré 

que l’inhibition de NF-κB pouvait 

améliorer une maladie infectieuse. 

Sheehan et collaborateurs (2002) ont 

démontré que l’amélioration de la 

survie de souris traitées aux LS et 

stimulées à l’endotoxine était corrélée 

à l’inhibition de NF-κB. De même, 

Liu et collaborateurs (1997 ; 1999) 

ont montré un effet thérapeutique de 

l’inhibition de NF-κB dans un modèle 

expérimental de septicité.

Afin de déterminer si NF-κB influence 

la pénétration et/ou la multiplication 

intracellulaire de S. aureus, il 

serait intéressant de tester d’autres 

inhibiteurs de NF-κB que l’hélenaline 

ou la 15-dPGJ2, qui donnent des 

résultats totalement opposés.

S. aureus est un des principaux 

germes responsables de la mammite 

subclinique et, par conséquent, 

engendre d’importantes pertes 

économiques. Les traitements 

antibiotiques actuels sont inefficaces et 

de nouvelles approches thérapeutiques 

sont nécessaires pour éradiquer ces 

infections. Nos résultats suggèrent que 

l’hélenaline peut être une substance 

d’intérêt dans le traitement des 

mammites induites par S. aureus.
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