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Avant-propos 

 Cette thèse a été financée par une bourse du Ministère de l’Enseignement Supérieur et 

de la Recherche. Elle s’est déroulée de 2009 à 2013 et s’est inscrite dans le cadre d’un projet 

de recherche (stratégie Non-AntiBiotique Anti-Bactéries pathogènes / projet NABAB) visant 

à explorer des capacités inhibitrices des écosystèmes naturels contre les contaminations à S. 

aureus en contexte laitier. Ce projet est financé par l’Agence Nationale de la Recherche 

(Programme ALIA). 

 Ce travail a été réalisé dans l’équipe « Bacterial Biodiversity and In Situ Interaction » 

(B2ISI) de l’UMR STLO (Science et Technologie du Lait et de l’Œuf), INRA-Agrocampus 

Ouest (Rennes, France). Les thématiques de recherche du STLO portent sur les composants 

du lait et de l’œuf et l’amélioration de la qualité et de la sécurité de la filière laitière et des 

ovoproduits. L’équipe B2ISI s’intéresse en particulier à la biodiversité et  aux interactions de 

deux espèces bactériennes (Staphylococcus aureus et Propionibacterium freudenreichii)  avec 

leur environnement dans le contexte laitier. 

 Ce projet de thèse a aussi bénéficié ou été à l’origine de collaborations nationales et 

internationales avec :  

 le laboratoire Interaction des Commensales et Probiotiques avec l’Hôte (MICALIS, 

Jouy-en-Josas, France) pour l’évaluation du potentiel immunomodulateur de souches 

de bactéries lactiques  

 Le laboratoire de Recherche Génomique des Hôpitaux Universitaires de Genève 

(Suisse), pour le séquençage de la souche S. aureus Newbould 305  

 Le CERELA, laboratoire de références des Bactéries Lactiques (Tucumán, Argentine), 

pour une partie de la caractérisation du potentiel probiotique des souches de bactéries 

lactiques (mobilité d’un mois que j’ai effectuée dans le cadre  d’un programme 

d’échange ECOS-SUD) 

 L’université fédérale du Minas Gerais (Belo Horizonte, Brésil), pour l’analyse 

bioinformatique du génome de Newbould 305. 
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Figure 1: Répartition des producteurs de lait de vache par région en 2011 (CNIEL 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Nombre de vaches laitières et leur rendement en France (Agreste/CNIEL 2013) 
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 En 2011, la production laitière mondiale a atteint les 727 millions de tonnes toutes 

espèces confondues (FAO/CNIEL, 2013). Par ordre d’importance, les laits de vache, de 

bufflonne, de chèvre et de brebis consistituent les productions majoritaires. En France, en 

2012, plus de 23 milliards de litres de lait de vache, 470 millions de litres de lait de chèvre et 

250 millions de litres de lait de brebis ont été collectés (CNIEL, 2013). Dans l’industrie 

laitière, cette matière première sert à la production de fromages (36.8 % de la collecte), de 

matières grasses laitières (18.7 %), de poudres de lait (13.8 %), de laits conditionnés (10.6 %), 

de yaourts et desserts lactés (7 %), de crèmes conditionnées (7.5 %) pour la majeure partie des 

transformations. Le reste sert à la réalisation de poudre de lactosérum, la préparation de 

caséines et de lait concentré (CNIEL, 2013). 

 En France, c’est un secteur économique majeur principalement pour le Grand-Ouest 

qui rassemble 42.9 % de la production nationale (figure 1). Depuis des années, les progrès 

techniques en élevage (alimentation, production, traite...) mais aussi la sélection génétique et 

l’amélioration des conduites d’élevage ont permis d’augmenter la productivité (figure 2). 

Cette sélection génétique basée essentiellement sur des critères de quantité ou de qualité de 

lait (teneur en matière grasse ou protéique) est corrélée négativement avec la reproduction 

(problème de fertilité) et la santé de l’animal (mammites, métrites...) (Thompson et al., 1984 ; 

Simianer et al., 1991 ; Funk et al., 1993 ; Akers et al., 2000 ; Detilleux et al., 2002 ; Rupp et 

Boichard, 2003 ; Pighetti et Elliott, 2011). Cette sensibilité des animaux aux différentes 

maladies engendre de lourdes pertes économiques pour les élevages. Les problèmes de 

reproduction, les mammites et les boiteries représentent les maladies les plus importantes en 

élevage bovin. Ces maladies engendrent  des pertes économiques élevées, du travail 

supplémentaire et une atteinte au bien-être animal (Delacroix et al., 2000 ; Fourichon et al., 

2001 ; Rushen et al., 2001). Les mammites représententt la première cause de consommation 

d’antibiotiques dans les élevages (Barkema et al., 2006). Halasa et al. ont estimé, en 2009, le 

coût annuel moyen des mammites à 4896
 
 euros pour un troupeau de 100 vaches laitières 

(Halasa et al., 2009). Par extrapolation, ceci représente près de  200 millions d’euros de pertes 

annuelles pour l’ensemble du cheptel français. Ce coût englobe les frais vétérinaires, les 

traitements, le surcroît de travail et un manque à gagner global (baisse de productivité des 

animaux et réforme anticipée…). Ces critères économiques associés à une demande sociétale 

croissante pour l’amélioration du bien-être animal et la diminution du recours aux 

antibiotiques (entre autres intrants) dans les productions agricoles justifient les efforts de 

recherche dédiés à la compréhension, la prévention et le traitement des mammites. 
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 Chez les bovins, trois germes sont principalement responsables des mammites 

bactériennes : Streptococcus uberis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La maitrise 

des mammites en élevage reste un enjeu sanitaire majeur. Malgré le nombre important 

d’études dédiées à cette maladie, aucune stratégie de lutte efficace n’a été mise au point.  

L’antibiothérapie reste la  solution principalement utilisée, mais son efficacité est toutefois 

limitée. Cependant, depuis 2009 et suites aux nouvelles directives mises en place par le « plan 

national de réduction des risques d’antibiorésistance en médecine vétérinaire » (Ministère de 

l’agriculture, de l’alimentation, de la pêche, de la ruralité et de l’aménagement du territoire), 

la réduction de l’utilisation d’antibiotiques en élevage et en agriculture est devenue une 

priorité . Ce plan national vise à une réduction de l’usage des antibiotiques de 25 % en 5 ans 

et une prolongation de ce plan a été mise en place en France, avec le plan d’action Ecoantibio 

2012-2017. Pour répondre à ce plan, la recherche scientifique développe de nouvelles 

stratégies de lutte, préventive ou curative, dans le but de réduire la consommation 

d’antibiotiques, consommation associée à des problèmes de sécurité sanitaire et surtout à 

l’émergence de germes résistants.   

 L’une des alternatives émergentes est la lutte biologique et en particulier l’utilisation 

de bactéries issues de l’écosystème mammaire  pour empêcher l’implantation ou le 

développement du pathogène. L’amélioration des connaissances sur les interactions entre le 

pathogène, les tissus de la glande mammaire et le microbiote endogène permettra d’envisager 

de nouvelles approches thérapeutiques. Ce projet de thèse vise i) à mieux connaitre la 

composition de la flore endogène de l’écosystème mammaire bovin, ii) et à caractériser la 

capacité de certaines composantes (bactérie lactique) à limiter la colonisation des cellules de 

La mammite : première cause de pertes économiques en élevage 

Les mammites constituent la première cause de pertes économiques pour les élevages 

de ruminants laitiers avec une facture qui s’élève àplusieurs millions d’euros par an 

(Rainard et Gilert, 2010). Le coût s’explique par  une baisse de la production de lait 

(Seegers et al., 2003), des problèmes de transformabilité de la matière première (Le 

Maréchal et al., 2011), la réforme prématurée des animaux atteints de mammites cliniques 

ou chroniques (Seegers et al., 2003), les coûts de traitements (produits et frais vétérinaires) 

(Barkema et al., 2006) et les pénalités financières sur la qualité du lait en fonction du 

comptage descellules somatiques (CS), sans compter la surcharge de travail pour 

l’exploitant. De nombreux problèmes sanitaires peuvent aussi en découler de la moindre 

qualité de la matière première. En effet, la présence de germes dans le lait suite à la traite 

d’animaux infectés peut entrainer une contamination tout au long de la filière laitière 

causant notamment des toxi-infections alimentaires (De Buyser et al., 2005). 
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la glande mammaire par S. aureus, un pathogène majeur responsable de mammite. 

L’introduction bibliographique qui suit présente le contexte du sujet et les connaissances 

actuelles sur les mammites à S. aureus et les traitements alternatifs. Au terme de cette 

introduction, la problématique ainsi que la stratégie seront présentées.
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Figure 3: Structure générale de la mammelle (d’après Sandholm et al., 1990) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Schéma de la glande mammaire saine (d’après Gayrard et al., 2000) 
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I. Généralités 

 La mammite est une inflammation de la glande mammaire qui est principalement 

causée par une infection d’origine bactérienne. Elle peut aussi être due à une infection 

d’origine virale, ou fongique ou encore résulter de changements physiologiques, d’un 

traumatisme ou d’une lésion (Oviedo-boyso et al., 2007). Cette inflammation intramammaire 

est caractérisée par de nombreuses modifications observables directement dans le lait. L’une 

de ces modifications est l’augmentation du nombre de cellules somatiques (CS) dans le lait. 

Ce taux de CS est retenu d’ailleurs aujourd’hui comme critère de la qualité  sanitaire du lait.. 

Ainsi, au niveau de l’exploitation agricole, un taux de CS inférieur à 250.000 cellules/mL 

correspond à une qualité sanitaire acceptable. A l’inverse, un taux supérieur à 250.000  

cellules/mL entrainera une diminution du prix du litre de lait (Tableau 1). 

Tableau 1 : Grille de paiement du lait de vache en Poitou-Charentes en 2013 (source : Centre 

régional interprofessionnel de l’économie laitière en Poitou-Charentes). 

 

 

 

II. La glande mammaire saine 

 La mamelle est une glande exocrine composée de quatre quartiers indépendants chez 

les bovins, située sur la face ventrale de l’animal. Les quartiers de droite et de gauche sont 

séparés par un ligament de suspension central composé de tissu élastique (figure 3). La 

morphologie de la mamelle est importante à prendre en compte puisque si le ligament médian 

est trop faible, cela aura pour conséquence une mamelle qui pend trop. Ceci entrainera des 

difficultés à la fois pour la traite et une exposition plus importante à des agents pathogènes 

due à la proximité des trayons avec le sol.  

 Le paremchyme mammaire possède deux lobes, eux-mêmes divisés en lobules formés 

d’acini ou d’alvéoles glandulaires. Chaque alvéole est constituée principalement d’une couche 

monocellulaire (lactocytes) qui est le lieu de synthèse du lait. Les lactocytes entourent la 

lumière alvéolaire et reposent sur un réseau de cellules myoépithéliales. Chaque alvéole 
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irrigue la citerne de la glande via des canaux galactophores (figure 4). La masse glandulaire 

épithéliale est une structure transitoire, elle ne se forme qu’au cours de la gestation, elle 

produit le lait pendant la période de lactation et elle disparait après le sevrage ou le 

tarissement.  

a. Les canaux galactophores 

 Les petits canaux galactophores qui drainent chaque alvéole se rejoignent pour former 

des canaux tertiaires. Ces derniers se rassemblent en canaux secondaires puis primaires qui 

aboutissent à la citerne de la glande. Des cellules myoépithéliales entourent l’épithélium des 

canaux et des alvéoles et se contractent sous l’action de l’ocytocine, provoquant l’éjection du 

lait. 

b. La citerne de la glande mammaire 

 Il existe une citerne de la glande par quartier. La citerne correspond à une dilatation 

des canaux galactophores en sinus et en poches. Chez la vache, le volume de la citerne est de 

400 à 500 mL, mais le volume est variable en fonction de la race. 

c. Les trayons 

 A la base de la citerne de la glande mammaire se trouve le trayon (ou pis) par lequel 

est éjecté le lait. Le trayon représente le premier contact ouvert entre le milieu extérieur et 

l’intérieur de la glande. Il constitue ainsi la première protection de la glande face aux agents 

pathogènes. Le trayon est séparé de la citerne par des plis annulaires de tissus, constituant une 

barrière contre une invasion par des agents  pathogènes (figure 5).  

d. La cellule épithéliale mammaire 

 La cellule épithéliale mammaire est une cellule sécrétrice constituant la plus petite 

unité des alvéoles ou acini. En lactation, les cellules épithéliales mammaires sont polarisées 

avec la face basale située du côté de la lumière alvéolaire. Ces cellules synthétisent les 

composants du lait par exocytose pour les globules gras et par pinocytose inverse pour les 

protéines et les sucres (Figure 6), mécanisme par lequel la cellule libère les molécules par 

fusions de véciules cellulaire avec la membrane plasmique libérant leur contenu dans le 

milieu extracellulaire. Ces composants rejoignent les canaux galactophores puis la citerne 

(Mather & Keenan, 1998 ; Bauman et al., 2006). 
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Figure 5 : Représentation d’une coupe longitudinale d’un trayon de la glande mammaire 

bovine  (d’après Frandson, 1986 ; Quinn 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation d’une cellule épithéliale mammaire sécrétrice et des voies 

principales de sécrétion des composants du lait  (Bauman et al., 2006 ; Mather et Keenan, 

1998). Les voies de sécrétion des goutellettes lipidiques cytoplasmique (A), la voie de sécrétion des 

micro-goutelettes lipidiques et du contenu des vésicules de sécrétion (C) voie de sécrétion de 

composants de lait. 
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III. Les protections naturelles de la glande mammaire 

a. Les défenses anatomiques 

 La glande mammaire est protégée par une variété de mécanismes de défense 

(Nickerson, 1987). Parmi eux, il existe une protection physique assurée par un sphincter 

musculaire qui assure l’étanchéité de l’entrée du canal du trayon. L’anatomie même du canal 

contribue à la protection : l’épithélium kératinisé permet de limiter l’attachement des bactéries 

pathogènes réduisant leur implantation et leur progression (Paulrud, 2005 ; Krömker et 

Friedrich, 2009 ). De plus, à la base de la glande entre la citerne du trayon et la citerne de la 

glande, la Rosette de Furstenberg est un  repliement muqueux enrichi en leucocytes qui 

participe grandement à la protection vis-à-vis du pathogène présent (Figure 5). Le trayon est 

le seul orifice entre le système interne de sécrétion et l’environnement et constitue donc la 

seule voie d’accès naturel possible pour les agents pathogènes (outre une lésion cutanée au 

niveau de la glande). Plusieurs défenses ou barrières existent pour limiter la pénétration des 

agents pathogènes. En dehors des barrières physiques, de nombreuses substances 

bactériostatiques (acides myristique, palmitoléique et linoléique...) et de nombreux facteurs 

solubles (lactoferrine, lysozyme, lactoperoxydase...)  assurent la première ligne de défense 

anti-bactérienne. 

b. Les défenses immunitaires 

 Outre les barrières physiques, l’immunité de l’hôte assure la seconde ligne de défense. 

Elle peut être divisée en deux types : immunité innée et acquise. Les défenses immunitaires 

sont assurées par des cellules produites par la moelle osseuse, les leucocytes (Tableau 2). 

Même en absence d’infection, celles-ci sont présentes dans la glande à des concentrations 

entre 50.000 à 200.000 cellules par millilitre de lait (Sordillo et al., 1997;Bradley et al., 2002). 

 L’immunité innée, ou non spécifique, est particulièrement importante lors d’une 

première exposition à un agent pathogène. Les réponses non spécifiques sont déjà présentes et 

rapidement activées au site d’infection. La réponse immunitaire innée est principalement 

médiée par les macrophages, neutrophiles, les « Natural Killer » ainsi que d’autres facteurs 

solubles. Si malgré cette immunité innée le pathogène n’est pas éliminé, l’immunité acquise 

(ou spécifique) sera induite. Ce type de réponse immunitaire reconnaît spécifiquement des 

déterminants antigéniques d’un pathogène afin de l’éliminer sélectivement. La réponse 



D. Bouchard, 2013 Chap I-B. Introduction bibliographique : Les mammites bovines 

 

 

 

31 

 

immunitaire acquise est principalement médiée par les anticorps (immunité humorale), les 

macrophages (cellules présentatrices d’antigènes ; CPA) et les cellules lymphocytaires 

(Rainard et Riollet, 2006) (Tableau 2). 

Tableau 2 : Liste des cellules du système immunitaire et de leurs principales fonctions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  La défense de la glande mammaire nécessite une action coordonnée et interactive des 

deux types de réponses immunitaires. Les macrophages sont les cellules dominantes dans le 

lait sain (Rémy et al., Guides France Agricole, 2010 ; Le Loir et Gautier., 2010). Leur rôle est 

de détecter les flores indésirables et de recruter les neutrophiles du sang vers la glande 

mammaire via la libération de cytokines (Paape et al., 2002,2003) (tableau 2). Lors d’une 

infection, la proportion de macrophages diminue mais assure le rôle de présentation 

d’antigènes. Les neutrophiles sont donc activement transférés du sang vers la citerne dès le 
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début de l’inflammation et ils représentent jusqu’à 90 % des cellules somatiques lors d’une 

mammite (Paape et Wergin, 1977 ; Paape et al., 2000). Si les pathogènes persistent, les 

lymphocytes B et T seront également recrutés. Les lymphocytes B assurent la synthèse 

d’anticorps (immunité humorale). Les lymphocytes T assurent une immunité cellulaire. Les 

lymphocytes T4 (LT4, ou « helper ») sont  activés via les CPA et orientent la réponse vers une 

immunité humorale ou cellulaire. Les LT8, cellules cytotoxiques, assurent l’immunité 

cellulaire proprement dite (Oviedo-Boyso et al., 2007; Rainard et Riollet, 2006 ; Sordillo et 

Streicher, 2002). Les principaux effecteurs solubles du système immunitaire sont les anticorps 

produits par les lymphocytes B dont quatre classes participent à l’immunité mammaire, les 

IgG1/2, les IgA et les IgM (Oviedo-Boyso et al., 2007 ; Rainard et Riollet, 2006). 

c. L’immunité des cellules épithéliales 

 La détection du pathogène ainsi que la réponse inflammatoire initiale sont cruciales 

pour le recrutement des  neutrophiles (Rainard et Riollet, 2006). Certaines cellules du système 

immunitaire peuvent résider dans la glande mammaire et participer au recrutement des 

neutrophiles, cependant, d’autres lignées cellulaires participent à ce phénomène comme les 

CEM. En effet, le tissu mammaire bovin a montré une capacité à exprimer des ARNm des 

récepteurs membranaires TLR2, 4 et 9, impliqués dans l’interaction avec les bactéries, ainsi 

que leur surexpression durant une infection intramammaire (Rainard et Riollet, 2006 ; 

Goldammer et al., 2004 ; Strandberg et al., 2004). Les TLR sont des récepteurs cellulaires 

permettant la reconnaissances des « pathogen-associated microbia pattern ». La stimulation 

des TLR par les PAMPs est à l'origine d'une cascade d'activation moléculaire intracellulaire 

incluant des molécules comme MyD88 et le groupe des "IL1-R-associated serine kinase" 

(IRAK) (Medzhitov R, 1997). Cette cascade conduit à l'activation du facteur de transcription 

NF-kB qui est une plaque tournante intra-cellulaire responsable de la sécrétion de cytokines 

inflammatoires (IL-1 et IL-12) et directement effectrices comme le TNF alpha aboutissant à la 

régulation de la réponse immunitaire adaptative. Les cellules épithéliales mammaires peuvent 

ainsi réagir en synthétisant des cytokines proinflammatoires telles que l’IL6, l’IL8 et le TNF-

α permettant le recrutement des cellules spécialisées (Rainard et al., 2003 ; 2005, Paape et al., 

1977 ; 1981 ; 2000). Ces résultats ont été obtenus à partir de cellules primaires ou de lignées 

immortalisées (MAC-T) qui ont toutes deux montré des capacités de sécrétion. Par 

conséquent, les cellules du tissu mammaire participent grandement et sont de plus en plus 

étudiées pour leur capacité à détecter les pathogènes et à induire le recrutement de cellules 
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immunitaires spécialisées (Hyunh et al., 1991 ; Boudjellab et al., 2000 ; Bannerman et al., 

2004 ; Riollet et al., 2000 ; 2001). Cependant, certaines études ont montré des différences in 

vitro entre des lignées primaires ou immortalisées, soulignant les limites de l’utilisation des 

lignées de cellules comme les MAC-T dans l’étude de la réponse immunitaire (Wellnitz et al., 

2004). 

IV. Le processus infectieux 

Le processus infectieux au cours d’une mammite d’origine bactérienne n’est pas 

totalement élucidé. Cependant, l’ensemble des données in vitro (lignées cellulaires, explant, 

culture primaire) ou in vivo (infections intramammaires) permettent de dessiner un schéma 

d’infection cohérent.  Les mammites d’origine bactérienne se caractérisent par trois étapes 

successives : la contamination de la mamelle, l’invasion cellulaire et l’inflammation 

(Oviodeo-Boyso et al., 2007). La première étape est la contamination du trayon par le 

pathogène. Une fois le canal du trayon contaminé, les bactéries peuvent atteindre la lumière 

de la citerne, se multiplier puis envahir le tissu mammaire (Le Loir et Gautier, 2010). La 

réaction inflammatoire et immunitaire qui est induite par l’invasion de la glande mammaire 

permet le recrutement en très grand nombre de polynucléaires neutrophiles et d’autres 

leucocytes (monocytes et lymphocytes) (Rainard et Riollet, 2006). Le cycle infectieux sera 

décrit en détail dans le paragraphe relatif aux mammites staphylococciques, car celui-ci peut 

se dérouler différemment en fonction du pathogène impliqué. 

V. Le développement des mammites et leur typologie 

 

 

 

 

Lors du développement de l’infection, beaucoup de facteurs peuvent influencer 

l’orientation de la mammite. En effet, les facteurs génétiques, physiologiques et 

environnementaux influencent grandement la résistance ou la sensibilité aux infections 

intramammaires et orientent donc leur sévérité (Sordillo et al., 2005). Une fois l’infection en 

De la mammite subclinique à une chronicité de l’infection 

La mammite subclinique est caractérisée par l’absence de symptômes visibles. Les 

mammites subcliniques notamment celles à  Staphylococcus aureus peuvent évoluer vers 

une mammite chronique, à savoir, une infection persistante ou latente qui peut resurgir à 

l’état clinique en fonction du temps et de l’environnement. Chez les bovins, 80 % des 

infections persistent pendant la lactation en cours, voire pendant le tarissement (Rainard et 

Poutrel, 1982). 
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place et l’inflammation déclenchée, le taux de cellules somatiques présentes dans le lait 

permet de révéler la présence d’une mammite. Chez les bovins, un taux de cellules excèdant 

250.000 cellules/mL est considéré comme révélateur de mammite. Les symptômes associés à 

l’inflammation permettent de classer les mammites selon les modifications observables au 

niveau de la mamelle (chaleur, douleur, rougeur, gonflement) ainsi que la composition du lait 

(grumeaux, couleur, taux de CS) (Oviedo-Boyso et al., 2007). Ces modifications définissent, 

le degré de sévérité : mammites subclinique, chronique, clinique subaigüe, clinique aigüe, 

clinique suraigüe et gangréneuse (tableau 3).  

Tableau  3 : Caractéristiques des différents types de mammites bovines.  

 

 

 

 

 

 

 

VI. Etiologie des mammites bovines 

L’incidence et la prévalence des pathogènes impliqués dans les mammites sont différentes 

chez les bovins et chez les ovins-caprins. Il existe une multitude de microorganismes 

responsables de mammites, notamment chez les bovins. Les microorganismes causant des 

mammites peuvent être classés en trois grandes catégories : les pathogènes majeurs 

(contagieux et environnementaux), les pathogènes mineurs et les pathogènes occasionnels.  

Tableau 4 : Comparasion de l’étiologie des mammaites bovines en France et en Grande-

Bretagne (d’après Bidaud et al., Intervet, 2007). SCN : staphylocoques à coagulase négative 

 

Type de mammite CCS Bactéries Symtômes locaux Symptômes généraux

gangréneuse ↑↑ "+"

La glande mammaire devient rouge puis bleue et enfin 

noire ce qui est du à un œdème sous-cutané, est chaude 

puis froide, thrombose de la veine abdominale, 

agalaxie

Dévelopement rapide, diahrée, difficultés pour 

se déplacer, difficultés respiratoires, 

déshydratation, forte fièvre, anorexie

clinique suraiguë ↑↑ "+"
La glande mammaire est gonflée, rouge, chaude et 

douloureuse, le lait sort difficilement

Forte fièvre, pouls rapide, dépression, 

faiblesse, perte d'appétit, perte de poids rapide

clinique aiguë ↑ "+"
Gonflement de la mamelle, chute de la production 

laitière
Fièvre, dépression, faiblesse, perte d'appétit

clinique subaiguë ↑ "+"

La glande mammaire est légèrement chaude ou 

sensible, il peut y avoir un gonflement du quartier 

infecté et des grumeaux dans les premiers jets

Bon état général

chronique ↑ "+"
Quartier déséquilibré, présence de grumeaux, abscès, 

tissus cicatriciels
Bon état général

subclinique ↑ "+" Bon état général Bon état général
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a. Les pathogènes majeurs 

Au sein de la famille des pathogènes majeurs impliqués dans les mammites bovines, 

on distingue les mammites contagieuses (réservoir mammaire) des mammites 

environnementales (réservoir environnemental : litière, sol…).  

Les pathogènes contagieux sont essentiellement des bactéries capables de survivre et 

proliférer au niveau de la peau, des trayons et des pis. Ces pathogènes peuvent se transmettre 

à d’autres quartiers et d’autres animaux, les principaux représentants de cette catégorie sont S. 

aureus, Streptococcus agalactiae et Streptococcus uberis (Oviodo-Boyso et al., 2007, Bidaud 

et al., 2007, Bradley et al., 2007) (tableau 4). 

Les pathogènes environnementaux sont présents dans l’environnement de l’animal (S. 

uberis est à la fois un pathogène avec un réservoir environnemental et mammaire) (Oviodo-

Boyso et al., 2007). Ces pathogènes sont considérés comme opportunistes. Ils pénètrent la 

glande via le canal du trayon et induisent une inflammation mais sont souvent vite éliminés. 

De nombreux microorganismes peuvent être considérés comme pathogènes 

environnementaux mais les principaux représentants sont Streptococcus uberis et Escherichia 

coli (Bradley et al., 2002). 

b. Les pathogènes mineurs 

Ceux-ci se distinguent des pathogènes majeurs par la prévalence et par l’incidence des 

mammites qu’ils induisent. Ils causent généralement peu de problèmes et sont 

majoritairement des bactéries commensales de la peau et des poils. Cette catégorie regroupe 

l’ensemble des Staphylocoques à Coagulase Négative (SCN), et plus fréquemment 

Staphylococcus chromogenes et Staphylococcus heparis (Pyorala et Taponen, 2009  ; 

Almeida et Oliver, 2001). On peut également retrouver Pseudomonas sp., Corynebacterium 

bovis, etc… (Khan et Khan, 2006). Ces pathogènes ne causent généralement pas de mammites 

cliniques.  

c. Les pathogènes occasionnels 

La majorité des cas de mammites résultent d’une infection bactérienne impliquant les 

espèces citées ci-dessus. Cependant de nombreux autres microorganismes peuvent pénétrer la 

glande mammaire et déclencher une inflammation et donc une mammite. Parmi ces 
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pathogènes occasionnels se retrouvent des bactéries mais aussi des virus et certaines levures. 

Les pathogènes occasionnels les mieux identifiés sont les mycoplasmes, qui peuvent 

engendrer des mammites cliniques ou subcliniques (González et Wilson, 2003 ; Fox L.K., 

2009 ; 2012). 

VII. Bilan 

La glande mammaire d’une vache laitière hautement productrice (Prim’ Holstein par 

exemple) produit de manière quotidienne l’équivalent de 10 % du poids de l’animal en lait. Le 

choix de l’alimentation, la sélection génétique et les nouvelles pratiques de conduites 

d’élevages impactent, bien sûr, la production et la qualité du lait, mais on observe à l’inverse 

un effet négatif quant à la susceptibilité de ces animaux aux infections bactériennes, 

notamment intramammaires. Par conséquent, les mammites, qui représentent la maladie 

bovine la plus fréquente et la plus coûteuse, constituent un enjeu majeur pour la filière laitière. 

S. aureus  est un pathogène majeur causant d’énormes problèmes en élevage en raison de son 

caractère contagieux (transmission aux machines à traire et aux animaux, persistance 

intrammaire, résistance aux antibiotiques…). Depuis de nombreuses années, la recherche 

scientifique s’intéresse aux interactions entre S. aureus et la glande mammaire afin de 

déterminer les étapes du processus infectieux, de connaitre les déterminants du pathogène et 

de l’hôte associés à différentes sévérités afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Dans la suite de ce manuscrit, nous aborderons l’étude du pathosystème mammite (figure 

7). Dans un premier temps, nous définirons les caractéristiques du pathogène et les 

déterminants de virulence. Dans un second temps, nous ferons un bilan des connaissances sur 

les facteurs de l’hôte et l’immunité contre S. aureus. Enfin, nous ferons un état de l’art sur le 

troisième acteur de ce pathosystème, à savoir le microbiote. L’étude des communautés 

microbiennes de la glande mammaire prend de l’importance du fait des nouvelles perspectives 

d’application dans la prévention et le traitement des mammites offertes par l’utilisation de 

certains de ces composants comme probiotique mammaire. 
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Figure 7 : Le pathosystème mammite, trois acteurs majeurs aux interactions encore mal connues (d’après Le Maréchal C, 2010)
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I. Staphylococcus aureus 

 Parmi les nombreuses espèces et sous-espèces de staphylocoques, seules dix-huit 

espèces ont été retrouvées chez l’homme dont certaines sont associées à des infections. La 

majorité des espèces n’est retrouvée que chez l’animal. Les espèces de staphylocoques sont 

généralement classées en deux groupes sur la base de leur capacité à produire une coagulase 

libre. Les staphylocoques à coagulase positive incluent les espèces généralement considérées 

comme pathogènes et les SCN regroupent des espèces réputés moins dangereuses voire des 

espèces utilisées en fermentation alimentaire, telles que Staphylococcus xylosus ou 

Staphylococcus carnosus.  

 S. aureus communément appelé le staphylocoque doré, est commensal de la peau et 

des muqueuses de l’Homme et des animaux à sang chaud. Par sa présence quasi-permanente 

au contact de l’hôte, S. aureus est donc aux premières loges pour provoquer des infections 

opportunistes allant de superficielles (par exemple, impetigo, furoncle) (Tan et al., 1998 ; 

Frazee et al., 2005 ; Yamasaki et al., 2005) à profondes (ostéomyélite, endocardite) (Davis, 

2005 ; Murray, 2005) ou généralisées (septicémie) (Lowy, 1998). Ce large panel d’infections  

est la résultante d’un équipement riche, sophistiqué et très variable en termes de facteurs de 

virulence. 

a. Généralités 

 Du point de vue taxonomique, le genre Staphylococcus sp. appartient au phylum des 

Firmicutes, à la classe des Bacilli et à l’ordre des Bacillales. Les membres du genre 

Staphylococcus sp. possèdent un contenu en G+C compris entre 30 et 39 %, une paroi 

insensible à l’action du lysozyme contenant des acides teichoïques et un peptidoglycane 

caractérisé par la présence de ponts penta-glycines. Les staphylocoques sont des coques à 

Gram+, immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le plus souvent, en amas plans de 

plusieurs éléments (en grec staphylo signifie grappe de raisin). Les cellules ont un diamètre 

moyen de 0,8 à 1 µm. La grande majorité des souches de S. aureus possède une capsule mais 

certaines souches peuvent perdre ce caractère après culture. S. aureus présente une bonne 

croissance sur les milieux de laboratoires usuels en 18 à 24 h à 37 °C, sous agitation. Les 

colonies de S. aureus sont lisses, rondes, d’un diamètre de 1 à 3 mm, arrondies, bombées, 

opaques, parfois colorées (pigment jaune à jaune-orange). Leur capacité de croissance en 

présence et absence d’oxygène atteste de leur métabolisme aéro-anaérobie facultatif. S. aureus 
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est halotolérant (croissance sur des milieux à 7% NaCl voire au-delà) et ce caractère est utilisé 

pour son isolement et l’élaboration de milieux sélectifs (milieu Chapman). 

b. Variabilité génomique 

 Parmi les souches de S. aureus isolées de cas cliniques humains, vétérinaires ou 

alimentaires, on distingue une très grande variabilité de leurs facteurs de virulence et du 

pouvoir pathogène associé. En effet, les souches de S. aureus peuvent présenter un 

équipement génétique très variable incluant des déterminants géniques de résistance aux 

antibiotiques et divers facteurs de virulence acquis par transfert horizontal. A l’heure actuelle, 

164 séquences de S. aureus sont disponibles correspondant essentiellement à des souches 

d’origine humaine, le plus souvent résistantes à la méticilline, nosocomiales ou 

communautaires (Genomes Onlines Database, GOLD). Parmi les souches d’origine animale 

séquencées se trouvent deux souches d’origine bovine, RF122 (renommée ET3-1) et 

Newbould 305, cette dernière ayant été séquencée durant cette thèse (Herron-Olson et al., 

2007 ; Bouchard et al., 2012). Le développement des méthodes de séquençage à haut débit a 

permis de caractériser la diversité intra-spécifique chez S. aureus. Celle-ci s’organise autour 

d’un ensemble de séquences très conservées au sein de l’espèce appelé le « génome coeur ». 

Ce noyau conservé est interrompu par des séquences dites variables composant le génome 

accessoire qui comprend entre autres les éléments génétiques mobiles (plasmides, phages, 

îlots génomiques, îlots de pathogénicité…) (Chiapello et al., 2005). L’ensemble du « génome 

coeur » et des régions variables constitue le « pangénome » d’une espèce bactérienne.  

 L’analyse génomique de cinq souches représentatives de l’espèce S. aureus (Mu50, 

MW2, COL, RF122, MRSA) révèle que le génome central représente en moyenne 84 % du 

génome et, au sein de ce génome central, les séquences nucléotidiques présentent 98 % 

d’identité. Toutes les souches séquencées de S. aureus contiennent un seul chromosome dont 

la taille varie de 2,7 à 2,9 Mb (Gautier et Le Loir, 2010). Si la variabilité nucléotidique est 

faible, la variabilité génomique est importante. Elle est associée à la présence d’éléments 

génétiques mobiles (=EGM), très souvent porteurs de resistances aux antibiotiques et autres 

facteurs de virulence apportant un avantage sélectif à la population bactérienne (Novick et al., 

2003 ; Fitzgerald et al., 2003). Cette plasticité génomiqu chez S. aureus est à mettre en 

relation avec une adaptation à l’hôte (Ben Zakour et al., 2008). 
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c. Adaptation à l’hôte 

 S. aureus est une espèce plastique au niveau génomique. Elle tire de cette plasticité (ou 

variabilité génomique) son extraordinaire adaptabilité à divers environnements et à différents 

hôtes, ses capacités d’échappement aux défenses de l’hôte et sa capacité de résistance aux 

antibiotiques. Un grand nombre de facteurs de virulence ont été identifiés dans le génome de 

S. aureus permettant à cette espèce de provoquer des infections d’intensité et de symptômes 

très variés. Parmi les souches de S. aureus isolées, des études ont révélé que les 

caractéristiques phénotypiques varient en fonction de l’hôte d’origine. Ainsi, six biotypes ont 

été identifiés : humain, -hémolytique humain, bovin, ovin-caprin, aviaire-abattoir et non 

spécifique d’hôte (Devriese, 1984 ; Isigidi et al., 1990 ; Shimizu et al., 1991 ; Peton et Le 

Loir, 2013). Cette séparation des souches en six biotypes a par la suite été confirmée par 

l’identification de pulsotypes différents associés à chaque biotype (Hennekinne et al., 2003). 

Plus récemment, l’utilisation de la technique de Multi Locus Sequence Typing (=MLST) a 

révélé la prédominance de certains complexes clonaux en fonction de l’hôte. Par exemple, au 

sein des isolats associés au bétail, un faible nombre de clones a été identifié (Fitzgerald et al., 

1997 ; Mc Carthy et al., 2009 ; Sakwinska et al., 2011). Les isolats issus de mammites 

bovines  appartiennent à cinq complexes clonaux dont un, le Complex Clonal 705, spécifique 

à l’hôte bovin. 

 

Le transfert horizontal chez les bactéries 

 

A l’inverse du transfert dit vertical (transmission de la cellule mère à la cellule fille au 

cours de la réplication) on distingue les évènements de transfert horizontal permettant 

l’acquisition de séquences exogènes même entre espèces ou souches différentes. Chez les 

bactéries, on peut citer trois mécanismes majoritairement impliqués dans les phénomènes 

de transfert horizontal. 

 La transformation nécessite que la bactérie impliquée soit naturellement compétente, ce 
qui lui permet d’assimiler des fragments d’ADN exogènes nus présents dans leur 

environnement. Ceci n’a jamais été démontré chez S. aureus. 

 La conjugaison nécessite que la souche soit porteuse d’un élément plasmidique ou 

intégré dans le chromose dit « conjugatif ». La souche est alors dite conjugative, et 

peut, par contact direct entre bactérie donneuse et receveuse échanger des fragments 

d’acides nucleiques (plasmide ou chromosomique) (Stout and Iandolo, 1990). 

 La transduction fait intervenir les bactériophages. C’est le mode majeur de transfert 
chez S. aureus. L’insertion sous forme de prophage dans le génome bactérien permet 

l’apport de facteurs de virulence à la bactérie hôte, participant ainsi au degré de 

virulence différent entre les souches (Novick, 2003).  
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 Guinane et al. (2010) ont montré par comparaison génomique que les souches 

associées aux ruminants sont issues d’une transmission de l’humain à l’animal, donnant 

naissance à des clones spécifiques aux ruminants par évolution adaptative (Guinane et al., 

2010).  L’obtention récente des séquences de souches isolées de ruminants (bovins et ovins) 

contribue grandement à clarifier les phénomènes d’adaptation à l’hôte (Bouchard et al., 2012 ; 

Le Maréchal et al., 2010 ; Herron-Olson et al., 2007). Ces analyses ont permis l’identification 

de séquences encore inconnues chez les souches humaines et portées, notamment, par des 

EGM (Herron-Olson et al., 2007). Parmi ces critères spécifiques d’hôtes présents sur les 

EGM, l’α-hémolysine et LukM/F’-PV sont majoritairement portés par des souches associées à 

des mammites gangréneuses (Le Maréchal et al., 2010 ; Rainard et al., 2003). La leucotoxine 

de Penton-Valentine (=PVL) est un autre facteur de virulence d’origine phagique. Cette 

toxine est faiblement active sur les neutrophiles bovins alors que Luk M/F’ est faiblement 

active sur les polynucléaires humains (Prévost et al., 1998). Par conséquent, au niveau 

génomique, il n’est pas étonnant de retrouver le gène codant pour la PVL dans le génome des 

souches humaines, alors qu’il est absent des souches de ruminants et inversement concernant 

Luk M/F’ (Bouchard et al., 2012 ; Le Maréchal et al., 2010 ; Herron-Olson et al., 2007) 

(tableau 5).   

 De nombreux autres facteurs peuvent refléter cette adaptation  ou co-évolution entre 

l’hôte et le pathogène. Parmi eux, nous pouvons citer des gènes ou allèles phagiques comme 

« l’immune evasion complex » (=IEC, portant les gènes scn, chp, sak et sea) mais aussi le 

« staphylococcal complement inhibitor » (=SCIN) et le « chemotaxis inhibitory protein » of S. 

aureus (=CHIPS)  majoritairement associé à l’hôte humain (Van Wamel et al., 2006 ; 

Rooijakkers et al., 2005 ; Collen et al., 1993). A l’inverse d’autres facteurs, comme  

l’adhésine codée par le gène bap, sont spécifiques des souches isolées de mammites (Le Loir 

et al., 2003 ; Smyth et al., 2005 ; Cucarella et al., 2004 ; Van Wamel et al., 2006) (tableau 5). 

De même, la majorité des souches isolées de mammites bovines sont productrices de 

sphingomyélinase alors que seule une minorité de souches isolés de septicémies ou de portage 

nasal sont positives à la β-toxine (Aarestrup et al., 1999). Ces observations reflètent 

l’adaptation évolutive du pathogène face à une pression sélective présente dans un 

environnement donné (Goerke et al., 2009 ; Fraunholz et Sinha, 2012). 
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Tableau 5 : Exemples de caractères spécifiques à l’hôte et de leurs déterminants génétiques (d’après Peton et Le Loir, 2013) 
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II. Problèmes sanitaires 

 S. aureus est une bactérie commensale et pathogène de l’Homme et des animaux, 

provoquant un large spectre d’infections. Chez l’homme, les  pathologies associées à S. 

aureus, vont des infections suppuratives ou toxiniques à de graves bactériémies. Parmi les 

pathologies toxiniques liées à S. aureus, on peut citer le syndrome de choc toxique 

staphylococcique lié à l’action de toxines appartenant à la famille des supertantigènes 

staphylococciques. S. aureus est aussi associé aux toxi-infections alimentaires collectives 

(TIAC) en raison de sa persistence dans les produits alimentaires et de  sa capacité à sécréter 

des toxines (entérotoxines) (Le Loir et al., 2003). S. aureus appartient aussi aux bactéries 

majoritairement associées aux infections nosocomiales (19 %, dont 52 % résistants à la 

méticilline), avec Escherichia coli (25 %) et Pseudomonas aeruginosa (10 %) (Source 

Inserm :http://www.inserm.fr/thematiques/microbiologie-et-maladies-infectieuses/dossiers-d-

information/infections-nosocomiales). Dans le règne animal, S. aureus cause également un 

large éventail d’infections. On retrouve dans la littérature scientifique une implication de S. 

aureus dans les infections chez la vache, la chèvre, le mouton, le cochon, le cheval, le chat, le 

chien et l’oiseau allant de simples infections superficielles de la peau à des infections 

profondes du tractus uro-génital et mammaire (Peton et Le Loir, 2013) (tableau 6)  

Tableau 6 : Infections animales les plus communes causées par les staphylocoques à 

coagulase positive (d’après Peton et Le Loir, 2013) 
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 Dans les élevages de ruminants, l’infection intramammaire causée par S. aureus pose 

deux problèmes majeurs : son aspect contagieux et surtout sa capacité à s’implanter et 

persister au niveau du réservoir mammaire. La formation de ce réservoir mammaire passe 

bien sûr par la contamination de la mamelle, mais surtout par sa capacité à former des 

biofilms bactériens ou sa capacité à envahir les tissus de l’hôte (Cucarella et al., 2004 ; Atalla 

et al., 2010). Cette dernière propriété est de plus corrélée à la capacité de S. aureus à former 

des variants phénotypiques dit small colony variants qui constituent un état végétatif ou 

dormant de S. aureus lui assurant une survie intracellulaire. A la différence des autres 

pathogènes, cette capacité de persistence engendre une infection pouvant être chronique, où le 

pathogène ressurgit à la lactation suivante malgré l’application d’un traitement antibiotique au 

tarissement. 

III. Origine de la contamination 

 La peau et les muqueuses des animaux à sang chaud constituent la niche écologique de 

S. aureus. Chez l’homme, les fosses nasales, le cuir chevelu et les mains sont les principales 

localisations (Kloos et al., 1976 ; Watson et al., 2006). Chez les ruminants et plus 

particulièrement chez la vache, S. aureus se retrouve majoritairement dans les naseaux et sur 

la peau des trayons (Roberson et al., 1994). Il est capable de survivre dans l’environnement 

direct de l’animal puisque de nombreuses espèces de staphylocoques peuvent être retrouvées 

dans l’air, dans la salle de traite, la litière et au niveau des lésions cutanées (Roberson et al., 

1998 ; Vautor et al., 2003 ; Matos et al., 1991 ; Haveri et al., 2008). 

IV. Le cycle infectieux 

 Dans ce paragraphe, nous nous intéresserons au cycle infectieux de S. aureus dans la 

glande mammaire. Il est très difficile de localiser S. aureus lors de dissection de glandes 

infectées de façon chronique, même durant des infections expérimentales, ce qui complique la 

compréhension de la pathogénie en contexte mammite. Les seules observations faites à 

l’heure actuelle font état de légères excrétions du pathogène dans le lait et de son isolement à 

partir de macrophages ayant phagocyté le pathogène. Des lésions de l’épithélium peuvent 

aussi être observées sans toutefois y observer de colonisarion bactérienne. Elles sont souvent 

associées alors au pouvoir cytotoxique des souches résultant de l’action des toxines sécrétées 

en amont. 
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 Comme décrit dans le chapitre précédent, la première étape du processus infectieux est 

la contamination du trayon. Le franchissement du canal du trayon, même par un très petit 

nombre de bactéries, leur donne accès à la lumière de la glande et suffit à induire une 

infection mammaire (Poutrel et Lerondelle, 1978). Le canal du trayon est donc central dans la 

protection de la mammelle. Après l’entrée dans la lumière de la glande mammaire, les 

staphylocoques vont avoir la capacité de se répliquer dans le milieu lait, malgré certaines 

conditions non favorables : pression partielle en oxygène faible, composés bactériostatiques. 

Les étapes suivant la multiplication intraciternale sont des étapes primordiales dans la survie 

et donc dans la persistance de S. aureus dans la mammelle. En absence d’observation et de 

données claires in vivo, ces étapes sont pour l’heure relativement spéculatives.  Ces étapes 

sont l’adhésion à l’épithélium des citernes et des canaux galactophores puis l’internalisation 

des staphylocoques dans les CEM (figure 8). 

 

 

 

 

Figure 8 : Cycle infectieux présumé de S. aureus dans la glande mammaire  (d’après Sinha et 

al., 2012) 

 

a. Adhésion de S. aureus aux cellules du tissu mammaire 

 S. aureus a la capacité de coloniser les tissus de l’hôte en adhérant aux surfaces 

abiotiques (par ex. équipements médicaux ou de traite) ou directement aux cellules eucaryotes 

et aux composants de la matrice extracellulaire. En effet, S. aureus peut adhérer à l’épithéluim 

ou l’endothélium de l’hôte via son affinité vis-à-vis de la fibronectine (Fn), du fibrinogène 

(Fg), de l’élastine, du collagène et du facteur de Von Willebrand (Heilmann C., 2011) (figure 

9). Dans le contexte mammaire, plusieurs études in vitro ont démontré la capacité de S. 

aureus à adhérer aux cellules épithéliales mammaires (Opdebeeck et al., 1988 ; Almeida et 

al., 1996). Il a été montré que S. aureus possède un fort taux d’adhésion à de nombreuses 

lignées cellulaires (épithéliales, endothéliales, kératinocytes, macrophages) (Peacock et al., 

1999 ; Lammers et al., 1999 ; Dziewanoswska et al., 1999 ; Kintarak et al., 2004 ; Hébert et 

al., 2000), mais que ce taux varie en fonction de la souche bactérienne sélectionnée et qu’il 

dépend aussi du fond génétique du donneur de la lignée cellulaire (Frost et al., 1977 ; Hensen 
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et al., 2000). Cette étape d’adhésion, bien que clairement identifiée sur modèle cellulaire 

notamment par des études de microscopie, reste difficile à observer sur explants et encore plus 

sur des prélèvements de tissus infectés. La multitude d’adhésines présentes à la surface de S. 

aureus lui confèrent une forte capacité d’adhésion aux cellules ainsi qu’aux tissus conjonctifs 

de la matrice interstitielle (figure 9 et figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Protéines staphylococciques mises en jeu lors de la colonisation de surfaces 

biotiques (tissus) et abiotiques (cathéters) (d’après Heilmann C., 2011) 

 

 

Figure 10 : Représentation schématique 

des facteurs protéiques 

staphylococciques impliqués dans 

l’invasion aux cellules épithéliales de 

l’hôte (d’après Fraunholz et Sinha, 2012) 
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b. Internalisation de S. aureus aux cellules du tissu mammaire 

 Suite à l’adhésion, il est probable qu’une partie au moins des staphylocoques soit 

internalisée au sein des cellules de l’hôte. En effet, la capacité d’internalisation de S. aureus 

dans une variété de cellules de l’hôte a en effet été démontrée. S. aureus est aujourd’hui 

reconnu comme pathogène potentiellement intracellulaire (Almeida et al., 1996 ; Kerro-Dego 

et al., 2002 ; Sinha et al., 2000 ; 2010 ; 2012). Des études de microscopie à transmission 

réalisées sur modèles cellulaires ont montré cette capacité de S. aureus à internaliser les 

cellules épithéliales mammaires notamment dans la lignée cellulaire bovine MAC-T où 

l’internalisation peut être massive (Almeida et al., 1996 ; Brouillette et al., 2003 ; Bayles et 

al., 1998). Des S. aureus isolés de mammites peuvent donc envahir les cellules en culture, et 

leur taux d’internalisation est généralement corrélé au taux initial d’adhésion (Hensen et al., 

2000). A l’heure actuelle, l’internalisation reste cependant controversée dans le cas des 

mammites car non observée in vivo. Les mécanismes mis en jeu lors de l’internalisation de S. 

aureus sont aujourd’hui intensément étudiés et de mieux en mieux caractérisés 

essentiellement sur modèle cellulaire. La pénétration de S. aureus dans les cellules 

épithéliales mammaires fait intervenir un mécanisme de type zipper, processus d’interaction 

entre des protéines bactériennes et cellulaires conduisant à la formation de pseudopodes 

invaginant la bactérie adhérée (Ogawa et al., 1985 ; Almeida et al., 1996 ; Bayles et al., 1998)  

(figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Observation en 

microscopie électronique à 

transmission de l’adhésion et de 

l’internalisation de S. aureus au 

sein de cellules épithéliales 

(d’après Ogawa et al., 1985 ; 

Bayles et al., 1998) 
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 L’internalisation de S. aureus passe par un mécanisme d’endocytose faisant appel à 

des récepteurs spécifiques. En effet, les protéines fixant la fibronectine semblent nécessaires 

(mais pas indispensables) à l’adhésion et elles sont par contre indispensables à 

l’internalisation (Lammers et al., 1999 ; Sinha and Fraunholz, 2010 ; Fraunholz and Sinha, 

2012). Il a clairement été démontré que des souches mutantes de S. aureus, délétées de leurs 

protéines de liaison à la fibronectine (Fnb A et B) perdent la capacité d’internaliser dans les 

cellules épithéliales mammaires. Les protéines de liaison à la fibronectine de S. aureus 

permettent d’interagir avec la fibronectine cellulaire présente dans le milieu extracellulaire. 

Cette interaction primaire entre le pathogène et la fibronectine permet à S. aureus d’être en 

interaction avec des récepteurs spécifiques de l’hôte. Ces récepteurs cellulaires sont des 

intégrines α5β1 présentes à la surface de la majorité des cellules eucaryotes. Les intégrines 

α5β1 sont des points focaux permettant l’ancrage du cytosquelette cellulaire. En effet, les 

intégrines sont directement reliées au réseau d’actine participant à l’architecture cellulaire. 

Cette interaction secondaire entre S. aureus – Fibronectine – Intégrines α5β1 entraîne, par une 

cascade de signalisation, un remaniement de l’architecture cellulaire conduisant à la formation 

de pseudopodes et donc à l’invagination par endocytose du pathogène (Sinha and Fraunholz, 

2010 ; Fraunholz and Sinha, 2012)  (figure 12).   

c. Vie intracellulaire de S. aureus et persistance intramammaire 

 Le devenir de S. aureus et de la cellule infectée va dépendre de la souche impliquée 

(Krut et al., 2003), mais aussi de la susceptibilité des cellules de l’hôte aux différents facteurs 

de virulence. La capacité de survie au sein des cellules de l’hôte après son internalisation 

représente une évolution similaire à celle des pathogènes intracellulaires, favorisant la 

persistence du pathogène et conférant un aspect chronique à l’infection.  

i. Effet cytopathique 

 Des études récentes ont montré que l’invasion de cellules épithéliales (MAC-T et 

HeLa) par des souches de S. aureus d'origine humaine ou animale avait des répercussions sur 

le cycle cellulaire de la cellule hôte. En effet, l’invasion par S. aureus ralentit la prolifération 

cellulaire et induit un effet cytopathique (Alekseeva et al., 2013). Les auteurs révèlent qu’une 

viabilité bactérienne semble nécessaire à l’effet cytopathique qui se manifeste par une 

transition entre la phase G2 et M plus longue. Ce retard semble favoriser la réplication de S. 

aureus, et donc sa propagation au sein de l'hôte (Alekseeva et al., 2013). 
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Figure 12 : Réprésentation schématique de l’interaction initiale nécessaire à l’internalisation 

de S. aureus dans les cellules épithéliales (d’après Sinha and Fraunholz, 2010 ; Fraunholz and 

Sinha, 2012).  
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ii. Persistence intracellulaire et « Small Colony Variant » 

 Une fois internalisées, toutes les bactéries ne vont pas être dégradées sous l’action 

phagolysosomale mais pourront survivre pour de longues périodes au sein de différentes 

lignées cellulaires (Lowy et al., 1988 ; Vann et Proctor, 1988 ; Garzoni et al., 2007 ; 

Tuchscherr et al., 2011 ; Sendi et Proctor, 2009) (figure 13).  

 Dans de nombreux cas et notamment lors de mammites, la persistence des infections 

est attribuable à la formation de « Small Colony Variant » (=SCV) (Atalla et al., 2010 ; 

Proctor et al., 1994, Garzoni et al., 2007). Les SCV apparaissent spontanément dans la 

population de S. aureus internalisée et présentent des caractéristiques différentes de la souche 

parentale : croissance lente, absence de  pigmentation, non hémolytique (Proctor et al., 1994). 

Les études génomiques réalisées sur les SCV révèlent que dans beaucoup de cas, une 

mutation dans le locus « agr », un des régulateurs majeurs de la virulence (cf partie V), 

entraine une défaillance dans la production de facteurs de virulence sous contrôle du quorum-

sensing (Sendi et Proctor, 2009). Outre une virulence atténuée, le phénotype SCV confère une 

paroi plus épaisse (Bulger et Bulger, 1967) et une surexpression du facteur sigma alternatif 

σB, permettant une meilleure résistance face aux stress environnementaux (Moisan et al., 

2006 ; Horsburgh et al., 2002). 

 Ces observations confirment le fait que S. aureus persiste dans les cellules de l’hôte 

sous la forme de SCV et participe à la formation de réservoir pour des infections récurrentes 

(Proctor et al., 1995 ; Sendi et Proctor, 2009). Tel un cheval de Troie, dans le cas des 

mammites, la pathogénicité des SCV est liée à sa capacité à résister aux défenses de l’hôte et 

aux traitements antibiotiques avec une tendance à réverter vers le phénotype sauvage lorsque 

les conditions redeviennent favorables, conduisant à la chronicité de l’infection (Proctor et al., 

1995 ; Atalla et al., 2008 ; 2010). Attala et al en 2008 ont ainsi identifié dans leur campagne 

d’échantillonnage que 50 % des souches de S. aureus isolées de mammites chroniques 

présentent un phénotype SCV (Atalla et al., 2008). 
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Figure 13 : Représentation de la vie intracellulaire de S. aureus (d’après Fraunholz et Sinha, 

2012 ). 1) Adhesion focal initial. 2) Adhésion fibrillaire et endocytose. 3) Formation de pores au niveau de la 

membrane cellulaire via l’action de l’α-toxine. 4a) Lyse bactérienne via le phagolysosome. 4b) Survie et 

croissance bactérienne dans l’endosome. 4c) Echappement du phagosome et croissance cytoplasmique via 

l’action de l’α-toxine et de phospholipases (5a/b). 6) Activation de NFkB et synthèse de cytokine. 7) Induction 

d’une mort cellulaire par l’activation des caspases cellulaires. 8) Perméabilisation mitochondriale via l’action de 

PVL. 9) Activation de l’inflammasome cellulaire suite à la lyse mitochondriale. 10) Réplication bactérienne dans 

l’autophagosome conduisant à la mort de la cellule hôte. ADAM, metalloprotease and disintegrin; ARP2/3,actin-

related protein 2 and 3; Atl, autolysin ; CytC, cytochrome c; Eap, extracellular adherence protein; FAK, focal adhesion 

kinase; FnBP, fibronectin-binding protein; HSP, heat shock protein; IL, interleukin;  NFκB, nuclear factor κ B; NWASP, 

neuralWiskott–Aldrich syndrome protein; PAX, paxillin; SR, scavenger receptor; VCL, vinculin; WTA, wall teichoic acid.   
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iii. Induction de la mort cellulaire 

 Outre cette capacité de persistence sous forme de SCV, S. aureus peut sortir de 

l’endosome sous l’action notamment de l’α-toxine. Une fois dans le cytoplasme, il peut se 

répliquer et induire la mort de la cellule infectée pour ensuite se disséminer vers les tissus 

sous-jacents (Qazi et al., 2001 ; Bayles et al., 1998) (figure 13). Certaines études montrent que 

la mort cellulaire induite par S. aureus est complexe et multifactorielle, mais qu’elle fait 

majoritairement intervenir un mécanisme caspase-dépendant sous l’action de l’α-toxine et 

d’autres toxines hémolytiques (Imre et al., 2012 ; Fraunholz et Sinha, 2012 ; Liang et al., 

2007 ; 2011). Haslinger-Löffler et al. en 2005 identifient que la localisation intracellulaire de 

S. aureus est indispensable à l’induction de la mort cellulaire (Haslinger-Löffler et al., 2005). 

Les facteurs de virulence requis pour induire une mort apoptotique semblent être sous 

dépendance de « agr » et du facteur sigma alternatif σB (Weeson et al., 1998 ; Qazi et al., 

2001 ; Kubica et al., 2008). Cependant S. aureus ne semble pas induire un seul type de mort 

cellulaire, et celle-ci semble dépendante de la souche, de la multiplicité d’infection et du stade 

de croissance de la souche étudiée (Schwartz et al., 2009 ; Pang et al., 2010 ; Fraunholz et 

Sinha, 2012). Malgré l’ensemble de ces connaissances, la pathogénèse de S. aureus et sa 

capacité de persistence sous forme de SCV dans les cellules épithéliales mammaires restent 

mal comprises, notamment par absence de preuve in vivo. 

iv. Formation de biofilm dans la glande mammaire 

 En 2006, Anaya-Lopez et al. ont identifié que certaines souches de S. aureus isolées 

de mammites chroniques n’étaient pas capables d’envahir les cellules épithéliales mammaires 

en culture et en ont conclu que ce critère n’était pas indispensable à la chronicité d’une 

mammite (Anaya-Lopez et al., 2006). Cependant la découverte des « Small Colony Variant »  

apporte tout de même  une explication cohérente de la persistance et de la chronicité (Anaya-

Lopez et al., 2006). Il est tout de même établi que d’autres critères, à la fois bactériens mais 

aussi propres à l’hôte, participent à la persistance et au phénomène de chronicité. Parmi ces 

différents critères, on peut citer le fond génétique de l’hôte pouvant conditionner l’infection 

bactérienne, mais aussi de nombreux facteurs bactériens. Parmi les propriétés bactériennes, la 

capacité de S. aureus à former des biofilms est souvent citée pour expliquer une capacité de 

résistance accrue et une persistance (figure 14). A une phase plus tardive du processus 

infectieux, S. aureus pourrait en effet développer un biofilm. Selon une étude réalisée en 

2004, la possession des deux principaux loci, « ica » et « bap » permettant la formation de 
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biofilm serait associée à une propension à induire une mammite moins sévère mais plus 

persistante et résistante aux traitements antibiotiques. De plus, de nombreuses souches isolées 

de mammites sont porteuses des deux loci impliqués dans la formation des biofilms 

(Cucarella et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique du processus de formation d’un biofilm (d’après 

Vlamakis et al., 2013).1) Adhésion initiale à une surface biotique ou abiotique. 2) Formation de 

microcolonies. 3) Mise en place d’une communication de type quorum-sensing. 4) Maturation du biofilm et 

acquisition de son architecture tridimentionnelle. 5) Equilibre entre population de bactéries à l’état sessile et 

planctonique favorisant la dispersion et la colonisation de nouvelles niches 

V. Les facteurs de virulence associés à S. aureus 

 Le cycle infectieux de S. aureus révèle deux grandes étapes, la colonisation et la 

dissémination vers d’autres tissus, cette dernière impliquant la mise en place de mécanismes 

d’échappement et de lutte contre le système immunitaire. Les facteurs de virulence de S. 

aureus répondent à ces différentes étapes et leur expression est séquentielle (Lowy FD., 

1998). Chez S. aureus, les facteurs de colonisation sont d’abord exprimés puis les facteurs de 

virulence sécrétés contribuant à la dissémination du pathogène dans l’organisme prennent le 

relais. Cette régulation fine entre facteurs de colonisation et facteurs de virulences se fait 

notamment via le quorum-sensing et le système « agr » (tableau 7 et figure 15). 

a. Les MSCRAMMs : « Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix 

Molecules » 

S. aureus  exprime certains facteurs de virulence à sa surface telles les adhésines qui 

appartiennent à la famille des MSCRAMMs (« Microbial Surface Components Recognizing 

Adhesive Matrix Molecules »). Ces protéines de surface permettent l’attachement de S. 

aureus à des composants de la matrice extracellulaire ou aux vaisseaux sanguins et 

contribuent ainsi à la colonisation de l’hôte. Ces protéines sont associées au peptidoglycane 

par liaisons covalentes et ont des caractéristiques structurales communes (Foster et Hook, 
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1998). Le peptide signal (S) en position N-terminale permet l’adressage de la protéine 

néosynthétisée. En position C-terminale, le segment CWA (« cell wall anchor ») comprend 

notamment un motif LXPTG cible d’une sortase, enzyme assurant le clivage de cette partie C-

terminale et la liaison covalente au niveau du peptidoglycane (Mazmanian et al., 1999).  

Tableau 7 : Facteurs de virulence potentiellement impliqués dans les mammites 

staphylococciques (d’après Le Loir et Gautier, 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les MSCRAMMs les plus étudiées sont les protéines de liaison à la fibronectine 

(Fnbp A et B), au collagène (Cna) et les protéines de liaison au fibrinogène (Clf A et B). 

(Signas et al., 1989 ; Vercellotti et al., 1985 ; Holderbaum et al., 1985 ; McDevitt et al., 1997 ; 

Heilmann et al., 2011).  

La protéine A est l’une des adhésines les mieux caractérisées chez S. aureus. Elle est 

capable de se lier au facteur de von Willebrand, un petit peptide présent au niveau de 

l’endothélium lésé (Hartleib et al., 2000). Il peut, de ce fait, jouer un rôle dans l’adhésion 

bactérienne en début d’infection. De plus, la protéine A possède un domaine de liaison 
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capable de se fixer sur le fragment constant (Fc) des immunoglobulines et d’inhiber ainsi la 

phagocytose par les polynucléaires (Dossett et al., 1969; Forsgren et Sjoquist, 1969). La 

protéine A est également fortement antigénique et a montré une induction d’une réponse 

inflammatoire en modèle d’infusion intramammaire (Kumar et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Représentation de la régulation temporelle de l’expression des facteurs de 

surfaces et des facteurs sécrétés chez S. aureus  (d’après Lowy FD., 1998).  

 

b. Les SERAMs : « Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules » 

 Les protéines appartenant aux SERAMs (« Secretable Expanded Repertoire Adhesive 

Molecules ») peuvent se fixer par des liaisons non covalentes, essentiellement de type 

hydrophobe, aux protéines de la matrice extracellulaire comme le fibrinogène, la fibronectine, 

l’élastine… Ces protéines sont impliquées dans de nombreux types d’infections. Parmi ces 

protéines on peut citer Eap (« extracellular adherence protein »), Emp (« extracellular matrix 

binding protein »), Efb (« extracellular fibrinogene binding protein ») ainsi que la coagulase 

(Heilmann C., 2011). 
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c. Les toxines 

S. aureus s’appuie sur un large panel d’enzymes extracellulaires et de toxines capables 

d’endommager la membrane cellulaire ou les fonctions cellulaires. La majorité des souches de 

S. aureus produit des toxines hémolytiques (hémolysines), ayant une action cytotoxique sur 

de nombreuses cellules eucaryotes, notamment les globules rouges et les plaquettes. Chez S. 

aureus, on distingue les hémolysines α, β, γ et δ. S. aureus produit également des exfoliatines 

(ou toxines épidermolytiques) et des leucotoxines comme la Leucocidine de Panton Valentine 

(PVL) qui fait partie de la famille des toxines synergohyménotropes (comme l’hémolysine γ) 

et dont le rôle est controversé dans certaines infections. 

d. Les entérotoxines 

Les entérotoxines staphylococciques appartiennent à la famille des protéines 

pyrogéniques. Cette famille de protéines présente des propriétés biologiques communes : 

pyrogénicité, activation de lymphocytes T. Elles possèdent aussi une activité émétique qui les 

rend responsables des symptômes associés aux toxi-infections staphylococciques 

(vomissements, diarrhées, crampes abdominales, prostration…). Les gènes spécifiant ces 

entérotoxines sont tous portés par des éléments génétiques mobiles (îlots de pathogénicité, 

prophage, plasmide), à l’exception du gène selX (codant pour une entérotoxine-like de type 

X) récemment identifié sur le génome central et qui présente par ailleurs des variants en 

fonction de l’origine humaine ou bovine de la souche (Wilson et al., 2011). Certains gènes 

d’entérotoxines sont regroupés en clusters (« enterotoxin gene clusters » ; egc) véritables 

nurseries de gènes à entérotoxines et dont la composition et la structure varient d’une souche à 

l’autre (Viçosa et al., 2013; Fitzgerald et al., 2001 ; Jarraud et al., 2001 ; Bayles et Iandolo, 

1989 ; Altboum et al., 1985 ; Orwin et al., 2001). 

S. aureus possède également une capsule extracellulaire, ayant une structure 

polysaccharidique et produite par plus de 90 % des souches de S. aureus (Lee et Lee, 2000). 

Tout comme pour la protéine A, cette capsule permet à S. aureus de mieux résister à la 

phagocytose et favorise donc l’extension du foyer infectieux (Peterson et al., 1978 ; Fournier 

et al., 1984; Moreau et al., 1990 ; Heilmann C., 2011).  
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VI. La réponse immunitaire à S. aureus dans la glande mammaire  

 La contamination de la glande mammaire saine par S. aureus induit une réponse 

inflammatoire. Des infections expérimentales ont montré que la réaction inflammatoire se 

déclenche, en fonction de la souche et de la taille de l’inoculum, en quelques heures à 

quelques jours après inoculation. Cette inflammation déclenche le recrutement de 

polynucléaires neutrophiles puis de monocytes en masse, se traduisant par un comptage de CS 

dans le lait variable en fonction du temps mais dont la concentration peut dépasser le million 

de cellules par millilitre (Riollet et al., 2001). La réponse inflammatoire de la glande 

mammaire est très variable en fonction du pathogène impliqué. Ainsi, les profils cytokiniques 

induits par des mammites à S. aureus ou à E. coli sont très différents (Bannerman et al., 

2004). La réponse à S. aureus se caractérise par la synthèse de TGF-β et IL-8, des cytokines 

proinflammatoires (Rainard, 2003 ; Rainard et Riollet, 2006).  

 Cette réponse varie aussi en fonction du type de mammite et les mammites 

subcliniques n’induisent que peu de cytokines pro-inflammatoires (IL-β et TNF-α 

notamment) (Riollet et al., 2000 ; Bannerman et al., 2004 ; 2006). Ces cytokines participent à 

l’immunité de l’épithélium mammaire. Les cellules épithéliales mammaires en interaction 

avec S. aureus peuvent sécréter elles aussi des chimiokines de types IL-8 et TNF-α (Wellnitz 

et Kerr, 2004). Cette capacité de sécrétion est aujourd’hui de mieux en mieux caractérisée et 

des études récentes ont démontré la présence de « Toll Like Receptor » de type 2 et 4 à la 

surface des cellules épithéliales. Par conséquent, les cellules épithéliales mammaires jouent un 

rôle essentiel de sentinelles dans la glande mammaire. 

 Bien que participant à l’immunité de l’hôte, les réponses humorales sont pourtant 

limitées contre S. aureus. Le complément n’est pas bactéricide sur S. aureus et la lactoferrine 

est peu opérationnelle en milieu lait en raison des fortes concentrations en citrate (Rainard et 

Riollet, 2006). Parmi les défenses solubles, les défensines sont des peptides inhibiteurs de 

pathogènes. De nombreux travaux ont identifié l’existence et l’expression de défensines 

bovines dans la glande mammaire. Parmi les défensines les mieux caractérisées dans la glande 

mammaire, on peut citer la « Tracheal Antimicrobial Peptide », la « Lingual Antimicrobial 

Peptide » ou encore la « Béta Defensin 5 » (BNBD 5) (Rainard et Riollet, 2006 ; Goldammer 

et al., 2004 ; Ryan et al., 1998 ; Luenser et Ludwig, 2005 ; Bougarn et al., 2011). 
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 De son côté, S. aureus possède des mécanismes de résistance aux défenses humorales. 

Ainsi, certaines souches sont capables d’exprimer une capsule qui leur confère une protection 

contre la reconnaissance par les anticorps. Ces polyosides capsulaires (majoritairement de 

type 5 et 8 chez les souches bovines) (Poutrel et al., 1988) réduisent l’activité bactéricide et 

l’opsonisation par les polymorphonuclear leukocytes (=PMN) (Sutra et Poutrel, 1991 ; 

Kampen et al., 2005). De même, la protéine A, la capacité de fixer les anticorps par leur 

fragment Fc, empêchant ainsi leur activité opsonisante (Fournier et Klier, 2004). S. aureus 

possède également un arsenal de toxines ciblant notamment les cellules du système 

immunitaire. L’α-toxine, exerce un effet toxique spécifique contre les neutrophiles (Tableau 

7). Cependant, les toxines les plus agressives pour les phagocytes sont les leucotoxines 

(toxines à deux composants formant des pores transmembranaires) (Prévost et al., 2001). 

Parmi ces leucotoxines, il y a les hémolysines mais surtout LukM/F’ très cytotoxique pour les 

neutrophiles des ruminants (Rainard P., 2007). 

VII. Stratégies de lutte contre les mammites 

 

La prévention des mammites est le moyen privilégié et le plus efficace contre les 

dommages causés par les mammites à S. aureus. Les moyens de prévention consistent en 

premier lieu en une bonne maîtrise de l’hygiène, facteur de risque important. Ceci comprend 

notamment de bonnes conditions de traite et la désinfection du trayon avec une solution de 

trempage après la traite (Bushnell, 1984 ; Lam et al., 1997 ; McDougall et al., 2009 ; Zadoks 

et al., 2001). 

En ce qui concerne le traitement des mammites, la pratique courante repose sur 

l’utilisation d’antibiotiques, malgré une efficacité variable selon les circonstances d’utilisation 

(de 4 % à 92 % de succès selon les études) (Barkema et al., 2006). L’échec des traitements 

antibiotiques ne s’explique que partiellement par l’antibiorésistance des souches, dont la 

prévalence reste faible parmi les souches isolées de mammites chez les ruminants excepté 

pour la pénicilline (Barkema et al., 2006). Contrairement aux infections humaines, 

l’utilisation de la méticilline est interdite pour le traitement des mammites chez les ruminants 

(Rainard et Gilbert, 2010). L’émergence de souches de S. aureus résistantes aux antibiotiques 

a entraîné l’apparition d’une réticence à l’utilisation des antibiotiques en élevage. Des 

solutions alternatives ont ainsi été développées, tant pour la prévention que pour le traitement 

(Le Maréchal et al., 2010). 
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Développée au début du XX
e
 siècle, la vaccination fut l’une des premières approches 

préventive envisagée. Plusieurs types de vaccins ont été réalisés notamment à partir de 

bactéries atténuées, de sous-unités bactériennes, ou encore d’ADN. Cependant, l’efficacité de 

la vaccination est en partie conditionnée par les adjuvants utilisés, la voie d’immunisation, le 

nombre d’injections et la période de vaccination. Aucun vaccin n’a pour l’heure montré de 

réels effets sur la sévérité ou la fréquence des mammites tant en prévention qu’en traitement. 

Ces échecs d’immunisation s’expliquent par le fait que S. aureus n’induit pas l’acquisition 

d’une immunité protectrice naturelle dans la glande mammaire (Rainard et Gilbert, 2010 ; 

Wallemacq et al., 2010). Il est intéressant de noter que de même, aucun vaccin n’est 

disponible pour l’Homme sur le marché.  

La sélection d’animaux naturellement résistants aux mammites est aussi une approche 

alternative intéressante. Pour l’heure, aucun marqueur de résistance aux mammites n’a été 

identifié mais certaines régions du génome bovin, définissant des QTL (« Quantitative Trait 

Loci ») semblent prometteurs pour la résistance aux infections intramammaires (Sorensen et 

al., 2008). Des vaches génétiquement modifiées ont aussi été développées, notamment par 

insertion, au sein du génome bovin, d’un gène codant pour la lysostaphine (Wall et al., 2005). 

En 2006, une autre équipe a proposé une lignée transgénique exprimant une lactoferrine 

recombinante pour prévenir les mammites à E. coli mais sans résultats (Hyvönen et al., 2006). 

De même, chez les petits ruminants de nombreuses études, notamment de l’INRA, sont 

menées sur une lignée de brebis naturellement résistante aux mammites (Bonnefont et al., 

2011 ; 2012 ; Rupp et al., 2009 ; Rupp et Boichard, 2003). 

En agriculture biologique, l’utilisation d’antibiotiques est très limitées et les éleveurs 

doivent utiliser des stratégies alternatives telles que l’homéopathie, l’acupuncture, l’utilisation 

de plantes, de vitamines, de produits à base de lactosérum, d’argile, d’ozone (Loken, 2001 ; 

Ogate et Nagahata, 2000 ; Ruegg, 2009). Cependant, peu d’études scientifiques solides 

viennent soutenir et démontrer de réels effets bénéfiques pour la santé de l’hôte vis-à-vis des 

mammites. D’autres études seront nécessaires pour déterminer le potentiel de telles méthodes. 

Enfin, l’utilisation de bactéries lactiques a également été testée, que ce soit pour leurs 

bactériocines, telle que la Lacticin 3147 (Crispie et al., 2005) ou la nisine (Cao et al., 2007; 

Sears et al., 1992; Wu et al., 2007) ou pour leur action inhibitrice envers S. aureus, en 

prévention ou en traitement (Crispie et al., 2008; Klostermann et al., 2008). Ces résultats ont 

montré que l’utilisation de souches de bactéries lactiques, notamment Lactococcus lactis 

DPC3147 comme traitement présentait une efficacité équivalente à celle d’un cocktail 
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d’antibiotiques classiquement utilisé (Crispie et al., 2008). Cet effet bénéfique sur la santé est 

majoritairement attribué à la capacité d’immunomodulation des bactéries lactiques. A noter 

que des études d’innocuité ont été réalisées afin de prouver que l’injection intramammaire de 

souches de bactéries lactiques n’induisait pas de modification physiologique de la glande 

mammaire (Frola et al., 2012). 

 

Ainsi, de nombreuses méthodes ont été développées permettant de prévenir ou de 

traiter les mammites mais aucune ne permet à ce jour d’éradiquer le problème des mammites 

à S. aureus. Une meilleure compréhension de ce qui se passe pendant l’infection dans la 

glande mammaire paraît indispensable afin de mieux cibler les traitements et de les rendre 

plus performants. 
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 L’utilisation d’antibiotiques en santé vétérinaire a des objectifs variables qui peuvent 

être de guérir des animaux cliniquement atteints ou de prévenir l’expression clinique de la 

maladie. L’usage d’antibiotiques en tant qu’additifs en vue d’améliorer la croissance et les 

performances des animaux est banni depuis 2006 dans l’Union Européenne. Les traitements 

antibiotiques permettent de maîtriser les maladies, de restaurer ou de maintenir le bien-être 

animal et de prévenir la transmission des agents pathogènes aux autres animaux voire à 

l’homme.  

 D’autres facteurs peuvent concourir à la maîtrise de certaines maladies, tels que la 

conduite d’élevage dans le respect des mesures zootechniques et hygiéniques appropriées, 

l’emploi de vaccins, l’assainissement des troupeaux et la sélection génétique. A cela, s’ajoute 

une alternative reposant sur l’utilisation de flores barrières afin de prévenir ou traiter les 

infections par des pathogènes. 

I. La notion de microbiote 

  

Le microbiote est le terme désignant l’ensemble des micro-organismes (bactéries, 

levures, champignons, virus) vivant dans un environnement spécifique (appelé microbiome). 

Par exemple, le microbiote intestinal, anciennement appelé flore intestinale, est constitué de 

l'ensemble des microorganismes vivant dans l'intestin. Au même titre que le microbiote 

intestinal, l’existence d’un microbiote a été démontrée pour d’autres niches écologiques 

corporelles. Parmi eux, nous pouvons citer le microbiote vaginal, cutané (axillaire, du 

nombril…) et plus récemment mammaire. Le microbiote d’un écosytème humain ou animal 

est en fait une population mixte de microorganismes vivant dans une certaine harmonie avec 

son hôte. Ce partenariat peut  en effet être positif, neutre ou négatif en fonction de la 

composition et de l’abondance des populations microbiennes présentes. Ces écosystèmes 

présentent une forte biodiversité et la liste des espèces microbiennes les constituant s’est 

largement allongée avec l’avènement des techniques de séquençage haut débit et les 

approches de type métagénomique. 

 Ces écosystèmes naturels doivent rester équilibrés, tant en composition qu’en 

abondance, pour exercer leur rôle positif (par ex. effet barrière). Une dysbiose (perturbation 

dans la composition et ou l’abondance de l’écosystème) entraîne souvent une fréquence 

accrue de contaminations et /ou infections par des espèces délétères ou pathogènes (Korecka 

et al., 2012). L’ensemble de ces données reflète l’importance de ce microbiote dans le 
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maintien de la santé de l’hôte. La composition du microbiote semble d’ailleurs avoir des 

répercutions beaucoup plus larges sur la santé voire sur le développement de l’hôte comme les 

récents travaux sur le microbiote humain semblent l’indiquer (Al-Asmakh et al., 2012 ; 

Nicholson et al., 2012). 

Le microbiote humain et la santé 

 Le microbiote humain comprend 10
14

 cellules  et peut exprimer 100 fois plus de 

gènes que le génome humain (Human Microbiome Project Consortium, 2012). À la 

naissance l’intestin est très peu colonisé. C’est au contact de sa mère et de son 

environnement que le nouveau-né puis l’enfant vont acquérir successivement plusieurs 

centaines d’espèces bactériennes. Parmi celles-ci, certaines sont bénéfiques alors que 

d’autres lui sont nocives et occasionnent des désordres digestifs tels des diarrhées 

(Johnston et al., 2007 ; Rajilic-Stojanovic M., 2013).  

 Depuis de nombreuses années, la recherche scientifique tente de mieux cerner  le 

rôle joué par les différents microbiotes avec lesquels nous cohabitons. Le microbiote 

intestinal, notamment, a été largement étudié. On sait de longue date qu’il contribue à la 

biotransformation des aliments et à réduire le développement de la flore pathogène 

(Rajilic-Stojanovic, 2013). Il participe aussi à la production de vitamines essentielles. Les 

effets du microbiote vont bien au-delà de ces aspects « digestifs ». Des études récentes 

révèlent notamment un lien entre le microbiote, sa composition et certaines maladies ou 

états physiologiques au sens large comme l’obésité, le diabète, les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (Le Chatelier et al., 2013 ; Zhao, 2013). L’impact du microbiote va 

jusqu’à des liens établis avec l’équilibre psychologique de l’hôte (lien avec l’anxiété 

(Foster et Vey Neufeld, 2013) ou encore le developpement embryonnaire (Al-Asmakh et 

al., 2012).   

 L’écosytème uro-génital est aussi un écosytème fortement colonisé par une 

population microbienne riche et diversifiée (Witkin SS., 2007). La flore microbienne 

normale du tractus urogénital est constituée d'un mélange dynamique de microorganismes 

aérobie, anaérobie facultative et anaérobie strict. Chez les femmes en âge de procréer, le 

microbiote vaginal est dominé par les lactobacilles (Witkin SS., 2007). L’abondance des 

lactobacilles leur confère une influence significative sur l’homéostasie de cet écosystème 

(De Gregorio et al., 2012 ; Juarez-Tomas et al., 2011). Mais la composition de cet 

écosystème n'est pas statique et évolue dans le temps notamment en fonction des cycles 

hormonaux. Diverses perturbations (hygiène insuffisante, traitement antibiotique…) 

peuvent entrainer des dysbioses et faciliter l’implantation de microorganismes pathogènes 

bactériens ou fongiques (Witkin SS., 2007). Afin de rétablir l’équilibre et de lutter contre 

ces infections, l’utilisation de lactobacilles sous forme de probiotiques vaginaux s’est 

révélée une approche efficace (Zárate et al., 2009 ; De Gregorio et al., 2012 ; Juarez-Tomas 

et al., 2011). 
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Tableau 8 : Caractérisation de l’écosystème mammaire : des approches phénotypiques aux approches génomiques. 

 
Etudes Objectif Méthodes d'identification Flores majoritaires 

P
h

é
n

o
ty

p
iq

u
e
 

Gorini C., 

1926 

Rôle de la microflore du lait dans 

la santé de la glande mammaire 

Isolement et culture de 

bactéries sur milieux 

sélectifs 

"Coccus acidoprotéolytique" 

Woodward 

et al., 1987 

Recensement des flores inhibitrices 

de l'écosystème mammaire Isolement et culture de 

bactéries sur milieux 

sélectifs                                                       

Identification 

morphologiques et 

phénotypiques 

Corynebacterium / Staphylococcus / Bacillus / Acinetobacter 

Al-Qumber 

et al., 2006 

Identification des bacilles actifs 

contre les Gram + 

Normal Antimicrobial Producers :                                                                                                        

Bacillus pumilus / subtilis / lichenifirmis / thuriengenis / cereus 

Espeche et 

al., 2009 

Etude du microbiote lactique des 

trayons et de leur potentiel 

inhibiteur 

Streptococcus bovis / Wesseilla paramesenteroides / Lactococcus 

lactis spp lactis 

     

G
é
n

o
m

iq
u

e
 

Gill et al., 

2006 

Identification de la microflore des 

trayons de vaches saines 

Clonage et séquençage du 

gène codant l'ARNr 16S 
Staphylocoques à Coagulase Négative et Clostridiaceae 

Braem et al., 

2012 

Identification du microbiote de 

l'extrémité des trayons entre vaches 

saines et à mammites 

Denaturatin Gel Gradient 

Electrophoresis (V3 - 

rRNA 16S) 

Corynebacterium / Aerococcus / Staphylococcus / Streptococcus / 

Bifidobacterium / Propionibacterium 

Oikonomou 

et al., 2012 

Analyse de la diversité 

microbienne du lait de vaches en 

fonction du pathogène impliqués 

lors de mammites 

Pyroséquençage du gène 

codant l'ARNr 16S 

Vaches saines : Streptococcus, unclassified Ruminococcaceae, 

Staphylococcus, Bacteroides, Propionibacterium 

Kuehn et al., 

2013 

Comparaison de la biodiversité 

microbienne du lait de vaches 
saines ou de vaches à mammites 

Pyroséquençage du gène 

codant l'ARNr 16S 

Vaches à mammites : Brevundimonas / Burkholdeira / 

Sphingomonas / Stenotrophomonas   
Vaches saines : Pseudomonas / Psychobacter / Ralstonia 
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II. Le microbiote mammaire bovin 

 L’écosytème mammaire, notamment chez les bovins, fait l’objet de plus en plus de 

travaux. Ces études préliminaires ont montré que la glande mammaire présente une diversité 

bactérienne et que celle-ci peut participer à l’équilibre et au maintien de l’homéostasie de la 

glande (tableau 8).  

 

 

 

 

 

 

 Jusqu’à récemment, l’identification de la biodiversité des différents écosystèmes, 

notamment mammaire, reposait sur des approches culturales ou sur des approches 

moléculaires basées sur le clonage et le séquençage du gène codant pour l’ARNr 16S. 

Cependant, ces approches ne donnent qu’une vision partielle de l’écosystème en ne 

sélectionnant que les espèces majoritaires, voire uniquement les espèces cultivables.  

 Les premières études sur l’identification des microorganismes présents au niveau du 

trayon dans le cas des vaches laitières ont été réalisées à l’aide d’isolements sur milieu de 

culture ou via l’utilisation de galeries API (Skoufos et al., 2006; White et al., 1989). Les 

espèces/genres/familles qui ont ainsi pu être identifiés sont principalement des staphylocoques 

et notamment des Staphylocoques à Coagulase Négative (SCN)  (Gougoulis et al., 2008; 

Skoufos et al., 2006; White et al., 1989) tels que S. xylosus et S. chromogenes (White et al., 

1989) et des souches du genre Acinetobacter, Bacillus et Corynebacterium (Woodward et al., 

1987) (tableau 8). 

 Plus récemment, le séquençage de l’ARNr 16S à partir d’échantillons prélevés au 

niveau du canal du trayon de vaches laitières a permis d’identifier 45 unités taxonomiques 

opérationnelles dont une large gamme de Clostridia, Actinobacteria et Proteobacteria (Gill et 

al., 2006). Une centaine de souches de bactéries lactiques ont pu être isolées à partir 

d’échantillons de lait et de prélèvements au niveau du trayon de vaches (notamment 

Streptococcus bovis, Weissella paramesenteroides, Lactococcus lactis subsp lactis) (tableau 

8). 

De l’origine du microbiote mammaire bovin... 

Les premières données de la littérature scientifique sur l’existence d’une microflore 

mammaire que l’on a pu identifier remontent au début du XX
e
 siècle. En effet, le Pr Gorini 

en 1902 identifie déjà « une microflore mammaire qui existe dans des conditions 

normales » et qui « participent à la maturation des fromages ». En 1906, à la suite de ces 

observations, il identifie que la modification de cette flore normale, sous l’action d’une 

mauvaise traite ou de la contamination de mamelle conduit à l’apparition d’une microflore 

anormale et persistente pouvant être corrélée à une pathologie mammaire. (Gorini C., 

1902 ;1926) 
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 L’arrivée d’une nouvelle génération de méthodes de séquençage à haut débit ouvre la 

porte à de nouvelles investigations. L’approche métagénomique est aujourd’hui largement 

mise en oeuvre notamment depuis les projets de caractérisation du microbiote humain 

(http://www.human-microbiome.org/). Récemment, l’utilisation de la technique de 

pyroséquençage appliquée à des amplicons d’ARNr 16S a permis la caractérisation du 

microbiote du lait de la femme (Hunt et al., 2011), du rumen et du lait de la vache (Jami et 

Mizrahi, 2012 ; Oikonomou et al., 2012) (tableau 8). 

 L’amélioration des connaissances du microbiote mammaire, notamment par les 

nouvelles technologies de séquençage à haut débit, permettra d’identifier des bactéries 

bénéfiques ou délétères appartenant au pathosystème de la mamelle. 

 Il est probable que, comme dans les écosystèmes vaginaux et intestinaux, certaines 

composantes de la flore bactérienne du trayon puissent agir comme une flore de compétition 

contre les bactéries pathogènes et faire partie intégrante des mécanismes de défense au niveau 

du trayon (Fragkou et al., 2007). Parmi ces souches à effet positif sur l’hôte, certaines souches 

pourraient être utilisées comme probiotique mammaire (Espeche et al., 2009 ; Nader-Macias 

et al., 2008). Cependant, des études in vivo sur modèles bovins seront nécessaires pour étudier 

l’impact réel de la présence et de la composition de ce microbiote sur la réponse immunitaire 

et son rôle barrière. Il est important de souligner que parmi les bactéries appartenant à cet 

écosystème certaines sont des pathogènes opportunistes. Parmi ces pathogènes opportunistes 

appartenant à l’écosystème mammaire, notons les SCN, très fréquement retrouvés au niveau 

du trayon et impliqués dans de nombreux cas de mammite (Gill et al., 2006). L’implication 

réelle du microbiote du trayon et de la mamelle dans l’équilibre sanitaire de la glande 

mammaire demande encore à être explorée. 

III. Les bactéries lactiques dans les écosystèmes naturels 

 Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène de bactéries (Lactobacillus, 

Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus...) qui ont pour principal trait commun, la  capacité 

de produire de l’acide lactique comme produit final de fermentation des sucres. Longtemps 

exploitées pour leurs propriétés technofonctionnelles, notamment dans la conception de 

produits alimentaires fermentés, elles sont aujourd’hui de plus en plus étudiées pour leurs 

effets probiotiques en santé humaine et animale. En plus de l’effet santé, chez l’animal, cette 

supplémentation a aussi pour but d’améliorer la croissance (efficacité alimentaire, gain de 

poids, production de lait) (tableau 9). Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles sont de 

http://www.human-microbiome.org/
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loin les plus utilisés en tant que probiotiques, notamment grâce à 36 espèces qui possèdent le 

statut QPS et/ou GRAS. Initialement le statut de “Generally Recognize As Safe” aux Etats-

Unis puis le statut de “Qualified Presumption of Safety” en Europe permettent de garantir 

l’innocuité des microorganismes avant leur mise sur le marché. Les critères reposent sur un 

arbre décisionnel comprenant la taxonomie du microorganisme, l’ensemble des connaissances 

disponibles, sa pathogénicité éventuelle et l’utilisation finale du microorganisme considéré. 

 Les bactéries lactiques sont retrouvées dans différents écosystèmes, dans des 

proportions variables. On les retrouve ainsi dans les écosystèmes intestinaux (en faible 

concentration) et vaginaux (en flore dominante), chez l’humain. Les micro-organismes 

majoritaires du tractus vaginal bovin sont Streptococcus sp., Staphylococcus sp., les 

entérocoques et les entérobactéries (Rodríguez et al., 2011). Un travail a été mené sur la 

présence du genre Lactobacillus montrant l’importance de cette espèce dans la croissance et la 

santé des animaux (Otero et al., 2000) (tableau 9). Elles y jouent un rôle bénéfique et peuvent 

être réintroduites sous forme de probiotiques dans les écosystèmes concernés. 

 De nombreux agents pathogènes sont capables d'envahir les tissus de l'hôte. Cette 

capacité, appelée invasion, s'appuie sur les mécanismes de colonisation (adhérence et 

multiplication), la production de substances extracellulaires, l'internalisation (invasion des 

tissus) et sa capacité à surmonter ou contourner les défenses de l'hôte. Il a été montré que les  

bactéries lactiques peuvent moduler à la fois l'expression des gènes de l'hôte (par exemple, la 

réponse immunitaire, la synthèse de mucus (Jonsson et al., 2001 ; Lebeer et al., 2012) mais 

aussi l’expression des gènes des bactéries pathogènes (Even et al., 2009). Les bactéries 

lactiques peuvent également interférer avec l’invasion du pathogène en modulant et ou en 

compromettant la colonisation et l'invasion des tissus de l'hôte, dans les écosystèmes vaginal 

et intestinal (Nader-Macias et al., 2008 ; Reid G., 2002 ; Ouwehand., 2002). Les différents 

modes de compétition comprennent l’interaction directe avec l'agent pathogène avant qu'il 

n’interagisse avec les cellules de l'hôte (co-agrégation) et la compétition pour un site 

d’attachement cellulaire (exclusion, concurrence, déplacement). L'utilisation de BL pour lutter 

contre les bactéries pathogènes ne repose pas seulement sur leurs propriétés bactériostatiques 

ou bactériolytiques ou bien leurs capacités à concourir pour des niches y compris les tissus de 

l'hôte mais également sur la capacité à moduler la virulence en inhibant l'expression des 

facteurs de virulence ou en titrant des toxines. Ces différentes propriétés ne sont pas 

exclusives les unes des autres et il peut y avoir une synergie dans ces modes d’action qui 

assure l’effet bénéfique de la souche probiotique sélectionnée.
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Tableau 9 : Exemples d’études reflettant l’impact des bactéries lactiques sur la santé des animaux (d’après Bouchard et al., in prep). 

Animal Strains Tests Beneficials effects References

Lactobacillus farminis 3699

Lactobacillus rhamnosus 3698

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus pentosus

Bifidobacterium lactis B12

Lactobacillus rhamnosus LGG

Bifidobacterium sp

Lactobacillus sp

Lactobacillus sp in vivo

Bifidobacterium sp

Streptococcus sp

Lactobacillus sp

Streptococcus sp

Decrease Salmonella  portage in gastro-intestinal tractusin vivo Casey et al., 2004

Small 

ruminant

Pigs and 

Sows

in vivo
Probiotics enhance positive flora implantation after birth et reduce intensity and 

severity of enterocolitis

Bernardeau et al., 2009

Enhance meat productivity, intestinal fermentation and colonization of the gastro-

intestinal tractus
in vivoLactobacillus casei

Ohashi et al., 2004                                       

Kritas and Morrison, 2007

in vitro
Inhibition of adhesion, dissemination and viability of Brachyspira hyodysenteriae 

and Brachyspira pilosicoli

Stompfora et al., 2006
Decrease of E. coli  bacterial count in faeces. Reduce cholesterol and enhance total 

seric protein
in vivoEnterococcus faecium EK13

in vivo
Human bacterial probiotics have competitive exclusion against pigs entero-

pathogens
Collado et al., 2007

Scharek et al., 2005Reduce cytotoxicity mediated by E. coli  during intestinal infectionsin vivoEnterococcus faecium SF68

Taras et al., 2006
Probiotics strains reduce diarrhea associated to pathogens and antibiotics use and 

reduce the virulence expression of E. coli
in vivo

Enterococcus faecium 

NCIMB10415

Siggers et al., 2008

Torres-Rodriguez et al., 2007                          

Yoruk et al., 2004                             

Yamawaki et al., 2013

Enhance meat and eggs productivity. Reduce mortality and nutriments absorption in vivoLactobacillus  spp

Poultry

Al-Dobaib et al., 2009                              

Krehbiel et al., 2003                                    

Otero et al., 2008 

Decrease diarrhea, improved weight gain, reducing health costs. Reduce 

gastrointestinal and urogenital pathogens colonizationin vitro / vivo

Samli et al., 2007Increased the weight gain, the conversion rate and the size of the villi in the ileumin vivoEnterococcus faecium NCIMB 10415

La Ragione et al., 2004
Control endemic necrotic enteritis caused by Clostridium perfringens reducing 

economic losses and the use of antibiotic
in vivoLactobacillus johnsonii F19785

Lee et al., 2007                                              

Tewari et al., 2011
Enhance resistance to coccidiosis by enhancing humoral immunity of hostin vivoPediococcus acidilactici

Dairy cattle

Lactobacillus casei OLL2768 in vivo
Lactobacillius casei can act as an immunobiotics to reduce the proinflammatory 

response during E. coli  intestinal infections
Takanashi et al., 2013

Klostermann et al., 2008                             

Crispie et al., 2008

Elimination of the pathogen in the mammary gland by stimulating the immune 

system of the host
in vivoLactococcus lactis

Bouchard et al., 2013
Reduction of adhesion and internalization of S. aureus  into bovine mammary 

epithelial cells
in vitroLactobacillus casei

Lactobacillus  sp in vivo Decrease Salmonella Enteridis  colonization in chicks
 Higgins et al., 2008                                          

Chen et al., 2012

Reduction of intestinal carriage of E. coli O157H7, improves food intake and weightin vivo Lema et al., 2001
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 Un chapitre de livre est en cours de rédaction sur l’application des bactéries lactiques 

en production et santé animale (Bouchard et al., in prep). La suite de ce chapitre présente les 

différents mécanismes d’action des bactéries lactiques probiotiques dans les écosystèmes 

intestinal, vaginal et mammaire en s’appuyant sur des exemples pris chez l’Homme et 

l’animal.  

IV. Potentiel probiotique et mécanismes d’action des bactéries lactiques dans les 

écosystèmes naturels (intestinal, vaginal et mammaire) 

 Les probiotiques ont des effets sur les performances des animaux et leur santé 

notamment par une action antidiarrhéique, par l’inhibition des bactéries indésirables, la 

neutralisation des produits toxiques, l’amélioration de la digestibilité et la stimulation des 

mécanismes immunitaires. Les mammites, les métrites et les diarrhées sont les maladies les 

plus communes aux animaux d’élevages. Elles peuvent affecter la productivité mais aussi la 

fertilité des animaux. La majorité des études sur les probiotiques portent sur l’écosytème 

intestinal ou vaginal chez l’Homme. Très peu d’études mettent en évidence les mécanismes 

impliqués dans le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques probiotiques chez l’animal. Leur 

usage est, pour l’heure, essentiellement ciblé sur le tube digestif de l’hôte. Cependant depuis 

quelques années l’usage de probiotiques dans d’autres écosystèmes (vaginal, mammaire) est 

évalué ouvrant de nouvelles possibilités thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites). 

Les probiotiques 

La notion de micro-organismes bénéfiques est née de la découverte et de l’étude de la 

microflore indigène de l’humain, en particulier du microbiote intestinal, et de son rôle 

majeur dans la physiologie et la santé de l’hôte. Le concept de probiotique, bien que ce 

terme n’ait été introduit qu’une cinquantaine d’années plus tard, remonte ainsi au début du 

XX
e
 siècle. Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui, 

administrés en quantités adéquates, confèrent un bénéfice à la santé de l’hôte au-delà du 

simple apport nutritionnel (FAO–WHO 2001). Ces micro-organismes appartiennent le plus 

souvent aux bactéries lactiques, notamment au genre Lactobacillus, ou Bifidobacterium. 

Les effets exercés par chaque probiotique sont spécifiques des souches sélectionnées et 

peuvent difficilement être extrapolés aux souches de la même (sous-) espèce ou à d’autres 

probiotiques. Un probiotique est donc un microorganisme qui doit obligatoirement être 

administré vivant afin d’exercer son effet dans la zone ciblée et présenter une parfaite 

innocuité.  
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a. Modulation de l’invasion et de la virulence  

i. Modulation de l’adhésion des bactéries pathogènes 

 L’adhésion aux tissus épithéliaux est une étape primordiale lors de la colonisation de 

l’hôte pour la plupart des pathogènes notamment au sein de l’écosystème intestinal et 

urogénital. Les BL probiotiques présentent un réel intérêt dans leur propriété à réduire 

l’adhésion de microorganismes aux muqueuses intestinales et vaginales (figure 16). Les BL 

peuvent agir sur les muqueuses en stimulant la production de mucus, entrer en compétition 

pour les sites d’adhésion des pathogènes ou agir directement sur le pathogène lui-même en 

bloquant son interaction avec l’épithélium, notamment par leur capacité d’auto- et de co-

agrégation (figure 16).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Représentation shcématique des différents types de compétition pour une niche 

écologique entre BL et pathogènes.  

 

 Chez la femme, une attention particulière a été accordée, au niveau de l’écosystème 

vaginal, à l'inhibition de l'adhésion exercée par des souches probiotiques, notamment isolées 

de la flore vaginale saine, contre les agents pathogènes fréquemment associés à des infections 

urogénitales. Il est en effet prouvé que les espèces de Lactobacillus comme L. acidophilus 

peuvent inhiber l’adhésion de souches de E. coli uropathogènes à diverses surfaces (Velraeds 

et al., 1998). Ils peuvent même, comme montré pour une souche de L. rhamnosus, déplacer un 

biofilm d’E. coli uropathogène (McMillan et al. 2011). Dans une autre étude, Spurbeck et 

Arvidson ont montré que L. jensenii, L. gasseri ATCC 33323, ou L. gasseri ATCC 9857 

réduisent l'adhérence gonococcique de près de 50 % lorsque les cellules épithéliales sont 

precolonisées par les lactobacilles. En outre, les lactobacilles ont pu déplacer l’agent 

pathogène adhérent aux cellules épithéliales, suggérant que ces bactéries lactiques sont 
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efficaces comme solution prophylatique et thérapeutique (Spurbeck et Arvidson, 2008). La 

co-agrégation entre lactobacilles et agents pathogènes est un mécanisme qui peut aussi 

expliquer une telle inhibition de l’adhésion. L. reuteri peut par exemple fortement coaggréger 

avec des souches de S. aureus qui produisent la TSST-1, une toxine puissante associée à des 

cas vaginaux de syndrome de choc toxique, comme cela a récemment été montré et mesuré 

par microscopie à force atomique (Younes et al., 2012). Ces études ont été menées en vue de 

caractériser des souches de bactéries lactiques probiotiques vaginaux à destination des 

femmes. Pour l’heure très peu d’étude ont porté sur des applications en santé animale. On 

peut citer cependant les travaux de l’équipe de F. Nader-Macias (CERELA, Tucuman, 

Argentine) qui s’intéresse à la prévention des métrites chez les ruminants par l’utilisation de 

souches de BL vaginales d’origine bovine (Nader-Macias et al., 2008).    

 Au niveau de l’écosystème intestinal, les bactéries lactiques ont aussi démontré leur 

potentiel à entrer en compétition avec les agents pathogènes pour l'adhésion et la colonisation 

des muqueuses  de l’hôte (Gueimonde et al., 2006). Plusieurs études in vitro rapportent une 

inhibition par adhésion compétitive entre des bactéries entéropathogènes et des bactéries 

lactiques probiotiques. Ces études ont été réalisées sur des cultures cellulaires (lignées 

cellulaires intestinales) et ou de mucus intestinal d’origine humaine. Par exemple, l'adhésion 

de Enterobacter sakazakii au mucus intestinal a été inhibée par différentes souches de 

probiotiques testés seules ou en combinaison (Streptococcus thermophilus NCC 2496, 

Lactobacillus rhamnosus NCC 4007, Lactobacillus paracasei NCC 2461, Bifidobacterium 

longum NCC 3001 et Bifidobacterium lactis NCC 2818 (Collado et al., 2008). Plus 

récemment, il a été montré que des souches L. gasseri peuvent concurrencer de manière 

significative l’adhésion au mucus de E. sakazakii et de Clostridium difficile (Ferreira et al., 

2011). Dans tous ces cas, il semble que les capacités de coagrégation des BL probiotiques 

avec les entéropathogènes sont impliquées dans l'effet inhibiteur. Lactobacillus salivarius CPI 

23174, Lactobacillus plantarum CGMCC 1.557, L. rhamnosus ATCC 53103 et Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356 peuvent  entrer en concurrence avec S. aureus dans des tests 

d'adhérence sur des cellules Caco-2. Cette inhibition implique probablement des propriétés de 

surface des bactéries, comme l’hydrophobicité, l’autoagrégation et la capacité de coagrégation 

qui sont communes aux souches de Lactobacillus testées. Le phénomène est toutefois 

dépendant de l'état des bactéries (concentration, phase de croissance de la culture) et des 

conditions de co-incubation (Ren et al., 2012).  



D. Bouchard, 2013 Chap I-D. Introduction bibliographique : Le microbiote mammaire 

 

 

77 

 

 Plus généralement, les déterminants géniques impliqués dans l'adhésion des 

lactobacilles à la surface des cellules sont bien explorées et plusieurs gènes peuvent 

maintenant être examinés pour sélectionner les candidats probiotiques. Ces gènes codent pour 

des protéines qui sont directement impliquées dans l'adhésion telles que des protéines de 

liaison au mucus, la protéine liant la fibronectine, la protéine de liaison au collagène, 

l'énolase, la protéine de choc thermique 60 et de nombreuses sortase (Turpin et al., 2012). 

ii. Modulation de l’invasion des bactéries pathogènes 

 Au niveau d’un écosystème, comme l’écosystème intestinal ou vaginal, les pathogènes 

sont confrontés à des environnements hostiles. Ces environnements inclus des activités 

physiologiques comme la production d’acides biliaires, d’acides organiques ou encore de 

peptides antimicrobiens. L’ensemble de ces conditions environnementales créent des 

obstacles aux pathogènes. Ces derniers élaborent des stratégies de survie et d’échappement, 

notamment par l’internalisation dans les cellules de l’hôte. Certains des agents pathogènes les 

plus importants sont des pathogènes intracellulaires (obligatoires ou facultatifs ; par exemple 

Campylobacter jejuni, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, E. coli, N. 

gonorrhoeae, S. aureus). Leur capacité à envahir les cellules hôtes est une étape clé dans le 

processus d'infection et ou dans leur persistance dans les tissus de l'hôte. L’invasion des tissus 

de l’hôte repose majoritairement sur l’interaction entre des substances extracellulaires de la 

bactérie avec des molécules complémentaires présentes à la surface de l’épithélium. La 

capacité des BL à empêcher l'invasion de pathogènes est donc souvent testée, en particulier 

contre les agents pathogènes intestinaux (figure 16). 

 Au niveau de l’écosystème vaginal, de nombreux agents pathogènes sont 

intracellulaires (ex. Mycoplasma genitalium, N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, E. coli 

uropathogène). Dans la littérature scientifique, il existe de nombreuses références sur les 

probiotiques vaginaux. Cependant, il n'y a presque pas de rapports sur la capacité de ces 

probiotiques vaginaux à interférer avec l'invasion de pathogènes dans les cellules épithéliales 

de l'hôte. Spurbeck et Arvidson ont adapté un modèle de culture cellulaire in vitro pour 

examiner les effets de souches de lactobacilles sur les interactions gonococciques avec les 

cellules épithéliales endométriales. Dans ce travail, ils ont noté que la précolonisation des 

cellules en culture avec des lactobacilles (L. jensenii, L. gasseri ATCC33323 ou ATCC9857) 

entraîne une inhibition de l'invasion gonococcique de cellules épithéliales de plus de 60 %. 

Cette inhibition s'est avérée être indépendante des mécanismes d'adhésion (Spurbeck et 

Arvidson, 2008). 
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 Dans le contexte intestinal, les infections par des bactéries entéropathogènes peuvent 

être considérablement modifiées par son microbiote. Il est donc tentant de sélectionner des 

bactéries lactiques probiotiques et d’évaluer leur potentiel inhibiteur contre divers agents 

pathogènes. Des résultats intéressants ont également été obtenus avec une souche de L. 

acidophilus (ATCC4356), qui a été en mesure d’inhiber l'adhérence/invasion de C. jejuni aux 

cellules intestinales Caco-2. Plusieurs tests ont été effectués (exclusion, compétition, 

déplacement) et ont montré que L. acidophilus ATCC4356 réduit l’adhésion et l’invasion de 

C. Jejuni aux cellules Caco-2, mettant en jeu des mécanismes de déplacement et d'exclusion 

(Campana et al., 2012). Les lignées cellulaires productrices de mucus, telles que 

HT29MTXE12 (E12), fournissent un modèle plus réaliste in vitro pour les infections à C. 

jejuni. En utilisant les cellules E12, il a été montré que les souches probiotiques L. rhamnosus 

R0011, L. helveticus R0052, L. salivarius AH102, B. longum AH1205, utilisées seules ou en 

combinaison, ont réussi à coloniser le mucus des cellules E12 et les cellules sous-jacentes. 

Ces bactéries lactiques probiotiques ont pu atténuer l’adhésion et l’invasion de C. jejuni aux 

cellules E12. Les conditions requises pour l’inhibition semblent être la viabilité et la 

précolonisation cellulaire des bactéries lactiques probiotiques (Alemka et al. 2010). Ces 

études démontrent l'efficacité potentielle des probiotiques pour la prévention et l'atténuation 

des infections à C. jejuni chez l'homme. Ces mêmes capacités d’inhibition des bactéries 

lactiques probiotiques peuvent être citées à l’encontre d’autres pathogènes intestinaux comme 

les E. coli Enterohaemorrhagiques (EHEC ; Bujnakova and Kmet 2012 ; Eaton et al. 2011), S. 

Typhimurium (Yu et al., 2012 ; Lievin-Le Moal et al., 2011) ou encore L. monocytogenes 

(Archambaud et al., 2012 ; Koo et al., 2012).  

 Il est intéressant de noter que les effets protecteurs peuvent également être médiés par 

la modulation de la réponse immunitaire de l'hôte. Ainsi, l’administration orale de L. casei 

CRL 431, avant et après infection par S. Typhimurium,  induit des variations dans le profil des 

cytokines et dans l’expression des Toll-like récepteurs (TLR) (Castillo et al., 2011). 

iii. Modulation de la virulence des bactéries pathogènes 

 L’utilisation de bactéries lactiques pour combattre les bactéries pathogènes ne repose 

pas seulement sur la compétition pour la colonisation d’une niche écologique. Outre cette 

capacité à bloquer l’adhésion et l’internalisation, les bactéries lactiques ont la capacité de 

moduler la virulence des souches pathogènes en réprimant l’expression de facteurs de 

virulences (Toxines, enzymes...) ou par la titration directe des toxines sécrétées (figure 16).   
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 En 2002, Gan et al. décrivent l'utilisation d'un probiotique, L. reuteri RC-14 pour 

inhiber les infections causées par S. aureus lors d’implants chirurgicaux (Gan et al., 2002). La 

capacité d’inhibition de L. reuteri RC-14 semble liée à sa capacité à sécréter un biosurfactant 

qui inhibe significativement l’adhésion de S. aureus à l'implant. La caractérisation de ce 

phénomène inhibiteur a permis d’identifier que cette souche entraine la répression d’une 

« staphylococcal superantigen-like protein », la SSL11 chez la souche humaine S. aureus 

Newman. L. reuteri RC-14 présente en fait dans son surnageant une molécule capable 

d'interférer avec le système agr de S. aureus (Novick et al., 1993 ; Yarwood et Schlievert, 

2003).  La molécule impliquée est un dipeptide cyclique produit par L. reuteri et agissant 

probablement comme molécule de signalisation responsable de cette baisse de la virulence 

induite par la souche  RC-14 (Li et al., 2011) . 

 L'interférence des bactéries lactiques avec le quorum sensing et la production de 

toxines chez S. aureus a été également observée par notre équipe. Ainsi, en co-culture avec S. 

aureus sur une matrice  fromagère  modèle ou en conditions de laboratoire (culture liquide sur 

milieu chimiquement défini), L. lactis est capable de modifier l'expression de plusieurs 

facteurs de virulence staphylococciques, y compris le système agr et certaines entérotoxines, 

qui sont responsables d’intoxications alimentaires (Cretenet et al., 2011 ; Even et al., 2009). 

Dans ce cas, la régulation négative de l'expression de l’ARNIII (effecteur du système agr) 

n'est pas médiée par la libération d'un facteur soluble stable dans le milieu, mais requiert la 

présence même de L. lactis vivant en co-culture (Even et al., 2009). 

 Outre la capacité des bactéries lactiques à empêcher la colonisation de C. difficile, par 

l'inhibition de la croissance et/ou l'adhérence (Naaber et al., 2004), une étude récente a 

également signalé la capacité de S. thermophilus à inhiber la production de la toxine A de C. 

difficile réduisant ainsi sa virulence (Kolling et al., 2012). D’autres études ont été menées in 

vitro en utilisant des cellules Caco-2 et soulignent la capacité d'une souche de L. delbrueckii à 

inhiber la cytotoxicité induite par C. difficile (Banerjee et al., 2009). 

 Dans les écosystèmes humains, de nombreuses études ont ainsi évalué la capacité de 

plusieurs souches de BL à inhiber la virulence par modification de l’expression des facteurs 

de virulence ou par titration des toxines. A l’heure actuelle, peu d’études transposent ces 

observations aux écosystèmes animaux.  
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b. Stimulation du système immunitaire 

 Parmi les allégations santé conférées aux souches probiotiques les propriétés 

d’immunomodulation des BL sont souvent mises en avant. Ces allégations suscitent de grands 

intérêts suite au lien établi entre l’altération de la microflore de l’hôte, les maladies 

autoimmunes et l’émergence des allergies. De nombreuses études relatent le rôle crucial du 

microbiote dans le maintien de l’homéostasie chez l’adulte et la maturation du système 

immunitaire chez l’enfant (Martin et al., 2004 ; Ouwehand et al., 2002 ; Reid G., 1999). En 

théorie, la régulation immunitaire se traduit par une homéostasie entre les activités 

immunitaires humorale et cellulaire, des cellules Th1, Th2 et Th17 qui jouent un rôle central 

dans le mécanisme de régulation immunitaire. Les lymphocytes Th1 sont responsables de 

l'immunité cellulaire, ils participent à l’élimination des pathogènes intracellulaires, grâce à 

l'interféron-γ. Ils activent les lymphocytes T CD8, les cellules NK et les macrophages. Les 

lymphocytes Th2 sont responsables de l'immunité humorale. Ils vont aider les lymphocytes B 

à produire des anticorps (IgM, IgE, IgA). Les anticorps ne peuvent être actifs que sur  les 

pathogènes extracellulaires. Les lymphocytes T régulateurs vont arrêter la réponse 

immunitaire. Les lymphocytes Th17 sont décrits comme étant des Lymphocytes T régulateurs 

naturels, produits dans le thymus, et des Lymphocytes T régulateurs induits en périphérie. Ils 

agissent par des contacts cellule-cellule et surtout en produisant des cytokines inhibitrices 

dont l'IL-10. Chez des individus sains, l’ensemble du système immunitaire est maintenu en 

homéostasie cependant un déséquilibre entre les acteurs du système immunitaire peut 

engendrer des maladies. Ces immunopathologies peuvent être indépendantes d’une flore 

microbienne, cependant de nombreux cas de maladies inflammatoires (du tube digestif 

notamment) font état d’un déséquilibre de la flore microbienne associée à l’organe touché. 

Les approches basées sur l’utilisation des probiotiques sont aujourd’hui proposées comme une 

alternative d’immunothérapie tant en utilisation préventive que curative lors d’anomalies ou 

pathologies immunologiques. Selon la littérature, les probiotiques, grâce à leurs composants 

intra et/ou extracellulaires, sont capables d’influencer le système immunitaire par contact avec 

les cellules immunocompétentes mais aussi par interaction avec les épithéliums de l’hôte, qui 

vont alors modifier la réponse immunitaire de l’organisme (figure 17). On parle alors de 

capacités immunomodulatrices des probiotiques dont certaines souches peuvent, par exemple, 

être pro ou anti inflammatoires, augmentant la résistance aux infections et réduisant aussi les 

risques d’allergie (Ceslovas et al., 2005). Chez les animaux sains, la supplémentation en 

probiotique stimule une réponse immunitaire non spécifique et renforce l’immunité de la 

muqueuse (Ceslovas et al., 2005; Cetin et al., 2005; Scharek et al., 2007) (figure 17). 
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L’amélioration de la protection immunitaire des muqueuses est souvent corrélée avec la 

propriété des bactéries lactiques à améliorer l’intégrité de l’épithélium mais aussi à favoriser 

le transport de protéines et l’absorption de glucose intestinal (Loderman et al., 2006). 

Plusieurs exemples montrent ces effets directement in vivo, notamment chez les modèles 

souris où l’immunomodulation des souches a permis de réduire la sévérité des infections à E. 

coli O157:H7 grâce à l’amélioration de l’immunité humorale et cellulaire. D’autres études ont 

montré qu’en application intramammaire, l’activité immunomodulatrice de la souche de L. 

lactis DPC3147 a permis un taux de guérison équivalent à celui d’un traitement antibiotique 

au cours d’une mammite bovine (Crispie et al., 2008). L'effet bénéfique de cette infusion 

intra-mammaire a été étudié in vivo et il a été montré que la souche sélectionnée stimule la 

réponse immunitaire (en particulier l'IL-1  et l'expression du gène IL-8) dans la glande 

mammaire favorisant l’élimination du pathogène (Beecher et al., 2009). 

i. Effets bénéfiques de l’activité immunomodulatrice 

 L’immunité innée constitue non seulement la première ligne de défense de l’organisme 

mais elle joue aussi un rôle crucial dans le développement de la réponse adaptative. Dans un 

modèle murin, plusieurs souches de Lactobacillus améliorent l’immunité innée et adaptative 

par l’activation de la maturation des cellules dendritiques (Christensen et al., 2002). Les 

lactobacilles peuvent aussi stimuler la synthèse de cytokines proinflammatoires par les 

cellules professionnelles notamment le « tumor necrosis factor alpha » (TNFα), l’interféron 

gamma (IFNγ) et l’interleukine 12 (IL12) assurant un maintien de l’homéostasie immunitaire 

(Cross et al., 2002 ; Maassen et al., 2000 ; Nagafuchi et al., 1999 ; Perdigon et al., 1999 ; 

2002) (Fig. 17). 

ii. Effets bénéfiques sur l’immunité humorale 

 La première ligne de défense adaptative au niveau des muqueuses est la présence de 

tissus lymphoïdes associés à l’intestin. Ces tissus forment des « plaques de Peyers » où les 

microorganismes pathogènes interagissent avec les cellules spécialisées du système 

immunitaire et induisent une réponse mucosale (Mac Donal et al., 2003). Les lactobacilles 

peuvent induirent une réponse locale ou systémique par l’activation des cellules dendritiques 

qui stimulent le relargage de cytokines proinflammatoires et la synthèse d’Immunoglobuline 

A dans la lumière intestinale (Mohamadzadeh et al., 2005; Vinderola et al., 2006). Il a ainsi 

été montré que les lactobacilles modulent l’immunité de la muqueuse intestinale, l’expression 

de cytokines, la maturation des cellules immunitaires et la prolifération lymphocytaire 

(Drakes et al., 2004). 
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iii. Effets bénéfiques sur les symptômes de l’allergie 

 Plusieurs souches de bactéries lactiques produisent des métabolites à propriétés anti-

allergiques. Dans certains cas, des bactéries viables ou inactivées par la chaleur permettent de 

supprimer la synthèse d’immunoglobuline E et diminuent les symptômes allergiques. Ainsi, 

des souches de L. paracasei régulent la balance Th1/Th2 via la maturation de cellules 

immunitaires (Fujiwara et al., 2004). Cette régulation favorise la production d’IL10 et d’IL12 

pour moduler l’immunité innée et acquise (Chiang et al., 2012). 

iv. Effets bénéfiques contre les infections bactériennes 

 Les probiotiques affectent positivement l’hôte en améliorant la balance de la flore 

intestinale (Fuller et al., 1989). Les probiotiques permettent de créer des conditions 

défavorables pour le développement des flores pathogènes (Mauntzairis et al., 2007) et à 

l’inverse favorisent les microorganismes bénéfiques, qui améliorent à leur tour la santé de 

l’hôte. De nombreuses souches de lactobacilles présentent un effet protecteur pour 

l’organisme hôte contre une variété d’entéropathogènes incluant Salmonella (Gill et al., 

2001), C. difficile (Billes et al., 1995), L. monocytogenes (deWaard et al., 2002) et E. coli 

(Medellin-Pena et Griffith, 2009).  Ces effets protecteurs sont conférés par la maturation des 

cellules du système immunitaire permettant une élimination plus efficace du pathogène 

(figure 17).  

 Un autre système de défense est la production de peptides antimicrobiens. Les 

peptides antimicrobiens sont majoritairement produits par les granulocytes, les monocytes, les 

macrophages, les plaquettes et cellules épithéliales (figure 17). Chez les bovins, des dizaines 

de ces peptides ont été décrits comme les β-défensines (BNBD), le « Lingual Antimicrobial 

Peptide » (LAP) ou le « Tracheal Antimicrobial Peptide » (TAP) (Rainard et Riollet, 2006 ; 

Selsted et al., 1993 ; Yount et al., 1999 ; Stolzenberg et al., 1997 ; Alva-Murillo et al., 2012). 

Plusieurs β- défensines sont produites dans la glande mammaire saine (LAP, TAP et 

BNBD3). Les défensines ont une activité antibactérienne puissante contre S. aureus et E. coli 

in vitro (Selsted et al., 1993). Lors de mammites staphylococciques, il a été montré une 

augmentation de l’expression de l'ARNm de la β-defensin 5 de la glande mammaire. Dans la 

glande mammaire, le rôle de protection de ces peptides reste cependant à documenter. 

Quelques études in vitro ont ainsi identifié que des acides gras à courte chaine ont la capacité 

de stimuler la production de peptides antimicrobiens dans la glande mammaire et d’induire 

une diminution de l’internalisation de S. aureus dans les tissus de l’hôte (Ochoa-Zarzosa et 

al., 2009 ; Alva-Murillo et al., 2012).  
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v. Effets bénéfiques  sur l’intégrité de l’épithélium 

 Une barrière épithéliale intacte est essentielle afin d'empêcher la pénétration 

d'antigènes dans la lumière intestinale ou mammaire par exemple (Mac Cormick et al., 2003). 

La barrière épithéliale est composée de la membrane cellulaire apicale et des jonctions serrées 

intercellulaires. Le zonula occludens (ZO)-1, est une des protéines de jonction serrées les plus 

importantes. Elle agit comme un lien avec le cytosquelette et d'autres protéines des jonctions 

serrées. La perturbation de la barrière épithéliale mène à une augmentation de la perméabilité 

et permet la pénétration des antigènes qui induisent une inflammation. Plusieurs bactéries 

pathogènes peuvent envahir les cellules épithéliales et détruire les jonctions cellulaires 

(Pizarro-Cerda et Cossart, 2006). Les probiotiques ont démontré leurs capacités à protéger la 

fonction de barrière épithéliale mais les mécanismes impliqués ne sont pas bien compris. Le 

prétraitement de cellules épithéliales par des souches de Lactobacillus empêche notamment la 

perte d’intégrité de la barrière induite par les pathogènes notamment en augmentant 

l’expression de la protéines ZO-1 (Johnson-Henry et al., 2008 ; Parassol, et al., 2005 ; 

Sherman et al., 2005) (figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique de l’impact des BL sur les cellules épithéliales de 

l’hôte. 
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 Les mammites représentent un problème économique majeur pour l’ensemble de la 

filière laitière. S. aureus représente l’un des pathogènes les plus problématiques. En effet, 

outre le caractère contagieux, l’une des spécificités des mammites à S. aureus est la chronicité 

de l’infection, pouvoir lié notamment à la capacité d’internalisation de S. aureus dans les 

tissus de l’hôte. Cependant, malgré la progression des connaissances, les mammites à 

S.aureus restent encore mal connues. En particulier, les processus d’entrée du pathogène dans 

la glande saine ainsi que le déroulement de l’infection intrammaire font encore l’objet 

d’hypothèses qui restent à valider. L’ensemble du processus infectieux de S. aureus dans la 

glande mammaire n’a pas été directement observé in vivo et les connaissances à ce sujet 

restent limitées. Plusieurs points du cycle infectieux sont mal compris, comme la capacité de 

S. aureus à échapper aux défenses de l’hôte, à disséminer dans la glande mammaire et surtout 

à persister dans la glande mammaire.  

 Les stratégies existantes pour la prévention ou le traitement des mammites restent peu 

efficaces. A l’heure actuelle, l’antibiothérapie reste la solution de référence même si le taux 

de guérison, pour ce qui concerne les mammites à S. aureus, reste faible. De plus l’usage 

d’antibiotiques en médecine vétérinaire est aujourd’hui limité suite aux nouvelles directives 

dictées par le plan éco antiobio instauré en 2009. Il est donc nécessaire d’améliorer notre 

compréhension des interactions hôtes-pathogènes et des mécanismes sous-jacents qui les 

régissent afin de proposer de nouvelles stratégies de lutte. 

 Dans notre équipe de recherche et durant les années précédentes, des travaux ont été 

entamés sur les interactions entre des flores positives et S. aureus dans des matrices modèles 

de fromage. Les thèses de Cathy Charlier et de Marina Cretenet ont ainsi mis en évidence que 

la croissance et la virulence de S. aureus étaient affectées lors d’une interaction avec L. lactis. 

Ces travaux ont fait émerger l’idée de transposer cette approche de « lutte biologique » ou 

d’approche écosystémique au contexte mammaire pour limiter l’impact de S. aureus dans les 

mammites. Cette approche implique de prendre en considération non seulement l’interaction 

Hôte/Pathogène, mais plus largement le pathosystème et donc le microbiote. Les travaux 

menés sur d’autres écosystèmes (intestinal et vaginal) révèlent de plus en plus l’importance 

du microbiote dans l’équilibre de l’écosystème via son dialogue avec l’Hôte mais également 

via son rôle barrière vis-àvis des pathogènes.  

   

 L’objectif principal est donc de mieux caractériser le microbiote mammaire et 

notamment la composante lactique qui, par analogie avec les autres écosystèmes, jouerait un 
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rôle positif sur l’hôte. Les bactéries lactiques ainsi sélectionnées ont été par la suite 

caractérisées sur leur potentiel probiotique et pourront constituer, à terme, de bonnes 

candidates pour l’élaboration d’un probiotique contre les mammites staphylococciques 

(Chapitre 3 : Diversité de la flore lactique mammaire et caractérisation de son potentiel 

probiotique). Par la suite, nous avons testé la capacité de certaines bactéries lactiques à 

prévenir l’internalisation de S. aureus puisqu’il s’agit de l’une des étapes clés avancées pour 

expliquer la chronicité des infections staphylococciques (Chapitre 4 : Inhibition de l’invasion 

de S. aureus par L. casei). L’ensemble de ce travail a été réalisé avec deux souches de S. 

aureus très différentes au niveau des tableaux cliniques engendrés. La souche RF122 est la 

première souche bovine séquencée et est considérée comme très virulente. Nous avons voulu 

introduire  la souche S. aureus Newbould 305, une autre souche largement documentée et qui 

induit, de façon reproductible, des mammites modérées et chroniques. Nous avons donc 

séquencé et caractérisé de manière un peu plus approfondie cette souche afin d’identifier par 

comparions génomique, protéomique et phénotypique avec la souche RF122 ses spécificités 

(Chapitre 2 : Comparaison de souches de S. aureus). Ces différentes parties permettent de 

présenter le projet de recherche qui s’articule en 3 étapes développées ici en 3 chapitres.  
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 Comme nous l’avons vu précédemment, chez les ruminants laitiers, la glande 

mammaire est le principal réservoir de S. aureus. La capacité à survivre et persister au sein 

des tissus de la glande mammaire est une des hypothèses plausibles pour expliquer le 

caractère chronique des mammites à S. aureus.  

Les souches de S. aureus isolées des infections intramammaires peuvent présenter des degrés 

de sévérités différentes. Plusieurs études in vivo ont permis d’établir expérimentalement une 

corrélation entre certaines caractéristiques de souches de S. aureus et un tableau clinique plus 

ou moins sévère. Dans ce contexte, deux souches de S. aureus, RF122 et Newbould 305, 

isolées de mammites bovines sont particulièrement bien caractérisées et  constituent des 

modèles utilisés en infections expérimentales pour induire, respectivement, des mammites 

cliniques sévères et modérées (Herron-Olson et al., 2007 ; Newbould et al., 1974). Les 

mammites subcliniques sont souvent corrélées à une persistance intramammaire avec 

l’absence de signes cliniques entrainant à long terme une forme d’infection chronique 

(Almeida et al., 1996 ; 1997 ; Atalla et al., 2010 ; Ferens et al., 2000). 

 Dans ce chapitre, nous avons utilisé et considéré ces deux souches RF122 et 

Newbould 305 comme  représentatives de souches de degrés de virulence aigüe ou modérée et 

induisant respectivement des mammites sévères ou modérées. Au départ de ce travail, alors 

que les deux souches avaient été utilisées dans des infections expérimentales, seule la souche 

RF122 avait été entièrement séquencée. Nous avons donc entamé un travail de caractérisation 

fine de la souche Newbould305 pour pouvoir, par comparaison avec RF122, déterminer et 

comprendre quels sont les facteurs staphylococciques impliqués dans le degré de virulence et 

plus précisément quels sont les caractéristiques impliquées dans la chronicité des infections 

chez S. aureus. La stratégie suivie consiste en la réalisation d’une étude comparative aux 

niveaux génomique, phénotypique et protéomique. Ce travail s’inscrit plus généralement dans 

notre objectif de compréhension et de caractérisation des acteurs participant au pathosystème 

mammite, reposant sur l’interaction Hôte-Pathogène-Microbiote. Dans un premier temps, 

nous avons réalisé le séquençage du génome de la souche Newbould 305, un staphylocoque 

doré isolé d’un cas de mammite clinique bovine en 1958, au Canada (Bouchard et al., 2012). 

Le génome ainsi obtenu a été comparé à celui de la souche RF122 disponible, lui, depuis 

2007.  

 Dans un second temps, nous avons réalisé plusieurs tests phénotypiques permettant 

d’identifier les différences susceptibles d’intervenir au cours du processus infectieux induisant 
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des tableaux cliniques sévères ou modérés. Ces tests ont été réalisés in vitro sur modèle 

cellulaire ou sur la base de divers tests phénotypiques classiques (formation de biofilm ; 

propriétés de surface).  

 Enfin, dans un troisième temps, une comparaison protéomique a été réalisée toujours 

dans le but d’observer les différences entre ces deux souches et de tenter d’expliquer les 

différences observées in vitro lors de nos expérimentations sur culture cellulaire et, par 

extension,  de comprendre les différences de degré de virulence  observées in vivo, sur modèle 

bovin.  

 Dans la littérature scientifique, plusieurs caractéristiques bactériennes sont suspectées 

d’être impliquées dans la chronicité des infections intramammaires. Parmi les critères 

responsables d’infections chroniques, trois semblent majeurs et dominants dans l’orientation 

du degré de virulence : la capacité à former des biofilms, la cytotoxicité et l’invasion tissulaire 

(Rumi et al., 2013 ;Viana et al., 2010 ; Cucarella e al., 2004 ; Sinha et al., 2012 ; Otto et al., 

2013 ; Le Maréchal et al., 2011 ; Heilmann et al., 2011 ; Costerton et al., 1999). 

Nous avons donc pris en compte ces trois critères dans notre comparaison génomique 

(composition en gènes impliqués dans la formation de biofilm, la cytotoxicité et l’invasion 

cellulaire), dans la comparaison phénotypique (capacité in vitro à former des biofilms, 

pouvoir cytotoxique et capacité d’invasion sur modèle cellulaire) et lors de la comparaison 

protéomique (protéines sécrétés et membranaires participant à la formation du biofilm et à 

l’invasion cellulaire). Ces comparaisons entre les souches S. aureus RF122 et Newbould 305 

nous ont non seulement permis d’accroître nos connaissances sur ces deux souches modèles, 

mais nous donnent surtout des premiers éléments de réponse quant aux facteurs intervenant 

dans la chronicité de l’infection observée avec la souche de S. aureus Newbould 305.  

 Ces résultats ont fait l’objet d’une publication en 2012 (génome de la souche S. aureus 

Newbould 305) et d’un article en cours de rédaction dont le manuscrit est présenté dans ce 

chapitre. Ce travail a été mené en étroite collaboration avec Vincent Peton, doctorant dont 

l’objectif est d’identifier les déterminants géniques participant au degré de virulence des 

souches de S. aureus en contexte mammite.  
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Abstract 

Staphylococcus aureus is a major etiological agent of mastitis in ruminants. We report here 

the genome sequence of bovine strain Newbould 305, isolated in the fifties from a bovine 

mastitis and now used as a model strain able to reproducibly induce chronic mastitis in cows.  
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S. aureus is one of the main pathogens responsible for ruminant mastitis. Staphylococcal 

mastitis severity is highly variable, ranging from subclinical to gangrenous infection. S. 

aureus strains isolated from bovine or ovine-caprine hosts differ from human isolates as 

documented previously (Ben Zakour et al., 2008). However, detailed genomic data regarding 

ruminant isolates are still scarce (Ben Zakour et al., 2008; Guinane et al., 2010; Herron-Olson 

et al., 2007; Le Maréchal et al., 2011a, 2011b). There is thus a need for genomic data to better 

understand mastitis and identify bacterial factors responsible for the severity of the disease. 

We previously characterized S. aureus bovine strain Newbould 305 (ATCC29740;12), which 

was isolated in 1958, from a clinical case of mastitis in a cow at Orangeville, Ontario(Ben 

Zakour et al., 2008; Prasad and Newbould, 1968). Newbould 305 reproducibly induces 

chronic mastitis with mild symptoms in experimental cow mastitis (Bannerman et al., 2004; 

Hensen et al., 2000). It was previously shown to be clonally related to other bovine strains in 

ST115 whereas S. aureus RF122, another well documented bovine strain (Herron-Olson et al., 

2007) associated with severe mastitis symptoms, clustered in ST151 and was more closely 

related to ovine and caprine strains yet at a considerable genetic distance (Ben Zakour et al., 

2008).  

We sequenced the Newbould 305 genome using an Illumina Genome Analyzer Hi-Seq 2000 

(Fasteris, Geneva, Switzerland). Base calling was performed using the HiSeq Control Soft v. 

1.4.8 Pipeline 1.4.0 software. After barcode selection, 12.8 millions of pair-reads of 100 bases 

in length were obtained. Sequence reads were de novo assembled using the Edena assembler 

version 120430dev (Hernandez et al., 2008). Assembly resulted in 28 contigs (sum=2.79Mbp, 

N50=503Kbp, max=729Kbp, min=219bp). One of the contig (3379 bases) was reported as a 

potential complete plasmid. A total of 2755 predicted coding sequences were detected by 

using Glimmer3 (PMID: 17237039). Over 55 % of the genes were assigned to specific 

subsystem categories by RAST (Aziz et al., 2008). Gene products were submitted to protein 
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location prediction using the software package SurfG+ (Barinov et al., 2009). Newbould 305 

sequence was compared to that of RF122 (ET3-1) using MUMmer (Kurtz et al., 2004). The 

overall Newbould 305 genome shares high similarity with that of RF122. The majority of the 

genes (n= 2518) were common to both strains (e-value 1E-5 and identity > 70 %). A total of 

48,371 SNPs were found in Newbould305 when compared to RF122. Among the SNPs 

located in CDSs, 10,470 were non-synonymous and 1690 corresponded to insertions or 

deletions. They were evenly distributed among the contigs and did not correlate with protein 

location. Newbould 305 analysis revealed the presence of a putative prophage containing 45 

CDSs (contig 5) and of two putative SaPI containing 16 genes (contig 2) and 17 genes (contig 

6). Most of these genes had homology to SaPI genes in S. aureus strains of bovine (RF122), 

ovine (O46), or human (MW2) origin. The contig that was reported as a potential plasmid was 

further confirmed by homology and was assigned the ID pNewbould305. 

Further analysis of Newbould 305 genome is now under way. It will be further compared to 

RF122 to identify specific factors that might explain the different phenotypes observed in 

infection acuteness.  

Nucleotide sequence accession numbers. 

This Whole Genome Shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the 

accession AKYW00000000. The version described in this paper is the first version, 

AKYW01000000.  
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Abstract 

Background 

S. aureus is a major etiological agent of ruminant mastitis worldwide. Chronicity of S. aureus 

mastitis depends on strain characteristics, and makes this infection difficult to cure and prone 

to recurrence. To identify bacterial factors involved in chronicity, Newbould 305, a strain that 

reproducibly induces mild and chronic mastitis in experimental infections was characterized 

in-depth.  

Methodology/Principal Findings 

We employed genomic and proteomic approaches, combined to phenotypic characterization, 

to comprehensively analyze Newbould 305. Results were compared to S. aureus RF122, a 

strain representative of the major clone involved in bovine mastitis worldwide. Variations 

were found in the content of mobile genetic elements. Newbould 305 presents a gamut of 

genes encoding toxins, proteases and surface exposed proteins that reflect host-adaptation and 

invasion capacities. Especially, presence and characteristics of these surface exposed proteins 

were correlated with higher adhesion and internalization capacities of Newbould 305 into 

bovine mammary epithelial cells.  

Conclusions/Significance 

Our data are consistent with the role of invasion into host cells and host-adaptation features in 

the chronicity of S. aureus mastitis. Mobile genetic elements, exoproteins and surface exposed 

proteins constitute good targets for further research to define the underlying mechanisms of 

mastitis chronicity.  
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Introduction 

 Mastitis is an inflammation of the mammary gland, which most often results from a 

bacterial infection. Mastitis induces local symptoms and can evolve towards general 

symptoms and result in systemic infection. Mastitis dramatically impacts animal health, milk 

quality, and induces considerable economic losses in the milk production chain worldwide 

(Le Maréchal et al., 2011b). Staphylococcus aureus is a major etiological agent of ruminant 

mastitis, which is often difficult to cure and is prone to recurrence and chronicity (Peton and 

Le, 2013). There is thus a need to better understand the mechanisms underlying the chronicity 

phenomenon to efficiently tackle S. aureus mastitis. In contrast to Escherichia coli mastitis, 

which severity is mainly determined by host factors and not by the strain features, severity of 

S. aureus mastitis mostly relies on inter-strain variations in terms of virulence potential (Le 

Marechal et al., 2011a).  Severity of S. aureus mastitis indeed ranges from subclinical to 

gangrenous and some S. aureus strains reportedly induce chronic mastitis associated with 

mild symptoms whereas others induce severe mastitis.  

Several hypotheses are evoked to explain the chronicity in S. aureus mastitis, of which 

cytotoxicity, biofilm formation and tissue invasion are the most studied. S. aureus strains that 

secrete high levels of Penton-Valentine leucocidin and the alpha toxin are associated with 

severe but not persistent mastitis (Barrio et al., 2006; Liang et al., 2011; Rainard, 2007). By 

contrast, a low cytotoxicity might facilitate the persistence of the infection. Biofilm formation 

might also help S. aureus to resist to the antibiotic treatment and the host defenses. The 

genetic loci bap and ica, involved in biofilm formation are indeed associated with strains 

involved in less severe but more persistent mastitis (Cucarella et al., 2004). Finally, the ability 

to invade and survive intracellularly in mammary epithelial cells might also help S. aureus to 

evade the host immune response. All the evasive tactics S. aureus has developed likely 

influence cure rate by antibiotics and make it a difficult pathogen to treat.  

 A better understanding of what makes a strain able to induce a chronic mastitis is 

crucial to find Achille’s heel in S. aureus pathogenicity and to develop more effective control 

strategies. To gain insights into S. aureus characteristics that correlate with mastitis 

chronicity, here, we characterized, at the genome, proteome and phenotype levels, S. aureus 

Newbould 305, a strain isolated from a clinical case of cow mastitis in 1958 in Orangeville, 

Ontario, Canada (Prasad and Newbould, 1968). Later on, Newbould 305 was shown to 

reproducibly induce mild and chronic mastitis in experimental infections (Bannerman et al., 
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2004; Hensen et al., 2000). The results were compared to those obtained for S. aureus RF122, 

a well-characterized bovine strain, which reportedly induce severe mastitis in experimental 

infections (Herron-Olson et al., 2007) to gain insights into S. aureus characteristics that 

correlate with mastitis chronicity.  
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Materials and Methods 

Bacterial strains, growth conditions  

Staphylococcus aureus Newbould 305 (hereafter referred to as N305) (Prasad and Newbould, 

1968) and RF122 (renamed ET-3 in Herron-Olson et al., 2007) were isolated from cases of 

bovine mastitis. These strains are well characterized and reproducibly induce severe (RF122) 

or mild (N305) mastitis in experimental infections (Herron-Olson et al., 2007; Prasad and 

Newbould, 1968). Subcultures prior to invasion assays were performed overnight as follows. 

S. aureus strains were grown in brain heart infusion medium (BHI; pH 7.4; BD, Le Pont de 

Claix, France) at 37°C under agitation (180 rpm). Cultures were washed once with phosphate-

buffered saline (PBS) and suspended at different concentrations in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM; pH 7.4; D. Dutscher, Brumath, France). Bacterial concentrations in 

subcultures were estimated by spectrophotometric measurements at 600 nm with a VWR V-

1200 spectrophotometer. They were further confirmed using a micromethod as previously 

described (Baron et al., 2006). S. aureus populations (in CFU/mL) were determined on 

mannitol salt agar (MSA; D. Dutscher, Brumath, France) after 24 h of incubation at 37°C.  

Genome comparison of RF122 and N305 

N305 strain was fully sequenced using Illumina technique. Whole genome sequencing and 

assembling strategy are described in Bouchard et al., 2012 (Bouchard et al., 2012). N305 

genome sequence was analyzed using SurfG+ to predict protein location (surface exposed, 

secreted, membrane and cytoplasmic proteins) (Barinov et al., 2009), and PIPS, a pipeline 

developed to predict pathogenicicty islands in bacterial genomes (Soares et al., 2013).  

Assignment of protein function to CDSs of the two genomes (Newbould and RF122) was 

performed manually using results from BLASTP, and the COG (Clusters of Orthologous 

Groups, (Tatusov et al., 2000).  

 These genome sequences have been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession 

AKYW00000000 (N305) and NC_007622 (RF122). 

Analysis of colonization and invasion properties on mammary epithelial cell cultures  

The established bovine mammary epithelial cell (MEC) line MAC-T (Nexia Biotechnologies, 

Quebec, Canada) has been widely used for invasion assays and was retained for this study. 
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MAC-T cells were cultured in T75 cell culture flasks in DMEM containing 10 % heat-

inactivated fetal calf serum (FCS), 100 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin, and 5 

µg/mL insulin (D. Dutscher). Cells were incubated at 37°C in a humidified incubator with 5 

% CO2. They were cultured to a confluent monolayer, treated with 0.05 % trypsin (Gibco-

BRL, Grand Island, NY), and suspended in fresh MAC-T medium at a concentration of 2x10
5
 

cells/mL. For adhesion and internalization assays, cells were then seeded in 12-well plates 

(2x10
5
 cells/well) and incubated overnight at 37°C in 5 % CO2 to obtain a confluent 

monolayer. 

Adhesion assay 

Adhesion assays were adapted from Almeida et al. (Almeida et al., 1996) and modified as 

follows. Confluent monolayers of MAC-T cells (2.5x10
5
 cells/well) were washed twice with 

PBS and incubated at 37°C in 5 % CO2 with 1mL of S. aureus suspension in DMEM at 

2.5x10
6
 CFU/mL or 1x10

7
 CFU/mL and 2.5x10

7
 CFU/mL to achieve a multiplicty of 

infection (MOI; ratio of S. aureus bacterial cells to MAC-T cells) of 10:1, 50:1 or 100:1. S. 

aureus adhesion was measured 1 h postinfection. After incubation steps, MAC-T monolayers 

were washed four times with PBS and treated by 0.05 % trypsin for 10 min at 37°C. Cells 

were centrifuged for 5 min at 800g and lysed using 100µL of 0.01 % Triton in sterile water. 

The population of S. aureus that adhered (CFU/mL) was determined using a micromethod as 

described above. 

Internalization assay 

Internalization assays were adapted from Almeida et al. (Almeida et al., 1996) and modified 

as follows. Confluent monolayers of MAC-T cells (2.5x10
5
 cells/well) were washed twice 

with PBS and incubated at 37°C in 5 % CO2 with1 mL of S. aureus suspension in DMEM at 

2.5x10
6 

CFU/mL or 1x10
7
 CFU/mL and 2.5x10

7
 CFU/mL to achieve an MOI of 10:1, 50:1 or 

100:1. S. aureus internalization was measured 2 h postinfection following an additional 2-h 

incubation step with DMEM supplemented with gentamicin (100 µg/mL). This step resulted 

in the killing of extracellular bacteria and allowed the numeration of the internalized bacterial 

population only. Subsequently, MAC-T monolayers were washed four times with PBS, 

treated by trypsin, centrifuged for 5 min at 800 g, and lysed in 0.01 % Triton. The population 

of S. aureus that adhered (CFU/mL) was determined using a micromethod as described above. 
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Phenotype characterization : Biofilm formation and cytotoxic effect  

The two S. aureus strains were assayed for biofilm formation using the crystal violet staining. 

Bacteria were subcultured twice in BHI (Labogros, ville, pays) before adjusting the OD600 to 

0.004 (corresponding approximately to 106 cfu/ml) in BHI containing 4g/L glucose (named 

hereafter BHI4), to favor biofilm formation. Growth was performed in microtiter plates with 1 

mL of bacterial suspension per well. BHI4 alone was used as negative control. Biofilm 

staining assays were performed following an incubation step of 24h at 30°C. Microtiter plates 

were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS), fixed for 20min at 80°C and stained 

for 10 min with 1 % (w/v) crystal violet solution freshly diluted 10-fold in distilled water. 

Plates were then washed twice with distilled water and allowed to dry at room temperature. 

The crystal violet was dissolved in acetic acid solution (33 % in distilled water) for 10 min 

under low agitation. OD was measured at 595 nm using a spectramax spectrometer  

To assess their cytotoxic effect, MAC-T cell viability was measured during the incubation 

with culture supernatant and during the internalization assay (see above) at 24 h and 72 h 

postinfection using methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide (MTT) as previously 

described (Maudsdotter et al., 2011). Briefly, following incubation with DMEM containing 

25µg/mL gentamicin, cells were washed and incubated in 0.5 mg/mL MTT in PBS for 4 h at 

37°C in 5 % CO2. The medium was removed, and isopropanol was added for 30 min with 

shaking at 350 rpm. Absorbance was read at 570 nm with a background at 690 nm. 

Uninfected cells were used as a negative control (100 % viability), and cells treated with 0.01 

% Triton served as a positive control of mortality (0 % viability). Relative viability was 

expressed with regard to uninfected cells. 

2-Dimensional Gel Electrophoresis 

For 2D SDS-PAGE, protein samples were prepared as described previously with slight 

changes (Le Marechal et al., 2011a). Briefly, S. aureus strains were pre-cultured in RPMI 

1640 (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) supplemented with 2-2’ dipyridyl (200µM, 

Sigma) to decrease intracellular iron stocks. Cultures were then diluted 1:100 in fresh RPMI 

1640 with deferoxamine (0.15 mM) (Sigma). These conditions are meant to increase the 

expression of virulence factors due to a low iron bioavailability. S. aureus strains were grown 

without agitation at 37 °C for anaerobic conditions, in 500 mL flasks for supernatant fraction 

or 50mL tubes for total fraction and shaving. The cultures were centrifuged at 7000 x g for 10 
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min and the supernatants were filtered through a 0.22µm filter unit. Pellets were kept for 

protein extraction of total lysate. The proteins were precipitated with 10 % TCA at 4°C 

overnight. Samples were centrifuged at 9000 x g during 1h at 4°C. Proteins pellets were 

washed 3 times with ethanol 96 % and dried. Proteins were solubilized in urea 8M. Total cell 

lysate proteins were obtained as described previously (Le Maréchal et al., 2009). 

To analyse surface exposed proteins, a shaving technique was used as described previously 

(Le Marechal et al., 2011a). S. aureus cultures were centrifuged at 7000 x g for 10 min and 

total cell- and supernatant- fractions were treated separately. The pellets were washed twice 

with PBS. Bacteria were re-suspended in PBS 5mM DTT enough to reach a 20 OD600 nm. 

500µL of this suspension were incubated with 20 µg trypsin during 1h at 37°C with agitation 

(180 rpm) and then centrifuged at 10000 xg. Supernatants were filtered through a 0.22µm 

filter and incubated overnight with 1µg trypsin at 37°C with agitation. The trypsinolysis 

reaction was stopped by adding 15µL of TFA 5 %. Controls showed no significant loss of 

viability by counting CFUs before and after shaving. 

Samples were treated as described previously (Le Marechal et al., 2011a) with minor changes 

: isoelectric focusing was carried out using pH 4 to 7 (Total proteins) or 3 to 10 NL 

(exoproteins) 18 cm Immobiline Dry Strips (GE Healthcare, Orsay, France) and the second 

dimentional separation was performed on the Ettan™ DALT twelve electrophoresis system 

(GE Healthcare) using 14 % acrylamide separating gels without a stacking gel at a voltage of 

70 V for 1h30 and 100 V for about 20 h. Gels were stained with Biosafe (Sigma) according to 

the manufacturer’s instructions. 

Images of gels were analyzed using software SameSpot (GE Healthcare). Overexpressed 

spots with a minimal fold change of 2 and anova e-value lower than 0.005 were selected for 

mass spectrometry analysis. Treatment of gel pieces was done exactly as described in Le 

Maréchal et al., 2011. 

Identification of proteins 

Proteins were identified by NanoLC-ESI-MS/MS and peptides identification was carried out 

with X! tandem and MASCOT softwares. The database used for proteins identification was 

composed of predicted proteins based on RF122 and N305 genome sequences (Herron-Olson 

et al., 2007 ; Bouchard et al., 2012) along with proteins data of Staphylococcus aureus (taxon 
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1280) in the UniProtKB database (http://www.uniprot.org/) to obtain a statistically significant 

identification.To achieve a valid identification with a high degree of confidence, each protein 

must have a minimum of two peptides corresponding to a P value below 0.05. Auto-validation 

of peptides from MASCOT search results was performed using the IRMa software (Dupierris 

et al., 2009). Subcellular localisation prediction of the proteins was achieved with PSORTb 

3.0.2 software (http://www.psort.org/psortb/).  In order to validate proteins for comparison, 

one of the strains must present at least 2 peptides corresponding to the protein and the other 

strain has a maximum of one peptide. Validated proteins were then organized by Cluster OG 

using the EggNOG 3.0 software (http://eggnog.embl.de/version_3.0/).   

http://www.psort.org/psortb/
http://eggnog.embl.de/version_3.0/
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Results 

Comparison of S. aureus RF122 and Newbould 305 gene content 

To investigate the genetic bases for the chronicity of N305 in bovine mastitis, we determined 

its genome sequence using Illumina technique (Bouchard et al., 2012). The general features of 

N305 genome are summarized in Table 1, which also includes general features of RF122 

(Herron-Olson et al., 2007). Analysis of N305 genome using the PIPS pipeline (Soares et al., 

2013) predicted the presence of 3 S. aureus Pathogenicity Islands (SaPIs) on contigs 2, 5 and 

6 and which include 19 CDSs highly similar to CDSs of already described SaPIbov4 and 

SaPIbov5, 25 CDSs highly similar to CDSs of SaPIbov5 and 24 CDSs highly similar to 

SaPIbov2. PIPS analysis also revealed the presence of two putative bacteriophages, on contig 

5, which contain 34 CDSs and 55 CDSs with homology to Bacteriophage 80alpha and 

bacteriophage 187, respectively. Predicted proteins were functionally categorized using the 

COGs database. The COGs distributions were similar in the two genomes (Figure 1 in 

supplemental data).  The majority of the genes (n= 2,518) were common to both strains. This 

core genome covers up to 91.5 % and 94.5 % of N305 and RF122 CDSs, respectively. The 

comparison of Newbould 305 and RF122 sequences however revealed some differences in 

their overall genome.  A total of 48,371 single nucleotide polymorphism (SNPs) were found 

in Newbould 305 compared to RF122. Among the SNPs located in CDSs, 10,470 were 

nonsynonymous and 1,690 corresponded to insertions or deletions. To better understand the 

genomic features responsible for variability of mastitis severity, we compared gene content of 

S. aureus RF122 and Newbould 305. We focused on genes that are suspected to be implicated 

in the chronicity of infections, i.e. genes reportedly involved in the biofilm formation, 

cytotoxicity and invasion capacities (Table 2). This revealed significant differences between 

RF122 and N305 strains in terms of virulent factors such as staphylococcal toxin genes. S. 

aureus RF122 carries many enterotoxin gene (including the bovine-associated variant of 

staphylococcal enterotoxin C carried by SaPIbov1; (Herron-Olson et al., 2007) as well as 

lukM/F’ gene respectively involved in immune response disturbance and cytotoxicity against 

polynuclear neutrophile mainly described during strong inflammatory reaction in mammary 

gland. In contrast, few enterotoxin genes were found in the N305 genome except a cluster of 

superantigen-like proteins (set) found in one of the SaPIs predicted by PIPS analysis (Table 

2). Although N305 possesses the lukF’ gene, it does not carry the lukM gene, whose product 

combines with lukF’ product to LukM/F’, a potent toxin reportedly involved in cytotoxicity 
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during gangrenous mastitis. Regarding hemolysin, gene contents were similar in the two  

genomes (presence of hla, hlb, hld, hlg). The virulence gene composition revealed the absence 

of TSST-1 (tst) and exfoliative B (etb) genes in the N305 genome, which can be correlated to 

the absence of SaPIbov1, a pathogenicity island that carries these two genes in RF122 

(Herron-Olson et al., 2007). This difference in terms of toxin gene content can indeed be 

correlated to the differences in Mobile Genetic Elements content in the two genomes. 

Regarding the genes involved in biofilm formation, the genomic analyses revealed that N305 

possesses all the entire ica operon and the bap locus. In contrast, the bap locus is absent in 

RF122 genome. We paid particular attention to the presence of the genes encoding surface 

proteins, notably the microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules 

(MSCRAMMs). A focus on MSCRAMMs genes revealed that their number is significantly 

higher in N305 than in RF122. N305 strain possesses two genes coding for fibronectin-

binding protein (fnbA and fnbB) whereas RF122 contains only one (fnbA) (Figure 1). 

Furthermore, the fnbA sequence in N305 has two additional fibronectin-binding domains 

compared to that of RF122, which could provide N305 with a higher fibronectin affinity. 

Other genes coding for surface proteins, like sasG and pls, which are key elements in the 

colonization of the host cells (Corrigan et al., 2007; Geoghegan et al., 2010; Hussain et al., 

2009), were found to be present in N305 and absent in the RF122 genome.   

Same biofilm formation and cytotoxicity capacities but higher invasion rate for 

Newbould 305 during in vitro assays 

Based on the differences in gene content revealed by the sequence analysis, one could expect 

phenotypic differences in terms of biofilm formation, cytotoxicity and invasion capacities. 

These three properties were tested in vitro at the phenotype level (see materials and methods 

for details). Despite clear differences in terms of content for toxin genes and genes involved 

in biofilm formation, the two strains did not show significant phenotypic differences. Indeed, 

RF122 and N305 showed the same ability to form biofilm on abiotic surface as determined by 

Crystal violet staining onto plastic surface (data not shown). Furthermore, the two strains 

showed the same cytotoxicity levels on  MAC-T cells after co-incubation with their respective 

culture supernatant (data not shown). In contrast, regarding invasion capacity, which includes 

bacterial adhesion and internalization, an in vitro assay on MAC-T cells revealed significant 

differences between RF122 and N305. Indeed, the average adhesion ability of RF122 was 

1.10
5
 CFU/mL whereas that of N305 reached 1.10

6
 CFU/mL (p<0.001). For average 
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internalization ability, RF122 reached 2.10
5
 CFU/mL whereas Newbould 305 reached 2,8.10

6
 

CFU/mL (p<0.0005) (Figure 2).  

Comprehensive analysis of S. aureus Newbould 305 proteomes.  

A comprehensive analysis of N305 proteomes (total cell, surface and secreted proteins) was 

carried out on cultures grown in conditions mimicking the mastitis context, as described 

previously (Le et al., 2009). N305 proteomes were compared to those of RF122. Total lysate 

proteins and secreted proteins were resolved by 2D-PAGE and the proteins that were found 

differentially produced (see materials and methods for selection criteria and details) were 

identified using NanoLC-MS/MS (Figure 3). Surface exposed proteins were identified by 

trypsin shaving followed by gel free NanoLC-MS/MS. Three biological replicates were used 

to achieve theses analyses.  

In this study a total of 216 proteins were categorized as differentially produced in N305 or 

RF122 and further identified. Sixty seven proteins (31 %) were identified as significantly 

overexpressed by RF122 and 149 (69 %) by N305. In more details, in culture supernatant, a 

total of 35 proteins (16.2 % of total proteins) were identified (Supplementary Table S1, 28.6 

% overexpressed in RF122 and 71.4 % in N305). In total lysate, 35 proteins (16,2 % of total 

proteins) were identified (Supplementary Table S2, 28,6 % overexpressed in RF122 and 71,4 

% in N305). The trypsin shaving enabled identifying 146 proteins (63 % of total 

proteins)(Supplementary Table S3, with 32,2 % overexpressed in RF122 and 67,8 % in 

N305). 

The secretome and shaving samples contained more cytoplasmic proteins in N305 than in 

RF122, suggesting that N305 presents an autolytic activity higher than that of RF122. 

However, growth of both strains in conditions similar to those used for protein sample 

preparation did not show any significant differences in terms of growth rate, final biomass and 

survival (up to 48 hours; data not shown). Presence of cytoplasmic proteins in surface 

exposed and secreted protein samples is thus likely to result from leaking or slight lysis of an 

N305 subpopulation during growth.  

Proteins were classified into COG according to their annotation. Most of the secreted and 

surface exposed proteins identified here belonged to cellular processes and signalling 

categories and poorly characterized proteins. Among these proteins, a number of exoproteases 

are found common to both strains (tables S1 and S3, supplemental data) and some 

exoproteases, like the Spl proteases, are also specifically found in N305. Virulence factors 
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(classified in the category of poorly characterized proteins) were also found specific to N305. 

These include hemolysins and leukotoxins (alpha- and gamma-hemolysins, LukS/F’) and 

proteins involved in adhesion to host tissues (e.g. Newbould305_1324, encoding an 

extracellular matrix and plasma binding protein) and in the evasion to host immune response 

(e.g. Spa, the Immunoglobulin G binding protein A; vWbp, with high homology to a bovine 

variant of vonWillbrand factor binding protein with a coagulase activity). As expected total 

proteins (as well as surface exposed proteins) comprise many more proteins that grouped in 

Metabolism categories. 
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Discussion 

S. aureus mastitis outcomes are highly variable and depend, in part, on strain-dependent 

features (Le Maréchal et al., 2011a). By contrast with mastitis induced by other pathogens, 

one of the most problematic traits of S. aureus mastitis is its low cure rate and its propensity 

to chronicity (Barkema et al., 2006 ; Barlow J., 2011) . Here, we finely characterized 

Newbould 305, an S. aureus strain that reproducibly induces mild and chronic mastitis in an 

experimental cow model and compared it to RF122, a well-documented S. aureus strain and 

representative of a common bovine mastitis-causing clone (Herron-Olson et al., 2007 ; Prasad 

and Newbould, 1968). Complementary approaches were used to gain insight in the molecular 

basis of S. aureus virulence variability in mastitis. These two strains belong to distinct 

sequence types (ST115 for N305 and ST151 for RF122) with N305 clustering in a group that 

includes several other bovine strains and strains from human or non-specified origin (Ben 

Zakour et al., 2008). Comparison of their genome sequences however showed strong 

similarities with a core genome (set of genes common to N305 and RF122) that comprises 

over 91 % of their gene content (Table 1). Despite this strong similarity, genomic differences 

were found in pseudogenes content. RF122 genome reportedly contains 70 pseudogenes 

(Herron-Olson et al., 2007) whereas only 6 pseudogenes are predicted in N305 genomes: splC 

(serine protease), CDSs Newbould305_0382 (encoding a bleomycin resistance protein), lip 

(encoding a triacylglycerol lipase precursor), plc (Newbould305_0635), and cbi (colbalt 

transporter ATP-binding subunit) pseudogenes result from a frameshift and geh (glycerol 

ester hydrolase) pseudogene result from an internal stop codon. Differences were also found 

in genes encoding toxins and surface proteins involved in host invasion. These genomic 

features were confirmed by phenotypic and proteomic characterization. Taken together, the 

combined results suggest that differences in surface protein belonging to the MRSCRAMMs 

family (Table 2) contribute to the differences observed in mastitis severity induced by these 

two strains. 

Inventory of mastitis-associated functions in Newbould 305 reflects host adaptation and 

propensity to chronic mastitis.   

Comparing N305 genome with that of RF122 revealed significant differences in genes 

encoding surface exposed and secreted proteins.  A series of 4 serine proteases including 

SplE, D, and F, encoded by the spl operon, were found in N305 supernatant (Table 3). The 

complete spl operon (splA, B, C, D, E, F; although splC is pseudogenized) is found in N305 
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whereas only splC, E, and F are found annotated in RF122 genome sequence and none of 

them were detected in RF122 proteome analysis. SplB and SplC were shown to degrade 

casein (Reed et al., 2001), which might help the strains to grow in this environment. Other  

differences were found in toxin genes content, which correlates with differences in MGE 

composition. RF122, associated to severe mastitis, is well-equipped in genes encoding 

enterotoxins, hemolysins, exfoliatin, toxic shock syndrome toxin, and leukocidin whereas 

N305 genome carries fewer and different toxin genes. The lukM gene whose product 

combines with LukF’ to form the potent LukM/F’leucotoxin, is missing in N305 whereas 

RF122 possesses the complete lukM/F’. N305 possesses the lukS/F’ genes and LukS and 

LukF’ subunits were found in N305 protein samples (Table 3). LukS can oligomerize with 

LukF’ for form a leukocidin toxin as well. However, Luk M/F’ leucotoxin, found in RF122,  

was shown to be associated with severe clinical mastitis and to be highly prevalent in 

gangrenous mastitis isolates (Rainard et al., 2003; Rainard, 2007). Other toxin genes are 

absent in N305 genome, as compared to RF122 genome and this could explain its less virulent 

phenotype. Genes encoding toxic shock syndrome toxin, exfoliatin B and entetoroxins like 

sec, carried by SaPIbov, and seg, sei, sen, seo, carried by an enterotoxin gene cluster (egc), 

are indeed present in RF122 and absent in N305 genome. Enterotoxins play a major role 

during staphylococcal infections and can induce a high immune response in the mammary 

gland (Haenni et al., 2011). Some of these differences in gene content were confirmed by the 

proteomic analysis of RF122 and N305 culture supernatants. However, despite significant 

genomic and proteomic differences, cytotoxicity of RF122 and N305 were comparable as 

shown in an in vitro MTT assay on MAC-T cells, in the conditions used here. This 

discrepancy between genomic and proteomic contents and the expected cytotoxicity 

phenotype underlines the importance of in vivo validation of in silico and proteomic 

predictions. S. aureus virulence is obviously associated to its gene content, but also to the 

capacity to express this genetic equipment in a specific context. The differences observed here 

advocate for a higher virulence in the mastitis reference strain RF122. However, this does not 

fully explain yet the milder and chronic symptoms observed in N305 induced mastitis. 

Interestingly, one of the N305 SaPIs predicted by PIPS analysis and absent in RF122 genome 

shares homology to SaPIbov5 recently described (Viana et al., 2011). This SaPI carries a 

CDS, Newbould305_0962 (automatically annotated Uncharacterized protein), which shares 

homology with SaPIbov4_ORF15, a gene encoding a bovine and SaPI-associated variant of 

vonWillbrand factor binding protein described in Staphylococcus aureus strain BA4 
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pathogenicity island SaPIbov4 (Viana et al., 2010). Newbould305_0962 product was also 

found in N305 surface exposed protein (Table S3). 

These bovine variants of Wbp, identified in SaPIbov4, and SaPIbov5 were shown to provide 

the carrier-S. aureus strains with the ability to specifically coagulate ruminant plasma (as 

shown with ovine plasma), whereas strains that do not carry these SaPIs (like RF122) 

coagulate rabbit plasma (usually used to assay coagulation capacities) but not ruminant ones 

(Viana et al., 2011). Whether the vWbp produced and exported by N305 is active on ruminant 

plasma remains to be shown. This observation however shows that N305 possesses species-

specific coagulation capacities and might thus be well-adapted to its bovine host.  

S. aureus Newbould 305 is well-armed to invade host cells.  

The genomic comparison of S. aureus N305 (Bouchard et al., 2012) and RF122 also revealed 

differences in colonization and invasion factors. Most of these factors belong to surface 

proteins called Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules (SERAMs) or Microbial 

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs), which 

participate in adhesion but also in internalization of S. aureus into host cells (Heilmann, 

2011). Secreted adhesins proteins, like SERAMs, or covalently-linked adhesins protein, like 

MSCRAMMs, interact with host proteins such as fibronectin, collagen and elastin and trigger 

invasion. Numerous studies report the importance of these factors during the infection. 

Especially, fibronectin-binding proteins are considered the major staphylococcal protein 

involved in S. aureus internalization into host cells (Fraunholz and Sinha, 2012).   

Focusing genome comparison of RF122 and N305 on the surface proteins revealed that N305 

is better equipped than RF122 for host invasion. S. aureus N305 indeed possesses two 

fibronectin-binding proteins (fnbA and fnbB) instead of one for RF122 (fnbA). Furthermore, 

the comparison of the predicted FnbA protein sequence revealed that N305 FnbA presents 

two additional fibronectin-binding domains compared to the RF122 one. This suggests a 

higher affinity of N305 for fibronectin, as fibronectin-binding proteins were shown to be 

indispensable for S. aureus internalization into host cells (Edwards et al., 2011a and 2011b ; 

Fraunholz and Sinha, 2012. Other surface protein genes were found missing in RF122 

genome and present in N305. These include sasG and pls genes, known to participate to host 

colonization and to modulate pathogens internalization. These in silico observations were 

confirmed through phenotypic characterization of adhesion and internalization capacities of 

both strains, tested in vitro on bovine MEC culture (MAC-T line). Adhesion and 
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internalization rates of N305 were indeed significantly higher than those of RF122. These 

capacities seem to favor S. aureus N305 host invasion and, together with the lower number of 

toxin genes and host-adaptation feature like the production of vWbp, could be an explanation 

for a lesser virulent, but chronic phenotype of S. aureus N305.  

Conclusions 

The current study provides an in-depth comparison of gene content, proteome and phenotypic 

capacities (cytotoxicity assay, biofilm formation and cell invasion) of N305, an S. aureus 

strain that reproducibly induced chronic mastitis in cows. These features were compared to 

that of RF122, a well-caharacterized strain, representative of the major clone involved in 

bovine mastitis. The results revealed that several systems could contribute to mastitis severity, 

including MGEs, toxins production and surface proteins. These findings indicate that N305 

harbors lesser toxin genes but more colonization and invasion factors than RF122, a more 

virulent mastitis strain. In vitro, only adhesion and internalization were significantly different 

between the two strains. Understanding S. aureus invasive mechanism represents a necessary 

step towards the development of strategies to prevent and combat infections. Although, no 

significant differences were observed in cytotoxicity or in biofilm formation despite clear 

differences in terms of toxin or biofilm associated genes, further experiments will be 

necessary to identify the ability of each strain to express its virulent factors in situ. 
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Table 1. General features of Newbould 305 and comparison to RF122 genome.  

 
Newbould305 RF122 

Size 2,791,699 bp 2,742,531 

GC % 32.8 32.8 

Number of CDS’s 2,752 2,664 

Number of SNPS 48,371  

CORE NB x RF122 
2,518 

(e-value = 1
e
-5/identity>70%) 

pseudogene 6 76 

Protein coding genes with 

COGs 
2,052 (70.53%) 1,903 (70.74%) 

rRNA genes 

5S rRNA = 7 

16S rRNA = 6 

23S rRNA =  7 

5S rRNA = 6 

16S rRNA = 5 

23S rRNA = 5 

tRNA genes 56 64 
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Table 2: Presence (+) or absence (-) of virulence-associated genes in RF122 and N305. 

Gene name 

Biofilm formation Function RF122 N305 

ica operon  Biofilm synthesis ica operon + + 

bap Biofilm associated protein - + 

ypfP, ltaA,S, tag and 

dlt operons Teichoic and Lipoteichoic acid synthesis + + 

cap operon Capsular polysaccharide biosynthesis + + 

Secreted toxins Function RF122 N305 

lukE Leukocidin LukE precursor + + 

lukD Leukocidin LukD precursor + + 

lukS Leukocidin/hemolysin toxin subunit S - + 

lukM Leukocidin chain lukM precursor + - 

lukF-PV Panton-Valentine leukocidin LukF-PV chain + + 

hla Alpha-hemolysin precursor + + 

hlb Beta-hemolysin precursor + + 

hlg (subunits A, B, 

C) Gamma-hemolysin component + + 

hld Delta-hemolysin + + 

atl Bifunctional autolysin precursor + + 

tst Toxic shock syndrome toxin 1 + - 

eta Exfoliative A + + 

etb Exfoliative B + - 

sea Staphylococcal enterotoxin A + + 

sec bov Bovine variant of Staphylococcal enterotoxin C + - 

seg Staphylococcal enterotoxin G + - 

sei Staphylococcal enterotoxin I + - 

sel Staphylococcal enterotoxin L + - 

sen Staphylococcal enterotoxin N + - 

seo Staphylococcal enterotoxin O + - 

Colonisation 

factors Function RF122 N305 

vwb 

Secreted von Willebrand factor-binding protein (Wbp) 

precursor + + 

vwbSbo5 SaPI-encoded variant of Wbp carried by SaPIbov5 - + 

clfA Clumping factor A + + 

clfB Clumping factor A + + 

fnbA Fibronectin binding protein A + + 

fnbB Fibronectin binding protein B - + 

stl Transcriptional Repressor SaPI + + 

eap Extracellular adherence protein + + 

sasG S. aureus surface protein G - + 

plsC 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase - + 

sak Staphylokinase - - 

spa Immunoglobulin G binding protein A precursor + + 
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 Figure 1 : S. aureus FnbA in protein structure comparison. FnbA in S. aureus 8325.4 

(SWISS-Prot P14738) contains 11 Fn-binding sites. FnbA from S. aureus Newbould 305 (A) and 

RF122 (B) showing the approximate position of the predicted FnbRs. High-affinity FnbRs are shaded. 

Also shown signal peptide (S), proline-rich repeats (PRR), cell wall-spanning sequence (W), 

membrane-spanning region (M). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Adhesion to and internalization into bMECof S. aureus strains RF122 and 

N305 (MOI of 100:1). Populations adhered to (A) and internalized into (B) bMEC were determined 

after 1 and 2 h of interaction, respectively. Data are presented as mean populations per well (i.e., 

corresponding to 2.5x10
5
 bMEC)  ± standard deviations. Each experiment was done in triplicate, and 

differences between groups were compared using Student’s t test. *** P < 0.0005. 

*** *** 
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Table 3: Compilation of proteins identified with the different methods used.  

 

         

Strain 
j 

Method 
k 

Description 
a 

Locus name 
b 

Access. 
c 

log(E value) 
d 

Cover. 
e 

Mass 
f 

NP 
g 

PAI 
h 

Loc. 
i 

RF122 N305 Exo. Tot. Shav. 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

                 Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 

                    Probable transglycosylase IsaA isaA Q2YWD9 -19,11 26 28,20 4 0,833 S X 

 

X 

 

X 

    Cell wall/membrane/envelope biogenesis 

                     Iron-regulated surface determinant protein B isdB Q2YX96 -110,18 39 72,00 25 1,219 W X 

 

X 

          Lipoteichoic acid synthase ltaS Q2YSL2 -71,63 33 74,20 16 1,050 C/M X 

 

X 

          Penicillin-binding protein 2  pbp2 Q2YY56 -19,82 14 80,20 6 0,212 C/M X 

   

X 

    Post-translational modification, protein turnover, and chaperones 

                    Serine protease SplE  splE J1EZ78 -10,09 10 25,60 2 0,250 C/M 

 

X X 

          Serine protease SplF  splF J0KV93 -56,13 72 25,60 15 1,889 S 

 

X X 

          Serine protease SplD  splD J0L226 -46,44 59 25,60 12 1,778 S 

 

X X 

          Serine proteinase  Newbould305_0049 J0UNB6 -65,13 45 27,80 16 2,556 S 

 

X X 

          Chaperone protein DnaK dnaK Q2YT47 -56,49 33 66,20 15 1,000 C X 

  

X 

         Alkyl hydroperoxide reductase subunit F ahpF Q2YVH8 -63,11 35 54,50 11 1,421 C/M X 

  

X 

         Alkyl hydroperoxide reductase subunit C ahpC Q2YVK2 -43,00 65 20,90 9 1,800 C X 

  

X 

     Defense mechanisms 

                     Alkaline shock protein 23 asp23 J0KY19 -7,51 15 18,60 2 0,400 U 

 

X 

 

X 

 INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 

                 Replication, recombination and repair 

                     Thermonuclease  nucI J0UHM2 -21,19 18 21,80 4 0,625 S 

 

X 

  

X 

METABOLISM 

                 Inorganic ion transport and metabolism 

                     Superoxide dismutase  sodM J0UM22 -18,62 38 22,90 5 0,556 S 

 

X X 

  POORLY CHARACTERIZED 

                     Alpha-hemolysin  hla J0KWK7 -81,73 70 36,20 19 1,294 S 

 

X X 

          Gamma-hemolysin component C  hlgC J1ET20 -61,41 46 35,50 17 1,438 S 

 

X X 

          Superantigen-like protein  set11 J1EYV1 -20,88 28 25,70 5 0,500 S 

 

X X 
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        Superantigen-like protein 7  set5 J1EYV6 -58,90 59 26,00 14 1,462 S 

 

X X 

   

Table 3 (continued) 

          

         

Strain 
j 

Method 
k 

Description 
a 

Locus name 
b 

Access. 
c 

log(E value) 
d 

Cover. 
e 

Mass 
f 

NP 
g 

PAI 
h 

Loc. 
i 

RF122 N305 Exo. Tot. Tryp. 

        Staphylococcal enterotoxin C-bovine sec-bov Q2YVN9 -80,55 57 31,20 20 2,000 S X 

 

X 

          Superantigen-like protein  Newbould305_1808 J0KPN6 -21,78 18 27,70 3 0,444 S 

 

X 

  

X 

        Gamma-hemolysin component A  hlgA J0KNX1 -9,58 17 36,30 3 0,231 S 

 

X 

  

X 

        Leukocidin S subunit  Newbould305_2380 J0KP92 -109,17 46 40,20 18 1,882 S 

 

X 

  

X 

        Leukocidin F subunit  Newbould305_2381 J1ET76 -84,54 38 38,60 11 1,267 S 

 

X 

  

X 

        Superantigen-like protein  set19 J0UMW3 -9,75 20 39,80 4 0,353 S 

 

X 

  

X 

        Extracellular matrix and plasma binding protein  Newbould305_1324 J0UKH8 -60,09 31 38,30 13 1,450 W 

 

X 

  

X 

        Immunoglobulin G binding protein A (Protein A) spa J1EXZ6 -184,02 43 56,80 20 2,160 W 

 

X 

  

X 

        Panton-Valentine leukocidin LukF-PV chain  SAB0783 Q2YWM7 -34,02 36 36,40 8 0,769 S 

 

X 

  

X 

        Leukocidin chain lukM  SAB0782 Q2YWM8 -35,33 29 35,00 7 0,588 S X 

   

X 

        Iron-regulated protein  isdD Q2YX93 -8,81 10 41,20 3 0,200 U X 

   

X 

        Leukotoxin E subunit  lukE Q2YTQ3 -20,97 20 34,60 5 0,333 S X 

   

X 

        Elastin-binding protein EbpS  ebpS Q2YY76 -27,20 10 52,90 5 0,400 C/M X 

   

X 

        Molecular chaperone Hsp31 and glyoxalase 3 hchA J1EVT7 -32,69 38 32,00 8 1,364 C 

 

X 

 

X 

 a
 : Proteins are classified in COG. Names are given according to annotation of genome sequences 

b
 : Correspond to the commonly found name of the gene 

c
 : Accessions numbers are given according to references on UniProtKB (http://www.uniprot.org) 

d
 : Probability of critical error in the protein identification given by the X!Tandem software 

e
 : % of the protein covered with the identified peptides 

f
 : Theoretical mass as predicted from the protein sequence 

g
 : Number of identified peptides 

h
 : Protein abundance index 

i
 : Predicted localisation based on PSORTb software. S=Extracellular C=Cytoplasmic C/M=Cytoplasmic/Membrane W=Cell wall U=Unknown 

j
 : Strain in which the protein was identified 

k
 : Method used to identify the protein Exo.=Proteins identified in supernatant Tot.=Proteins identified in total lysate Shav.=Proteins identified by trypsin shaving 
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Supplemental data. 
 

Table S1: Proteins identified as differentially secreted by S. aureus RF122 and N305. 

Description 
a
 RF122 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

               Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 

                   Probable transglycosylase IsaA 22 4,99E-06 2,1 isaA Q2YWD9 -19,11 26 28,20 4 0,83 S 

    Cell wall/membrane/envelope biogenesis 

                   Iron-regulated surface determinant protein B 1, 2, 3, 4, 5, 6 3,93E-05 2,4 isdB Q2YX96 -110,18 39 72,00 25 1,22 W 

        Lipoteichoic acid synthase 7 4,53E-04 2,1 ltaS Q2YSL2 -71,63 33 74,20 16 1,05 C/M 

        N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 14, 16 7,29E-05 2,4 SAB2519 Q2YZ57 -45,94 21 69,20 11 0,62 S 

METABOLISM 

               Nucleotide transport and metabolism  

                   Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 19 1,05E-05 2,2 guaB Q2YVL6 -22,08 13 52,70 5 0,20 C 

    Inorganic ion transport and metabolism 

                   Probable zinc-binding lipoprotein 8 2,79E-04 2 SAB2286c Q2YW05 -15,12 14 59,00 6 0,35 C/M 

    Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism 

                   D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1 18 4,14E-04 2,6 dltA Q2YWQ8 -14,13 10 54,50 3 0,18 C 

POORLY CHARACTERIZED 

                   Glycerol ester hydrolase 1, 2 9,76E-05 2,4 geh Q2YVD0 -42,68 22 72,20 9 0,42 S 

        Staphylococcal enterotoxin C-bovine 9, 10, 11, 12, 13 1,08E-06 3,8 sec-bov Q2YVN9 -80,55 57 31,20 20 2,00 S 

        Probable exported protein 17, 18 4,14E-04 2,6 SAB0387 Q2YVR3 -15,00 8 56,30 4 0,19 U 

            
Description 

a
 N305 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

               Post-translational modification, protein turnover, and 

chaperones 

                   Foldase protein PrsA  40 4,21E-07 6,6 prsA J0L203 -56,29 34 35,50 15 1,07 C/M 

        Coenzyme A disulfide reductase  29 2,21E-03 2 cdr J1EWL3 -62,67 44 49,20 14 0,63 C 

        Alkyl hydroperoxide reductase subunit C  

32, 34, 35, 36, 

51, 52 1,28E-04 2 ahpC J1EYK8 -19,09 27 20,90 3 0,30 C 

        Serine protease SplE  47, 48, 49 2,57E-04 3,3 splE J1EZ78 -10,09 10 25,60 2 0,25 C/M 

        Serine protease SplF  48, 49 2,57E-04 3,3 splF J0KV93 -56,13 72 25,60 15 1,89 S 

        Serine protease SplD  48 2,57E-04 3,3 splD J0L226 -46,44 59 25,60 12 1,78 S 

        Serine proteinase  47 1,07E-04 3,2 Newbould305_0049 J0UNB6 -65,13 45 27,80 16 2,56 S 

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 
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    Translation, ribosomal structure and biogenesis 

                   Elongation factor Ts  36, 37, 42 1,51E-05 2 tsf J0KWZ6 -91,77 68 32,40 21 1,56 C 

METABOLISM 

               Energy production and conversion 

                   Pyruvate dehydrogenase E1 component alpha subunit  32 7,32E-04 2,4 pdhA J0KP28 -8,58 7 41,30 2 0,15 C 

 

Table S1 (continued) 

           
Description 

a
 N305 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

        L-lactate dehydrogenase  50, 51, 52 2,44E-04 2,4 ldh J1EXA2 -31,90 22 34,30 6 0,54 C 

    Amino acid transport and metabolism 

                   Xaa-Pro dipeptidase-like protein 32 7,32E-04 2,4 Newbould305_0180 J0UNM4 -9,93 9 39,50 3 0,30 C 

        Thimet oligopeptidase  25 1,53E-03 2,4 pepB J1EWN7 -46,18 23 69,70 12 0,60 C 

    Carbohydrate transport and metabolism 

                   Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  32, 34, 35, 36 4,15E-06 4,1 gap J0KSH5 -17,63 22 36,20 5 0,46 C 

        Glucose-6-phosphate isomerase  30 2,18E-05 2,7 pgi J0UKP5 -101,03 55 49,70 22 2,06 C 

        2,3-bisphosphoglycerate-dependent           

            phosphoglycerate mutase  43, 44 6,54E-05 2,8 gpmA J1ET24 -67,89 64 26,60 15 1,42 U 

        UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase  32 7,32E-04 2,4 Newbould305_1539 J1EUY4 -40,81 35 44,80 12 0,75 C 

        Phosphoglycerate kinase  32, 33 7,32E-04 2,4 pgk J1EWC9 -86,90 55 42,50 19 1,11 C 

        Enolase  28, 31 3,75E-04 2,3 eno J1EWJ2 -104,19 57 47,00 20 1,15 C 

        Fructose-bisphosphate aldolase class 1  43 6,54E-05 2,8 fda J1EXA7 -83,88 65 32,90 18 1,80 U 

    Lipid transport and metabolism 

                   3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA synthase  34 4,15E-06 4,1 mvaS J1EX99 -26,02 30 40,90 9 0,60 C 

    Inorganic ion transport and metabolism 

                   Superoxide dismutase  51, 52 2,44E-04 2,4 sodM J0UM22 -18,62 38 22,90 5 0,56 S 

POORLY CHARACTERIZED 

                   Alpha-hemolysin  39, 40, 41, 47 4,21E-07 6,6 hla J0KWK7 -81,73 70 36,20 19 1,29 S 

        Gamma-hemolysin component C  40 4,21E-07 6,6 hlgC J1ET20 -61,41 46 35,50 17 1,44 S 

        Superantigen-like protein  48 1,07E-04 3,2 set11 J1EYV1 -20,88 28 25,70 5 0,50 S 

        Superantigen-like protein 7  46 1,32E-05 3,2 set5 J1EYV6 -58,90 59 26,00 14 1,46 S 
a
 : Proteins of each strain are classified in COG. Names are given according to annotation of genome sequences 

b
 : Spot numbers 

c
 : The ANOVA p-value indicates the degree of confidence of each fold change, determined by the SameSpot software on 3 biological replicates and 3 technical replicates 

d
 : The fold change is the rate of overexpression in one of the strains, determined by the SameSpot software 

e
 : Correspond to the commonly found name of the gene 

f
 : Accessions numbers are given according to references on UniProtKB (http://www.uniprot.org) 
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g
 : Probability of critical error in the protein identification given by the X!Tandem software 

h
 : % of the protein covered with the identified peptides 

i
 : Theoretical mass as predicted from the protein sequence 

j
 : Number of identified peptides 

k
 : Protein abundance index 

l
 : Predicted localisation based on PSORTb software. S=Extracellular C=Cytoplasmic C/M=Cytoplasmic/Membrane W=Cell wall U=Unknown  
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Table S2 :Proteins identified as differentially expressed in the total lysate by S. aureus RF122 and N305. 

Description 
a
 RF122 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

               Post-translational modification, protein turnover, and chaperones 

                  Chaperone protein DnaK 57, 62, 63, 64, 65 6,30E-06 4,3 dnaK Q2YT47 -56,49 33 66,20 15 1,00 C 

        Alkyl hydroperoxide reductase subunit F 57, 58, 59 5,01E-05 4,6 ahpF Q2YVH8 -63,11 35 54,50 11 1,42 C/M 

        Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 56 7,40E-04 2,5 ahpC Q2YVK2 -43,00 65 20,90 9 1,80 C 

        Probable protease (Zinc) protein 53 3,76E-05 2 SAB1141 Q2YXN7 -7,79 5 49,90 2 0,13 U 

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 

               Translation, ribosomal structure and biogenesis 

                   Elongation factor Ts 55 8,29E-04 3,7 tsf Q2YXL1 -26,13 23 32,30 5 0,39 C 

METABOLISM 

               Energy production and conversion 

                   Phosphotransacetylase 56 7,40E-04 2,5 pta Q2YS76 -43,29 42 34,90 9 0,83 U 

        ATP synthase subunit beta 53 3,76E-05 2 atpD Q2YUK1 -115,92 56 51,30 21 1,33 C/M 

    Carbohydrate transport and metabolism 

                   Enolase 53 3,76E-05 2 eno Q2YSE8 -86,66 52 47,00 15 1,20 C 

        Fructose-disphosphate aldolase class 1 60, 61 4,33E-04 6,3 fda Q2YWF3 -58,15 55 32,80 13 1,40 U 

    Coenzyme transport and metabolism 

                   Coenzyme A disulfide reductase 54 2,19E-09 16 cdr Q2YWW1 -67,61 29 49,20 8 0,42 C 

Description 
a
 N305 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

               Post-translational modification, protein turnover, and chaperones 

                  Thioredoxin reductase 85 6,52E-07 2,4 trxB J1EWC4 -45,94 42 33,50 11 1,10 C 

        Protein GrpE 88 9,35E-08 2,8 grpE J0KVU6 -7,36 13 23,90 2 0,25 C 

        Trigger factor 86 6,05E-05 4,4 tig J0KVL9 -32,61 16 48,40 5 0,46 C 

    Defense mechanisms 

                   Alkaline shock protein 23 98 3,80E-04 9,8 asp23 J0KY19 -7,51 15 18,60 2 0,40 U 

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 

               Translation, ribosomal structure and biogenesis 

                   Translation initiation factor IF-2 66 9,03E-04 2 infB J1ETX7 -18,74 6 77,70 3 0,10 C 
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        Elongation factor Tu 87, 93 1,92E-05 3 tuf J1EVM7 -21,55 12 43,00 3 0,35 C 

            Table S2 (continued) 

 

           
Description 

a
 N305 Spot 

b
 p-value 

c
 Fold 

d
 Locus 

e
 Access. 

f
 log(E value) 

g
 Cover. 

h
 Mass 

i
 NP 

j
 PAI 

k
 Loc. 

l
 

    Replication, recombination and repair 

                   DNA polymerase III subunit beta 81 5,46E-05 3,4 dnaN J1EXP8 -10,55 8 41,80 2 0,10 C 

METABOLISM 

               Energy production and conversion 

                   L-lactate dehydrogenase 83 1,50E-04 4 ldh J1EXA2 -68,53 49 34,30 11 1,38 C 

        Phosphotransacetylase 81 5,46E-05 3,4 eutD J0UJS8 -49,54 45 34,80 10 0,92 C 

        L-lactate dehydrogenase 74, 84 8,36E-07 5,7 ldh J0UMC4 -64,29 42 34,50 21 1,75 C 

    Amino acid transport and metabolism 

                   Ornithine cyclodeaminase protein 77 5,41E-04 4,1 Newbould305_0656 J0KU07 -5,02 8 37,70 2 0,17 C 

        Branched-chain-amino-acid aminotransferase 76 6,62E-04 3,4 Newbould305_1079 J0UJN7 -51,83 47 40,00 10 0,78 U 

        Branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase subunit E2 67 1,99E-02 3,7 pdhC J0KW19 -13,81 11 46,40 2 0,13 C 

        D-alanine aminotransferase 89, 91 3,62E-05 2,6 dat J1EZD0 -40,52 41 31,70 8 0,59 C 

        Proline dipeptidase 78, 80 8,49E-07 8,2 Newbould305_2310 J0UJ09 -19,86 20 39,20 5 0,50 C 

        Oligoendopeptidase F 66 9,03E-04 2 Newbould305_2157 J1EUN3 -29,36 12 69,10 5 0,24 C 

        Ornithine carbamoyltransferase 78 8,49E-07 8,2 arcB J0ULD6 -76,37 48 37,70 14 1,36 C 

    Carbohydrate transport and metabolism 

                   Triosephosphate isomerase 94 6,99E-04 2,9 tpiA J0UKG7 -20,62 24 27,20 4 0,29 C 

        Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 89 1,00E-03 4,7 gap J0KSH5 -14,29 8 36,20 2 0,31 C 

        Phosphoglycerate kinase 79 4,35E-05 4,4 pgk J1EWC9 -63,97 44 42,50 11 0,67 C 

        Transketolase 67, 89 1,00E-03 4,7 Newbould305_2114 J1EUC2 -84,78 35 72,10 16 0,69 U 

        Putative translaldolase 97 1,98E-04 2,5 Newbould305_0104 J1EZA8 -24,29 36 25,60 6 0,58 C 

        6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 71 3,51E-05 3,1 gnd J0UIZ1 -20,99 10 51,70 4 0,26 C 

    Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism 

                  Acetoin reductase 95 1,07E-04 4,1 Newbould305_0667 J1EXV9 -10,20 16 27,10 3 0,38 C 

POORLY CHARACTERIZED 

                   UPF0447 protein Newbould305_1113 96 1,07E-04 2,2 Newbould305_1113 J1EVS0 -16,53 21 29,30 4 0,56 U 
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        Molecular chaperone Hsp31 and glyoxalase 3 89, 90, 91 3,62E-05 2,6 hchA J1EVT7 -32,69 38 32,00 8 1,36 C 
a
 : Proteins of each strain are classified in COG. Names are given according to annotation of genome sequences 

b
 : Spot numbers 

c
 : The ANOVA p-value indicates the degree of confidence of each fold change, determined by the SameSpot software on 3 biological replicates and 3 technical replicates 

d
 : The fold change is the rate of overexpression in one of the strains, determined by the SameSpot software 

e
 : Correspond to the commonly found name of the gene 

f
 : Accessions numbers are given according to references on UniProtKB (http://www.uniprot.org) 

g
 : Probability of critical error in the protein identification given by the X!Tandem software 

h
 : % of the protein covered with the identified peptides 

i
 : Theoretical mass as predicted from the protein sequence 

j
 : Number of identified peptides 

k
 : Protein abundance index 

l
 : Predicted localisation based on PSORTb software. S=Extracellular C=Cytoplasmic C/M=Cytoplasmic/Membrane W=Cell wall U=Unknown 
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Table S3 : Proteins identified with the trypsin shaving method. 

Description 
a 
RF122 Locus name 

b
 Access. 

c
 log(E value) 

d
 Cover. 

e
 Mass 

f
 NP 

g
 PAI 

h
 Loc. 

i
 

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

            Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 

                Probable transglycosylase IsaA  isaA Q2YWD9 -64,45 47 24,20 10 4,25 S 

    Cell wall/membrane/envelope biogenesis 

                Probable exported protein  SAB2519 Q2YZ57 -23,92 10 69,20 4 0,29 S 

        Penicillin-binding protein 2  pbp2 Q2YY56 -19,82 14 80,20 6 0,21 C/M 

        N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase sle1  sle1 Q2YVT4 -14,69 16 35,80 4 0,38 W 

    Post-translational modification, protein turnover, and chaperones 

                Probable thioredoxin  SAB0762c Q2YWM3 -5,84 24 12,00 2 0,40 C 

        Probable serine protease  SAB1586 Q2YTG2 -14,24 16 45,60 4 0,24 C/M 

    Signal transduction mechanisms 

                S-ribosylhomocysteine lyase  luxS Q2YUL9 -5,47 17 17,50 2 0,60 C 

        Serine-protein kinase RsbW  rsbW Q2YUI8 -5,87 13 17,80 2 0,20 C 

        Histidine protein kinase SaeS  saeS Q2YSM6 -6,86 9 39,60 2 0,25 C/M 

    Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 

                Type-I signal peptidase  spsB Q2YWR9 -18,30 28 21,60 5 0,46 W 

    Defense mechanisms 

                Lipid II:glycine glycyltransferase  femX Q2YYN5 -20,68 8 48,40 3 0,19 C 

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 

            Translation, ribosomal structure and biogenesis 

                30S ribosomal protein S6  rpsF Q2YVJ2 -10,10 52 11,50 5 0,86 C 

        50S ribosomal protein L28  rpmB Q2YXJ2 -4,47 23 6,90 2 1,00 C 

        50S ribosomal protein L18  rplR Q2YYL3 -11,99 33 13,00 4 1,00 C 

        30S ribosomal protein S18  rpsR Q2YVJ0 -15,52 32 9,20 4 2,00 C 

        50S ribosomal protein L17  rplQ Q2YYM3 -15,45 22 13,70 2 0,75 C 

        50S ribosomal protein L30  rpmD Q2YYL5 -11,70 36 6,50 2 0,50 C 

        Translation initiation factor IF-3  infC Q2YTA9 -5,42 10 20,10 2 0,29 C 

        Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  pheS Q2YX87 -11,97 8 40,00 2 0,17 C 

    Transcription 

                Probable exported protein  SAB0922c Q2YX19 -18,61 26 46,00 5 0,38 C/M 

        Putative uncharacterized protein  SAB0063 Q2YUV7 -30,92 29 29,50 6 0,41 C 

        Transcription termination/antitermination protein nusG  nusG Q2YSC5 -6,97 13 20,60 2 0,18 C 

    Replication, recombination and repair 

                DNA ligase  ligA Q2YU70 -4,23 4 74,90 2 0,05 C 
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METABOLISM 

            Energy production and conversion 

                Probable quinol oxidase subunit 2  qoxA Q2YX14 -20,62 20 41,70 6 0,58 C/M 

Table S3 (continued) 

Description 
a
 Locus name 

b
 Access. 

c
 log(E value) 

d
 Cover. 

e
 Mass 

f
 NP 

g
 PAI 

h
 Loc. 

i
 

        Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+]  gpsA Q2YY82 -8,60 10 36,00 3 0,25 C 

        Probable alcohol dehydrogenase  SAB1296c Q2YY27 -21,82 17 35,50 4 0,54 U 

        Isocitrate dehydrogenase [NADP]  citC Q2YTE6 -7,09 6 46,30 2 0,13 C 

    Nucleotide transport and metabolism  

               Deoxyribose-phosphate aldolase 1  deoC1 Q2YUU4 -9,97 12 23,40 2 0,18 C 

       Orotate phosphoribosyltransferase  pyrE Q2YXG3 -8,59 21 22,00 2 0,25 C 

    Carbohydrate transport and metabolism 

                Probable uridylyltransferase SAB2052c  SAB2052c Q2YYH4 -8,90 7 44,80 2 0,10 C 

        2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase  Pgm Q2YSE9 -9,22 4 56,30 2 0,19 C 

        Probable exported protein  SAB1633c Q2YTL2 -6,55 14 32,40 2 0,21 S 

    Coenzyme transport and metabolism 

                Demethylmenaquinone methyltransferase  ubiE Q2YY85 -10,47 10 27,20 2 0,17 U 

    Lipid transport and metabolism 

                1-phosphatidylinositol phosphodiesterase  Plc Q2YUT1 -27,62 24 36,90 6 0,89 S 

    Inorganic ion transport and metabolism 

                Probable membrane protein  SAB1406 Q2YSZ5 -7,96 15 14,70 2 0,40 U 

POORLY CHARACTERIZED 

                Ser-Asp rich fibrinogen-binding/bone sialoprotein-binding protein  SAB0513 Q2YSA1 -232,64 45 120,70 33 1,06 W 

        Panton-Valentine leukocidin LukF-PV chain  SAB0783 Q2YWM7 -34,02 36 36,40 8 0,77 S 

        Leukocidin chain lukM  SAB0782 Q2YWM8 -35,33 29 35,00 7 0,59 S 

        Putative uncharacterized protein  SAB1759 Q2YTX0 -23,39 29 19,20 4 1,20 U 

        Probable lipoprotein  SAB0692 Q2YSI9 -12,07 14 34,30 4 0,25 U 

        Iron-regulated protein  isdD Q2YX93 -8,81 10 41,20 3 0,20 U 

        Probable lipoprotein  SAB1403 Q2YSZ8 -6,23 15 21,30 2 0,25 S 

        Leukotoxin E subunit  lukE Q2YTQ3 -20,97 20 34,60 5 0,33 S 

        Elastin-binding protein EbpS  ebpS Q2YY76 -27,20 10 52,90 5 0,40 C/M 

        UPF0342 protein SAB1778c  SAB1778c Q2YTZ2 -27,39 53 13,20 3 0,63 C 

        Putative uncharacterized protein  SAB0328c Q2YVI0 -11,50 14 23,60 3 0,33 U 

        Putative uncharacterized protein  SAB1052 Q2YXD4 -14,83 20 25,50 3 0,44 C 

         
Description 

a
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b
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c
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e
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CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 

            Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 

                Septation ring formation regulator EzrA  ezrA J1EZG0 -50,38 18 66,10 6 0,24 C/W 

        Iron-sulfur cluster repair protein ScdA  scdA J0UMD9 -8,72 17 25,40 3 0,25 C 

    Cell wall/membrane/envelope biogenesis 

                Elongation factor 4  lepA J1EZS2 -9,48 4 68,00 2 0,08 C/W 

 

Table S3 (continued) 
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        Undecaprenyl-PP-MurNAc-pentapeptide-UDPGlcNAc GlcNAc transferase murG J1EUR0 -11,35 8 39,60 2 0,13 C/W 

        UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase  murB J0KZ95 -6,26 8 33,70 2 0,15 C 

        UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase  murD J0KWM8 -8,80 8 49,70 2 0,18 C 

    Post-translational modification, protein turnover, and chaperones 

                ATP-dependent protease subunit HslV  hslV J0KWZ1 -20,34 19 19,50 3 0,63 C 

        Thioredoxin reductase  trxB J1EWC4 -10,49 10 33,50 2 0,20 C 

        Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA  msrA J0KQP0 -19,91 24 20,50 3 0,50 U 

    Signal transduction mechanisms 

                Universal stress protein family protein  Newbould305_0182 J1EZI3 -18,69 28 15,20 3 0,50 U 

        Two-component response regulator  yycF J0L0Q9 -14,60 25 27,40 4 0,42 C 

    Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 

                Signal recognition particle protein  Ffh J0KPU1 -20,71 10 50,60 3 0,20 C/W 

    Defense mechanisms 

                ABC transporter  Newbould305_0374 J1EWZ5 -5,71 9 25,70 2 0,17 C/W 

        ATP-binding ABC transporter protein  Newbould305_1348 J1EWF8 -9,26 8 38,10 2 0,15 C/W 

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 

            Translation, ribosomal structure and biogenesis 

                Pseudouridine synthase  rluB J1EUZ6 -17,69 20 27,90 3 0,25 C 

        Tyrosine--tRNA ligase  tyrS J1EZG1 -12,66 12 47,50 3 0,19 C 

        Isoleucine--tRNA ligase  ileS J0KWN8 -103,54 27 104,70 18 0,59 C 

        Arginine--tRNA ligase  argS J0KYW4 -20,43 8 62,20 3 0,10 C 

        Leucine--tRNA ligase  leuS J0UNH6 -18,84 10 91,60 3 0,12 C 

        Peptide chain release factor 3  prfC J0KSW0 -10,23 6 59,40 2 0,11 C 

        Peptide deformylase  Def J0UGP6 -6,66 12 20,50 2 0,25 C 

        Uncharacterized protein  Newbould305_0284 J1EZR2 -45,86 72 11,00 6 2,25 C 

        UPF0477 protein Newbould305_1457  Newbould305_1457 J0KSV1 -22,60 27 19,20 3 0,63 C 
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    Transcription 

                Rrf2 family transcriptional regulator  Newbould305_0252 J1EZQ2 -34,18 44 15,50 4 1,00 C 

        Redox-sensing transcriptional repressor rex  Rex J1ET27 -11,38 15 23,50 3 0,30 C 

        HTH-type transcriptional regulator rot  Rot J0L278 -21,52 26 19,30 5 1,00 U 

        Uncharacterized protein  Newbould305_2350 J0KP60 -10,22 11 26,00 2 0,22 C 

    Replication, recombinaison and repair 

                Transcription-repair coupling factor  Newbould305_2621 J0KVM9 -6,61 2 134,00 2 0,04 C 

        Thermonuclease  nucI J0UHM2 -21,19 18 21,80 4 0,63 S 

        DNA gyrase subunit B  gyrB J1EXV7 -12,87 9 72,40 4 0,14 C 

        Chromosomal replication initiator protein DnaA  dnaA J0KTV1 -11,80 9 51,80 3 0,11 C 

        Primosomal protein DnaI  dnaI J0UNP2 -11,74 10 35,50 2 0,13 C 

 

Table S3 (continued) 
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        DNA polymerase  polA J1EZI5 -7,59 3 99,00 2 0,05 C 

METABOLISM 

            Energy production and conversion 

                Glycerol kinase  glpK J0KX39 -16,25 10 55,50 4 0,17 C 

        2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase  Pgm J0KZB7 -13,30 5 56,30 2 0,13 C 

        Phosphotransacetylase  eutD J0UJS8 -6,41 13 34,80 2 0,17 C 

        Dihydrolipoyl dehydrogenase  pdhD J0UGP2 -11,47 9 49,30 3 0,17 C 

        Zinc-containing alcohol dehydrogenase superfamily protein  Newbould305_1739 J0KRK1 -10,76 7 36,50 2 0,17 C 

    Amino acid transport and metabolism 

                Probable glycine dehydrogenase [decarboxylating] subunit 2  gcvPB J0UP14 -30,75 30 54,70 6 0,43 C 

        Arginine deiminase  arcA J0L0F5 -10,33 11 46,80 4 0,16 C 

        Probable glycine dehydrogenase [decarboxylating] subunit 1  gcvPA J1EZX4 -16,83 14 49,60 3 0,25 C 

        Proline dipeptidase  Newbould305_2310 J0UJ09 -22,99 14 39,20 4 0,44 C 

        Bifunctional 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase/chorismate mutase  aroA J1EZF3 -18,68 23 40,50 4 0,45 C 

        Aminopeptidase  Newbould305_2446 J1ETE6 -8,35 8 46,80 3 0,14 C 

        Cytosol aminopeptidase  Newbould305_1382 J0KSP0 -10,49 9 54,00 3 0,15 C 

        Histidinol-phosphate aminotransferase  hisC J1EW94 -9,73 7 39,70 2 0,14 U 

        Uncharacterized protein  Newbould305_0930 J0L1M4 -20,58 26 21,20 4 0,40 U 

    Nucleotide transport and metabolism 

                Phosphoribosylamine--glycine ligase  purD J1EX21 -59,75 30 45,70 9 0,56 C 

        Deoxyribose-phosphate aldolase  deoC1 J0UM27 -10,78 12 23,40 2 0,18 C 
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        Bifunctional protein PyrR  pyrR J1ETU6 -25,30 40 19,00 6 0,50 C 

        Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase ATPase subunit  purK J0KSZ4 -11,19 10 42,30 3 0,19 C/W 

        Phosphoribosylformylglycinamidine synthase, purS  Newbould305_1509 J0UKY0 -8,85 27 9,80 2 0,40 C 

    Carbohydrate transport and metabolism 

                Aerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase  glpD J1EU92 -19,57 7 62,20 4 0,18 C 

        Phosphoglucomutase  Newbould305_2517 J1ESV1 -8,71 4 61,50 2 0,07 C 

    Lipid transport and metabolism 

                Isoprenyl transferase  uppS J1ETW9 -6,18 18 29,80 2 0,27 C 

        2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase  ispD J0L191 -18,25 20 26,60 4 0,53 U 

        Cardiolipin synthase  Cls J1EU91 -6,68 4 56,30 2 0,11 C/W 

        Carboxylesterase  Newbould305_2553 J0KNT7 -11,33 7 51,90 3 0,18 C 

        FMN-dependent NADH-azoreductase  azoR J1EY78 -22,41 23 23,30 4 0,33 C 

    Coenzyme transport and metabolism 

                Lipoate-protein ligase A  Newbould305_1469 J0UKU6 -25,40 38 37,80 5 0,75 C 

        Glutamine amidotransferase subunit PdxT  pdxT J1EVJ4 -10,82 24 20,50 3 0,27 C 

        Phosphomethylpyrimidine kinase  Newbould305_1105 J0KYU1 -9,42 8 29,80 2 0,15 U 

        2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase  Kbl J0KYQ9 -5,93 6 42,80 2 0,10 C 
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        3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase  panB J0L0A9 -5,58 9 28,10 2 0,18 U 

    Inorganic ion transport and metabolism 

                Toxic ion resistance protein  Newbould305_2180 J0UHQ3 -17,75 8 43,30 2 0,08 U 

        Potassium uptake protein  Newbould305_1530 J0KZY5 -19,37 27 24,20 3 0,71 C 

        Sulfite reductase flavoprotein  cysJ J0L0D8 -6,24 4 71,50 2 0,10 C/W 

        Uncharacterized protein  Newbould305_1190 J0KZ16 -17,16 13 23,60 2 0,25 C 

        Iron compound ABC transporter, iron compound-binding protein  Newbould305_2377 J0UGV2 -22,82 17 34,70 4 0,27 C/W 

        Aerobactin biosynthesis protein  Newbould305_1550 J0UJ25 -34,20 16 75,90 8 0,28 C 

        Cysteine synthase A protein  Newbould305_0655 J1EY01 -20,51 21 35,80 4 0,45 C 

    Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism 

                Surfactin/siderophore synthetase  Newbould305_0718 J0UM69 -6,84 1 273,80 3 0,04 C 

        Surface protein  Newbould305_0674 J0L0X0 -61,75 52 26,40 9 2,43 W 

POORLY CHARACTERIZED 

                Uncharacterized protein  Newbould305_1141 J1EW07 -34,43 45 18,50 6 1,17 U 

        UPF0042 nucleotide-binding protein Newbould305_1300  Newbould305_1300 J0KZB2 -15,86 20 34,70 5 0,33 C 
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        Putative ATP-dependent protease protein  clpB J0KSR9 -26,17 10 98,20 4 0,13 C 

        Uncharacterized protein Newbould305_1086 J1EVU8 -23,52 40 20,80 4 0,40 U 

        Uncharacterized protein  Newbould305_2029 J1EU25 -9,56 44 8,10 2 3,00 U 

        Uncharacterized N-acetyltransferase Newbould305_1819  Newbould305_1819 J1ETJ0 -11,42 34 16,90 3 0,67 U 

        Uncharacterized protein  Newbould305_0962 J0KUT2 -4,97 3 57,40 2 0,09 S 

        Uncharacterized protein  Newbould305_1304 J0UKG2 -6,23 7 34,20 2 0,13 U 

        UPF0297 protein Newbould305_0263  Newbould305_0263 J0KVR6 -4,37 28 10,20 2 0,50 U 

        Probable transcriptional regulatory protein  Newbould305_1196 J1EW64 -18,29 23 26,20 3 0,83 C 

        Lipoprotein  Newbould305_2546 J0KVT0 -9,85 17 17,20 2 0,33 U 

        GTPase obg  obgE J0UNR6 -7,85 6 47,10 2 0,08 C 

        Gamma-hemolysin component A  hlgA J0KNX1 -9,58 17 36,30 3 0,23 S 

        Leukocidin S subunit  Newbould305_2380 J0KP92 -109,17 46 40,20 18 1,88 S 

        Leukocidin F subunit  Newbould305_2381 J1ET76 -84,54 38 38,60 11 1,27 S 

        Superantigen-like protein  set19 J0UMW3 -9,75 20 39,80 4 0,35 S 

        Extracellular matrix and plasma binding protein  Newbould305_1324 J0UKH8 -60,09 31 38,30 13 1,45 W 

        Superantigen-like protein  Newbould305_1808 J0KPN6 -21,78 18 27,70 3 0,44 S 

        Ribosome biogenesis GTPase A  rbgA J0KQ05 -6,98 15 33,30 2 0,20 C 

        PilT domain-containing protein  Newbould305_1050 J0KYN4 -19,80 21 38,80 3 0,36 C/W 

        Immunoglobulin G binding protein A (Protein A)  Spa J1EXZ6 -184,02 43 56,80 20 2,16 W 

        Alkaline shock protein 23  asp23 J0KY19 -8,16 18 19,10 2 0,29 U 

        tRNA modification GTPase MnmE  mnmE J0ULU6 -9,88 5 51,20 2 0,14 C 

        7-cyano-7-deazaguanine synthase  queC J0KSC2 -10,29 11 24,80 2 0,17 C 

        5'-nucleotidase, lipoprotein e(P4) family protein  Newbould305_0857 J1EYC5 -10,45 15 33,30 3 0,57 U 
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        GTP cyclohydrolase FolE2  folE2 J0KRT2 -10,18 14 33,30 3 0,19 C 
 

a
 : Proteins of each strains are classified in COG. Names are given according to annotation of genome sequences 

b
 : Correspond to the commonly found name of the gene 

c
 : Accessions numbers are given according to references on UniProtKB (http://www.uniprot.org) 

d
 : Probability of critical error in the protein identification given by the X!Tandem software 

e
 : % of the protein covered with the identified peptides 

f
 : Theoretical mass as predicted from the protein sequence 
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g
 : Number of identified peptides 

h
 : Protein abundance index 

i
 : Predicted localisation based on PSORTb software. S=Extracellular C=Cytoplasmic C/M=Cytoplasmic/Membrane W=Cell wall U=Unknown 
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Figure S1: Protein classification of S. aureus Newbould 305 in the biological process 

Assignment of protein function to ORFs of the two genomes (New bould and RF122) was 

performed manually using results from BLASTP, and the COG (Clusters of Orthologous 

Groups, Tatusov et al., 2000). The COGs distributions were similar among the four species. 

However, the most abundantly represented categories are linked to Amino acid transport and 

metabolism in both strains, and the percentage of genes encoding transposases and their 

inactivated derivatives (COG L) was 5.5 % of the total genes with COGs classifications in 

Newbould305 
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  Les mammites chez les ruminants représentent encore aujourd’hui un problème 

sanitaire majeur pour les élevages, malgré l’amélioration des conditions d’hygiène lors de la 

traite. Outre l’impact sur le bien-être animal, ces infections intra-mammaires représentent de 

lourdes pertes économiques pour l’ensemble de la filière laitière (Bradley et al., 2002 ; Boutet 

et al., 2005 ; Fox et al., 2009 ; Sordillo et al., 2011).  

 

 Nous avons précédemment vu que S. aureus représente l’un des principaux pathogènes 

impliqués dans les mammites. Il provoque des infections intra-mammaires de degrés de 

sévérités variables, et surtout, évoluant fréquemment vers la chronicité (Hensen et al., 2000 ; 

Bannerman et al., 2004 ; Viana et al., 2010).  

 

 A l’heure actuelle, la prévention (vaccinale) ou le traitement (antibiothérapie) se 

montrent peu efficaces à l’encontre de ce pathogène (échappement face au système 

immunitaire et antibiorésistance) (Barkema et al., 2006 ; Pereira et al., 2010 ; Wallemacq et 

al., 2010 ; Sandholm et al., 1990). De plus, les risques d’émergence et de propagation de 

souches résistantes aux antibiotiques ont conduit le ministère de l’agriculture à mettre en 

place un plan EcoAntibio 2012-2017, visant à un usage prudent et raisonné des antibiotiques, 

se traduisant par des objectifs qualitatifs et quantitatifs : réduire de 25 % en 5 ans, l’usage des 

antibiotiques en médecine vétérinaire. Dans ce contexte, il existe donc aujourd’hui une réelle 

nécessité de moyens de lutte alternatifs contre les mammites, moyens préventifs et curatifs. 

 

 

 L’un des concepts alternatifs émergent pour la lutte contre les mammites, repose sur le 

principe de « lutte biologique ». La mise en évidence de liens existant entre la composition 

d’un microbiote donné et la santé de l’hôte est à l’origine d’un réel intérêt pour les approches 

écosystémiques de gestion de la santé humaine et animale et le développement de solutions 

probiotiques. Ceci se traduit d’ailleurs par une expansion du marché des probiotiques, de 24 

milliards de dollars en 2011 à une estimation autour de 36 milliards de dollars en 2017 

d’après l’agence Markets and Markets (http://www.marketsandmarkets.com/nutraceutical-

wellness-food-market-research-70.html). 

 

 Les probiotiques, présentant un effet bénéfique pour la santé, sont de plus en plus utilisés 

dans les écosystèmes naturels, tels que l’écosystème intestinal ou vaginal (Reid G., 1999 ; 

2002 ; 2006 ; Falagas et al., 2006 ; Ouwehand et al., 2002). Ces deux écosystèmes, qui sont 

http://www.marketsandmarkets.com/nutraceutical-wellness-food-market-research-70.html
http://www.marketsandmarkets.com/nutraceutical-wellness-food-market-research-70.html
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sans aucun doute les mieux caractérisés chez l’Homme, renferment un microbiote diversifié. 

Au sein de ce microbiote existe un équilibre fragile entre des espèces de pathogènes 

opportunistes (Escherichia coli, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus...) et 

commensales non pathogènes (Lactobacillus sp, Bacteroides, Bifidobacterium...), permettant 

le maintien d’une homéostasie de la réponse immunitaire innée et adaptative au sein de cet 

écosystème (Cribby et al., 2004 ; Nader-Macias et al., 2008). Ce fragile équilibre repose 

généralement sur la présence dans ces écosystèmes de microflore assurant le rôle de barrière 

microbiologique vis-à-vis des pathogènes potentiels (Reid G., 1999 ; 2002 ; 2006). La perte 

de cet équilibre conduit à l’apparition d’une dysbiose, définie comme une modification de la 

composition et/ou de l’abondance des populations bactériennes endogènes. Ce déséquilibre 

peut ainsi augmenter le risque, la fréquence et aussi l’intensité des infections par des espèces 

pathogènes (Garn et al., 2013).  

 

 Dans ces cas précis, il a été prouvé que l’introduction de probiotiques favorise un 

retour à un état d’équilibre et permet de restaurer l’effet barrière (Ouwehand et al., 2002). Les 

probiotiques sont idéalement isolés de l’écosystème ciblé et supposés, de ce fait, mieux 

adaptés à cet environnement. L’ajout dans l’écosystème de probiotiques peut alors favoriser 

l’élimination ou limiter l’implantation du pathogène et a posteriori, réduire les symptômes 

associés aux désordres (Ouwehand et al., 2002). L’effet protecteur assuré par les flores 

probiotiques peut reposer, soit sur un effet direct sur les flores pathogènes, par exemple, via 

une inhibition de la croissance bactérienne ou bien même de sa virulence, soit un effet 

indirect, par exemple via une compétition nutritionnelle, une occupation de la niche 

écologique et donc des sites de colonisation du pathogène, ou bien encore via une stimulation 

du système immunitaire de l’hôte favorisant l’élimination du pathogène (Cf Chapitre I-D ; 

Reid G., 2001 ; Ouwehand et al., 2002).  

  

 Parmi les souches bactériennes à effet bénéfique sur la santé de l’hôte, les bactéries 

lactiques, et plus précisément, les Lactobacillus, représentent des candidats de choix, en 

raison du statut QPS et/ou GRAS qui leur est souvent associé. En outre, les effets bénéfiques 

des BL sont largement rapportés dans les contextes intestinal et vaginal, en particulier chez 

l’Homme (Cf Chapitre I-D). Les bactéries lactiques sont largement utilisées également dans 

des solutions probiotiques pour les animaux même si les mécanismes sous-jacents sont moins 

caractérisés. Un chapitre de livre est en cours préparation mettant en avant l’utilisation de 

bactéries lactiques en production et santé animale (Bouchard et al., en préparation)  
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 Chez les ruminants laitiers (vache essentiellement), l’intérêt pour les différents 

microbiotes -associés au rumen, au vagin ou à la mamelle- est grandissant et ces microbiotes 

sont de mieux en mieux caractérisés, notamment avec la mise en place d’approches 

métagénomiques (Cf Chapitre I-D). En particulier, le microbiote mammaire bovin a été 

caractérisé par pyroséquençage des ADN16S à des fins essentiellement de diagnostic 

(Oikonomou et al., 2012). Ces études sur le microbiote mammaire chez le bovin mettent 

l’accent sur une corrélation entre composition/abondance de l’écosystème et l’état sanitaire de 

l’animal. Ces observations témoignent que la notion de dysbiose peut s’appliquer à 

l’écosystème mammaire. Par conséquent, l’utilisation d’une approche probiotique pour la 

prévention ou le traitement des mammites semble une alternative pertinente. D’ailleurs, les 

premières études sur modèle bovin réalisées en Irlande et en Argentine ont montré des 

résultats très prometteurs avec des BL dans les 2 cas (Cf Chapitre I-D) (Klostermann et al., 

2008 ; Crispie et al., 2008 ; Frola et al., 2012). 

Dans ce contexte, notre objectif était de mieux caractériser la composante lactique de 

l’écosystème mammaire bovin et d’évaluer son potentiel probiotique dans le cadre de la 

prévention et du traitement des infections opportunistes de la glande mammaire.  

 

 Dans ce chapitre, nous présenterons les résultats d’une campagne de prélèvements qui 

a permis l’isolement de bactéries lactiques issues de l’écosystème mammaire bovin et la 

caractérisation de certaines de leurs propriétés en lien avec leur potentiel probiotique. La 

campagne de prélèvements et d’identification a été réalisée au premier trimestre 2012, dans le 

cadre du stage de Master de Taous Saraoui, que j’ai encadrée, et en collaboration avec 

InterBioBretagne, une association pour le développement de l’agriculture biologique en 

Bretagne, qui nous a permis de réaliser notre campagne de prélèvements sur 2 exploitations 

appartenant à son réseau d’agriculteurs. Cette campagne de prélèvements est résumée dans 

l’article ci-dessous et a fait l’objet d’une publication de vulgarisation dans une brochure 

destinée aux membres du réseau InterBioBretagne (Cf Annexe II). Le travail de 

caractérisation des souches a été partagé entre Bianca Seridan, doctorante dans l’équipe et 

moi-même. Les critères que nous avons recherchés sont ceux généralement retenus pour le 

développement de souches probiotiques (Reid et al., 1999 ; 2001 ; 2002 ; 2006).  

 Les propriétés de surfaces des souches, notamment leur hydrophobicité et leur capacité 

d’auto-agrégation ont été déterminées. Ces propriétés leur confèrent une capacité accrue 

d’interaction avec l’épithélium de l’hôte, mais aussi avec le microbiote et les 
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microorganismes pathogènes. Cette titration du pathogène limite sa capacité à envahir les 

tissus (Reid et al., 2001 ; 2002 ; Kmet et al., 1997).  

 L’inhibition de la croissance des flores pathogènes est aussi un critère avantageux pour 

les souches probiotiques (Espeche et al., 2012 ; Nader-Macías et al., 2008). Cette inhibition 

repose sur des composés bactériostatiques ou bactéricides sécrétés dans le surnageant par la 

BL, tels que l’acide lactique, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou encore les bactériocines 

pour ne citer que les principaux.  

 Les propriétés de surface ainsi que le potentiel inhibiteur des souches de BL ont été 

déterminées lors d’un séjour d’un mois que j’ai réalisé au sein de l’équipe de Fatima Nader-

Macias au CERELA en Argentine dans le cadre d’un projet ECOS-Sud. 

 Un critère essentiel d’une souche probiotique est d’avoir la capacité d’entrer en 

compétition avec le pathogène pour les sites d’attachement présents à la surface de 

l’épithélium de l’hôte. Les pathogènes, notamment intracellulaires, comme Listeria 

monocytogenes, Salmonella typhymuruim ou encore Staphylococcus aureus, ont la capacité 

d’adhérer et d’internaliser dans le tissu via des récepteurs membranaires. Inhiber ces étapes du 

processus infectieux permet de limiter l’implantation du pathogène dans la niche écologique 

cible. Par conséquent, les capacités d’adhésion et d’internalisation des souches de BL 

constituent un critère intéressant à explorer. 

 Enfin, la capacité des BL à moduler le système immunitaire de l’hôte est maintenant 

bien reconnu dans de nombreux écosystèmes et notamment dans le contexte mammaire 

(Klostermann et al., 2008 ; Frola et al., 2012). Le potentiel immunomodulateur des souches de 

BL a été déterminé sur modèle cellulaire (PBMC humain) en collaboration avec l’équipe de 

Philippe Langela (INRA, Jouy-en-Josas). L’identification  de leur potentiel pro- ou anti-

inflammatoire peut permettre leur utilisation dans la prévention ou le traitement des infections 

bactériennes et, en particulier, de l’inflammation qu’elles provoquent au sein de l’organe cible 

(ici, la glande mammaire).  

 

L’ensemble de ces résultats fait l’objet d’une publication scientifique en préparation et 

présentée ci-après. Les résultats des expérimentations d’immunomodulation n’étant pas 

encore totalement disponibles, ils ne sont pas intégrés dans le manuscrit. Ces travaux 

conduiront à la sélection de souches de BL de l’écosystème mammaire présentant un bon 

potentiel probiotique et dont la caractérisation sera poursuivie.   
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Abstract 

Bovine mastitis is a costly disease in dairy cattle worldwide. Prevention and treatment of 

mastitis, mainly based on antibiotics, are not fully efficient, especially towards S. aureus 

mastitis. In the recent years, the use of probiotic microorganisms to prevent infections in 

humans and animals has gained interest. The goal of this study was to isolate autochtonous 

lactic acid bacteria (LAB) from the mammary ecosystem exhibiting beneficial properties that 

could be used for mastitis prevention or treatment. Sampling of the teat canal ecosystem led to 

the isolation of 165 strains belonging mainly to enterococci, streptococci, lactobacilli and 

lactococci. A selection of 22
1
 non redundant LAB strains –as determined by PFGE- 

corresponding to non pathogenic species were further characterized, with regard to their 

surface properties (hydrophobicity, autoaggregation), antimicrobial compounds production, 

capacities of adhesion/internalization to bovine mammary epithelial cells, immunomodulatory 

properties
2
. This study allowed the selection of promising candidate LAB strains from the 

bovine udder ecosystem, that harbored beneficial properties for the prevention or treatment of 

bovine mastitis. 

 

  

                                                     
1
 Note aux membres du jury : En attente des données de PFGE, chiffre à ajuster  

2
 Note aux membres du jury : Dosages en cours au moment de la rédaction du manuscrit. 
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Introduction 

Bovine mastitis is defined as an inflammation of the mammary gland and most often 

results from bacterial infection. These intramammary infections cause huge economic losses 

in the farming and dairy industry (Contreras and Rodriguez, 2011; Le Maréchal et al., 2011). 

As of yet, the control of bovine mastitis is mainly based on prevention (Rodrigues and Ruegg, 

2005) by the application of systemic or local therapies (pre- and post-milking teat dipping) 

such as the use of an iodine-based solution to decreased post-milking contamination. Despite 

those improvements of sanitary conditions during milking, mastitis is not fully under control. 

Currently, antibiotics are the only effective treatment solution but they are not totally efficient 

and lead to the production of residues in milk which alter milk quality and the transformation 

processes (Barkema et al., 2006; Le Maréchal et al., 2011). They also contribute to the 

emergence and transmission of antibiotic resistance within the ecosystems, which include 

both commensal and opportunistic pathogens. There is thus a need for alternative strategies, 

which could be used as prophylactic treatment or as an alternative or a complementary 

curative treatment. 

One of these alternatives is the emerging concept of mammary probiotics. For this 

purpose, LAB are good candidates due to their GRAS status and their recognized 

technological and inhibitory properties. LAB have been investigated for many years for their 

beneficial effects on the host health (Behnsen et al., 2013; Falagas et al., 2008; Ouwehand et 

al., 2002; Reid, 1999; Reid, 2006; Reid and Burton, 2002). They contribute to maintain the 

balance of natural ecosystems (i.e. vaginal and intestinal). These ecosystems are based on 

complex bacterial communities, which need to be balanced to exert their beneficial effects 

(Garn et al., 2013; Ouwehand et al., 2002). In the event of a disruption of the balance, a 

dysbiosis occurs and leads to an elevated risks of contamination or infection. In case of 

dysbiosis, the use of probiotics to restore bacterial balance is a significant way that has 

already been developed in several human ecosystems (Garn et al., 2013). 

 Likewise, ecosystemic approaches and use of probiotics have gained interest in the 

veterinary community. Some reports have been published on the identification of micro-

organisms from the bovine teat canal, either by isolation on culture media or by 16S rRNA 

sequencing, to identify bovine mammary autochtonous bacteria with inhibitory properties 

against mastitis pathogens (Gill et al., 2006; Woodward et al., 1987). Similarly, LAB isolated 

from the vaginal ecosystem have been proved to exert antagonism against pathogens involved 

in urogenital infections. Recently, a bacteriocin producing Lactococcus lactis was shown to 

be as efficient as a conventional antibiotic treatment to treat mastitis (Beecher et al., 2009; 
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Crispie et al., 2008; Klostermann et al., 2008). Encouraging results were also obtained with a 

strain of Lactobacillus perolens, which was shown to inhibit, in vitro, several mastitis causing 

pathogens thanks to its coaggregation and colonization capabilities to bovine epithelial cells 

(Espeche et al., 2012). This strain, when used in in vivo intramammary injection, did not show 

negative effect on mammary tissue (Frola et al., 2012; Frola et al., 2013). Similarly, we have 

recently demonstrated in vitro that Lactobacillus casei strains, including one strain isolated 

from bovine teat canal, inhibits adhesion and internalization of S. aureus to bovine mammary 

epithelial cells without affecting the physiology of these cells (Bouchard et al., 2013a). 

Based on these observations, the objective of this work was to isolate LAB from the 

bovine mammary ecosystem, and to characterize their properties so as to select good 

candidates as potentially beneficial strains to be included in a mammary probiotic cocktail 

against infectious mastitis. 
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Material and methods 

 

Sampling 

The samples were collected in two herds belonging to the InterBioBretagne network, in the 

region of Brittany in France. One quarter per cow was sampled, corresponding to the left or 

right rear quarter.  The health status of quarters was defined in terms of somatic cells counts 

and local signs of inflammations. Finally, 20 cows were sampled, half of them showing signs 

of mastitis, either clinical or subclinical. After thoroughly washing the teat with water and 

ethanol 70 %, the teat canal was sampled by two different ways. A 5 mm Histobrush® swab 

(D. Dutscher, Brumath, France), was inserted 5 mm inside the teat and turned 3 times before 

removal. The swabs were immediately placed in tubes containing 2 mL of sterile peptone 

solution (peptone 20 g/L sodium chloride 5 g/L). Samples of foremilk were then collected to 

identify the flora of the teat cistern. All sample were stored on ice until processing in the 

laboratory. An additional milk sample was collected for SCC determination. 

 

Bacterial analysis of foremilk samples 

Bacterial composition of foremilk samples was determined by plating on selective media. 

Milk samples were homogenized with 9 volumes of a trisodium citrate solution (2 % w/v) and 

centrifuged (6650 g / 5 min / 4 ºC). Pellet containing bacteria was then resuspended in 2 mL 

of sterile tryptone water (20 g/L). Part of this suspension was used for isolation of LAB and 

the other for microbiological analysis. The bacterial suspension was plated on Plate Count 

Agar (Allonne, Beauvais, France), MacConkey Agar (Torrejon de Ardoz, Madrid, Spain), 

Mannitol Salt Agar (Torrejon de Ardoz, Madrid, Spain), and incubated at 37 °C for 24 h for 

enumeration of total mesophilic flora, Enterobacteria and Staphylococci. The bacterial 

suspension was spread on M17, MRS at pH 6.8 and MRS acidified at pH 5.4 (hereafter named 

MRS 5.4, more selective for Lactobacilli) and incubated for 48 h at 37 °C in an anaerobic jar 

for the enumeration. 

 

Isolation of LAB strains 

Bacterial suspensions corresponding to swab and were enriched on M17, MRS or MRS 5.4 by 

diluting 100 μL of bacterial suspension in 12 mL of M17, MRS or MRS 5.4, followed by a 48 

h incubation at 37 °C in anaerobic jar. Serial dilutions of the enriched bacterial suspension 

were then performed before plating on M17, MRS and MRS 5.4 as described above. 
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Colonies with different morphotypes were isolated and set in collection in the enrichment 

medium added by 15 % glycerol and stored at -80 °C.  

 

DNA extraction and genetic identification 

Genomic DNA was isolated from a 2 mL overnight culture on M17, MRS or MRS 5.4 after 

centrifugation (6000 g / 5 min / 4 ºC), washing with 1 mL of peptone solution and an 

additional centrifugation (6000 g / 5 min / 4 ºC). The pellet was lyzed and gDNA was purified 

with the kit DNeasy® Blood & Tissue Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to 

the manufacter’s recommendations. Quantification of DNA and protein contamination was 

evaluated using a NanoDrop (Spectrophotometer, Labtech, France) by measuring the OD at 

260 and 280 nm. Each DNA isolates were then identified at species level by specific 16S PCR 

amplification. 

 

Bacterial surface properties 

Autoaggregation capacities and surface hydrophobicity were determined as described 

previously (Espeche et al., 2012). Strains were classified as low, medium and high according 

to their hydrophobicity or autoaggregative capabilities. 

 

Production of hydrogen peroxide 

The screening of hydrogen peroxide production by the isolates was performed using a 

colorimetric assay on agar plates, as described by Juárez-Tomás et al. (Juarez-Tomas et al., 

2003; Juarez-Tomas et al., 2004). Strains were classified, according to the intensity of their 

color, as non-producers, low producers or high producers of H2O2. 

 

production of antagonistic substances  

The screening of the antimicrobial characteristics of the LAB supernatants was performed by 

applying the agar plate diffusion method as previously described (Juarez-Tomas et al., 2003). 

Supernatants were either native, neutralized with NaOH or neutralized and treated with 1000 

U/mL of catalase (Sigma Aldrich, USA) during 1 h at 25 °C. Six pathogenic strains, 

corresponding to the main species involved in bovine mastitis, were used as indicators:  

Staphylococcus aureus RF122 and Newbould 305 (N305), which have been isolated from 

bovine mastitis (Bouchard et al., 2012; Herron-Olson et al., 2007; Prasad and Newbould, 

1968), Streptococcus uberis LMA1675 and LMA1672 and Escherichia coli LMA1678 and 

LMA 1674. S. uberis and E. coli strains were isolated from the mammary ecosystem during 
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this study, S. uberis LMA1672 and E. coli LMA1678 were isolated from healthy quarters and 

S. uberis LMA1675 and E. coli LMA1676 from infected quarters.  

Mammary epithelial cells and culture conditions 

The established bovine mammary epithelial cell (MAC-T) line (Nexia Biotechnologies, 

Quebec, Canada) has been widely used for invasion assays and thus was retained for this 

study. MAC-T cells were cultured in T75 cell culture flasks in DMEM containing 10 % heat-

inactivated fetal calf serum (FCS), 100 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin, and 5 

µg/mL insulin (D. Dutscher). Cells were incubated at 37°C in a humidified incubator with 5 

% CO2. They were cultured to a confluent monolayer, treated with 0.05 % trypsin (Gibco-

BRL, Grand Island, NY), and suspended in fresh MAC-T medium at a concentration of 2x10
5
 

cells/mL. For adhesion and internalization assays, cells were then seeded in 12-well plates 

(2x10
5
 cells/well) and incubated overnight at 37°C in 5 % CO2 to obtain a confluent 

monolayer. 

 

Adhesion and internalization assays.  

Adhesion and internalization assays were performed as described in Bouchard et al. 

(Bouchard et al., 2013a). Using confluent monolayers of MAC-T cells (2.5x10
5
 cells/well) 

and LAB suspension in DMEM at 1x10
8
 CFU/mL or 5x10

8
 CFU/mL to achieve a ratio of 

interaction (ROI; ratio of LAB organisms to cells) of 400:1 or 2,000:1. LAB adhesion and 

internalization were measured 1 h and 2 h post-infection respectively. The population of LAB 

that adhered or internalized  was determined on M17 for lactococci and MRS for lactobacilli 

using a micromethod as previously described (Bouchard et al., 2013a). 

 

Immunomodulatory effects of LAB strains on PBMC model 

Human PBMCs were obtained from four healthy donors and isolated as previously described 

(Foligne et al., 2007; Holvoet et al., 2013). The cytokine induction pattern was evaluated as 

previously described (Kechaou et al., 2013). The LAB strains were grown twice for 16h at 

37°C in M17 or MRS to reach the early stationary phase. They were washed twice in 

phosphate-buffered saline (PBS), and resuspended in PBS. The bacterial density was adjusted 

to OD600 =1 (corresponding to approximately 5x10
8
 CFU/mL). PBMCs (1x10

6
 cells/mL) were 

seeded in 24-well tissue culture plates. Bacterial suspension were added to obtain a 

bacterium/cell ratio of 10:1. PBS was used as a negative (non stimulated) control. For each 

donor, three wells per bacterial strain were used. After 24 h stimulation at 37°C in air with 10 

% CO2, culture supernatants were collected, mixed with anti-protease cocktail as indicated by 
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manufacturer (cOmplete, EDTA-free tablets, Roche) and stored at -80°C until cytokine 

analysis. Neither medium acidification (red phenol as pH marker) nor bacterial proliferation 

was observed. IL-10 and IL12p70 concentrations were measured by enzyme-linked 

immunosorbent assay (Mabtech, Sweden) according to the manufacturer’s recommendations. 

 

Immunomodulatory effects of LAB strains on HT-29 cell line  

Experiments were performed as previously described (Kechaou et al., 2013). Briefly, 

experiments were initiated when cells were at confluence (∼1.83 × 10
6
 cells/well). LAB were 

added at a multiplicity of infection (MOI) of 40 in 50 μL DMEM in a total volume of 500 μL. 

Cells were stimulated simultaneously with recombinant human TNF-α (5 ng/mL; Peprotech, 

NJ) for 6 h at 37°C in 10 % CO2. All samples were analyzed in triplicate in three independent 

assays (9 data points in total including 3 technical replicates per assay). After coincubation, 

cell supernatants were collected, mixed with anti-protease cocktail as indicated by 

manufacturer (cOmplete, EDTA-free tablets, Roche) and frozen at −80°C until further 

analysis of interleukin-8 (IL-8) concentrations by an enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) (Biolegend, San Diego, CA). 

Statistical analysis 

Each experiment was done in triplicate (biological repeats). Statistical analysis was performed 

with R software (R Development Core Team, 2007). The differences in adhesion and 

internalization capacities among strains were assessed using one-way analysis of variance. 

Strains were then grouped using the Tuckey’s range test. 

Statistical correlation were determined using the Pearson’correlation coefficient. 
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Results 

 

Diversity of Lactic Acid Bacteria within bovine mammary ecosystem 

Sampling of teat canal of 20 cows in two farms in Bretagne (West of France) led to the 

isolation and identification of 165 clones. Out of this, 76 clones were considered as non-

redundant, considering only one clone per species and per cow. These clones mainly 

corresponded to LAB, including enterococci (28.9 %), streptococci (28.9 %), lactobacilli 

(22.4 %) and lactococci (6.6 %) (see table 1 in supplemental data). In terms of 

presence/absence of a given species with regard to the sanitary status of the udder, the same 

species were isolated in the samples, independently of the health status of cows (data not 

shown). Streptococcal and enterococcal isolates mainly corresponded, respectively, to species 

generally associated to bovine mastitis (S. infantarius and S. uberis) and to species generally 

associated with fecal flora. We thus focused our study on 22 strains belonging to Lactococcus 

and Lactobacillus genera, which include 1 strain of L. lactis, 4 strains of L. garvieae, 4 strains 

of L. brevis, 11 strains of L. plantarum and 2 strains of L. casei. (Table 1).
3 

 

Surface properties of LAB isolated from the bovine mammary ecosystem. 

Surface properties, including hydrophobicity and autoaggregation are criteria frequently used 

for the selection of probiotic strains. We determine these two characteristics for the 22 strains 

used in this study. L. casei BL23 was added as a reference strain as this strain has been 

previously shown to exhibit probiotic properties in gastrointestinal properties (Maze et al., 

2010; Rochat et al., 2007) and we recently demonstrated that this strain was able to inhibit S. 

aureus internalization into mammary epithelial cells (Bouchard et al., 2013a). A great 

majority of strains (82 %) exhibited low hydrophobic properties. No strain was classified as 

highly hydrophobic. Interestingly, four strains had medium hydrophobicity, one L. plantarum 

(CIRM-BIA 1610) and 3 L. brevis strains (CIRM-BIA 1595, 1606, 1597). Likewise, 

autoaggregation capacities were low for most strains (91 %). Only two L. brevis strains, 

namely CIRM-BIA 1606 and 1597 had a medium capacity of autoaggregation, and none of 

the tested strains showed high autoaggregation capacities. The two L. brevis with medium 

capacities of autoaggregation also exhibited medium hydrophobic properties.  

 

                                                     
3
 Note aux membres du jury : Le phénotypage des 22 souches est en cours de réalisation par le 

CIRM-BIA, par PFGE et RAPD
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Colonization properties of LAB  

Considering that adhesion capacity of a strain may reflect its ability to compete with 

pathogens for colonization of host tissues, the ability of LAB to colonize mammary gland 

tissue was explored by measuring their ability to adhere to bovine mammary epithelial cells 

(MAC-T cell line). We recently pointed out that L. casei had the ability to internalize into 

epithelial cells (Bouchard et al., 2013). We thus characterized the internalization rates of the 

LAB isolated in this study as well. This characterization was performed on a selection of 11 

strains. L. casei BL23 was added to this panel and used as a reference strain. Of note, the 

cellular layer was not affected by incubation with any of the LAB in the conditions used. 

Adhesion capacities of LAB were highly strain-dependant, with differences between strains 

reaching almost 2 LOG10 , independently of the ROI (Figure 1). Inter- and intra-species 

variability was observed as illustrated for L. brevis and L. plantarum. Four strains exhibited 

adhesion capacities significantly higher than that of the others for a ROI of 400:1, namely L. 

brevis CIRM-BIA 1595 and 1597 and L. plantarum CIRM-BIA 1608 and 1610. On the 

contrary, L. brevis CIRM-BIA 1613 and the three L. casei strains tested (including strain 

BL23) had significantly lower adhesion capacities. These trends were confirmed at a ROI of 

2000:1 albeit with attenuation. Likewise, internalisation capacities of LAB were highly strain-

dependant, with differences between strains reaching almost 3 LOG10, independently of the 

ROI (Figure 2). The four strains exhibiting the highest adhesion capacities also showed the 

highest internalization capacities at a ROI of 400:1. However, differences were strongly 

attenuated at a ROI of 2000:1 as only L. brevis CIRM-BIA 1595 adhered significantly at a 

higher rate compared to the others. 

Data were further analyzed to determine correlations between surface properties and 

adhesion/internalization capacities. Adhesion and internalization were clearly correlated at a 

ROI of 400:1, with a pearson correlation coefficient of 0.89 (supplemental figure 1). In 

addition, adhesion and internalization at this ROI were correlated to hydrophobic properties, 

with pearson correlation coefficients of 0.73 and 0.89 (i.e. the more hydrophobic, the more 

efficient in adhesion and internalization). This trend was much less pronounced at a ROI of 

2000:1 as illustrated by a person correlation coefficient of 0.55 between adhesion and 

internalization (supplemental figure 2). Likewise, at a ROI of 2000:1, correlation between 

adhesion or internalization and hydrophobicity was low (pearson correlation of 0.59 and 0.5 

respectively). Adhesion and internalization were not correlated to autoaggregation properties 

as illustrated by Pearson’s correlation coefficients lower than 0.2, independently of ROI. 
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Characterization of inhibitory potential against pathogenic bacteria 

The potential of the 22 strains to produce oxygen peroxide was measured by the colorimetric 

method on TMB agar plates. None of the tested strains was found to produce hydrogen 

peroxide. Production of inhibitory metabolites in the supernatant was tested using the agar 

plate diffusion method. Supernatants of 64 % of strains were able to inhibit, at least partially, 

the indicator strains. All L. casei and L. plantarum strains inhibited the growth of all indicator 

strains except S. aureus N305. On the contrary, no growth inhibition was observed for all the 

L. garvieae and L. brevis strains tested. An intermediate inhibitory capacity was observed for 

the L. lactis strain tested. Inhibition was released in all cases when supernatants were 

neutralized with NaOH, indicating that inhibition was related to organic acid production and 

subsequent acidification, but not to other antimicrobial compounds such as hydrogen peroxide 

or bacteriocins. In agreement, strains with the highest acidifying properties inhibited more 

indicator strains.  

 

Characterization of the immunomodulatory potential of selected lactic acid bacteria 

(Ongoing) 

 

Discussion 

Mastitis is a major problem in animal health, it deeply affects the dairy production chain and 

causes huge economic losses. S. aureus mastitis often evolves towards a persistent infectious 

disease. Usually, treatment is based on intramammary injections of antibiotics. However, the 

use of antibiotics is not fully satisfactory, with low cure rates in S. aureus mastitis, and 

contributes to the risk of emergence and dissemination of antibiotic resistances. Probiotic use 

is a promising alternative to classical treatments. This strategy has gained interest in the recent 

years with the emergence of ecosystemic approaches in the management of human and animal 

health. One criteria pointed out for a probiotic selection is to isolate candidate strains directly 

from the targeted ecosystem, being assumed these strains will be more adapted to the 

ecosystem (Bougarn et al., 2011; Nader-Macias et al., 2008a; Ouwehand et al., 2002; Saarela 

et al., 2000; Zoetendal et al., 2006). The objective of this study was to identify potential 

candidates, adapted to the ecological niche of the bovine mammary gland, for future 

application as mammary probiotics. 
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In this study, we isolated 165 strains from cow’s teat canal, mainly identified as Enterococcus 

faecium, E. hirae, Streptococcus infantarius, S. uberis, Lactobacillus plantarum, L. brevis and 

Lactococcus garvieae. These species have been previously isolated from foremilk samples 

(Espeche et al., 2009b), although relative amounts of each species appear to vary greatly 

between sampling campaigns. These variations likely result from differences in herd 

management and or from sampling procedures. Such variations were indeed reported between 

two sampling campaigns performed by the same group in two different regions of Argentina 

(Espeche et al., 2009b; Espeche et al., 2012). Of note, most of the LAB strains identified in 

this work were isolated in both healthy- and non-healthy quarters (Table 1), indicating that 

these LAB species are not exclusive of a sanitary status. Characterization of beneficial 

properties was performed on 22 strains, which were selected based on their non-pathogenic 

status. Strains isolated in this study and belonging to genera Enterococcus and Streptococcus 

as well as L. garvieae have been previously described as etiologic agents in cow mastitis and 

were not retained (Contreras and Rodriguez, 2011; Rodriguez et al., 2011; Zadoks et al., 

2011). In addition, phenotyping using RAPD and PFGE was performed to remove redundant 

strains. 

 Several beneficial properties were targeted, including direct inhibition of the pathogen 

growth through the production of antimicrobial compounds, a competition for the mammary 

gland tissue and stimulation of the innate immune system. 

The ability of LAB to produce antimicrobial compounds such as organic acids, hydrogen 

peroxide and bacteriocins, has been widely reported in several contexts including bovine 

vaginal and udder contexts (Charlier et al., 2009; Nader-Macias et al., 2008b). Most of these 

studies have been undertaken in vitro by screening LAB properties but promising results were 

also obtained in vivo. Hence, a intramammary infusion of a bacteriocin-producing 

Lactococcus lactis has proven to be as efficient as a classical antibiotic injection (Crispie et 

al., 2008; Klostermann et al., 2008). In our study, none of the tested LAB strains was able to 

produce bacteriocins or hydrogen peroxide. As mentioned above, the ability to produce 

hydrogen peroxide was previously reported for LAB strains isolated from mammary 

ecosystems (Espeche et al., 2009b; Espeche et al., 2012; Nader-Macias et al., 2008b). 

However, these producer isolates corresponded to Streptococcus bovis, Weissella 

paramesenteroides, Enterococcus hirae and Pediococcus pentosaceus, species which have not 

been isolated or which were not retained in our study. This can explain this apparent 

discrepancy. Of note, in these previous studies, production of hydrogen peroxide was not even 

a general feature of strains isolated from udders, and was less common than for vaginal 
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isolates, suggesting adaptation of strains or differential selective pressure within each 

ecosystem (Nader-Macias et al., 2008a). One hypothesis to explain this difference in 

hydrogen peroxide production capacities between udder- and vaginal-associated LAB is the 

presence of lactoperoxidase in milk. Lactoperoxidase catalyzes the oxidation of thiocyanate in 

the presence of hydrogen peroxide and the end products of this reaction have potent 

antimicrobial effects (Sharma et al., 2013). This activity might account for a selective 

pressure against oxygen peroxide production in the udder-associated LAB. 

 

In our study, the ability of LAB to produce antibacterial compounds was limited to organic 

acid production. As a result, the strains with the highest acidifying capacities were those with 

the highest inhibitory activity against indicator strains, including S. aureus, E. coli and S. 

uberis strains. Of note, S. aureus NB305 was not inhibited by any of the 22 LAB 

supernatants, suggesting high tolerance of this strain to acid stress compared to the five other 

strains tested. This strain is known to generate chronic mastitis (Prasad and Newbould, 1968; 

Bannerman et al., 2005; Hensen et al., 2000). A higher tolerance to acid stress may contribute 

to its adaptation to host environment and defense mechanisms. Of note, in a healthy 

mammary gland context, with a balanced ecosystem where LAB are not the dominant 

microflora (Otero et al., 2006; Otero and Nader-Macias, 2006), pH is close to neutrality -

respectively 6.89 and 6.71 for foremilk and stripping milk (Espeche et al., 2009a). Production 

of organic acids by autochthonous LAB in teat cistern is thus likely limited and cannot exert a 

barrier effect. 

 

Another criterion to select a candidate probiotic strain is its ability to compete for the niche. 

The ability of LAB to compete with pathogenic flora for tissue adhesion has been widely 

documented, especially in the gut and vaginal ecosystems (Even et al., in press). The capacity 

of our LAB strains to adhere to bMEC was thus evaluated, being assumed that a high 

adhesion capacity is likely to prevent from colonization by pathogenic microorganisms in 

vivo. A first screening was carried out on the 22 strains using adhesion to hydrophobic 

solvents tests (hexadecane) (Otero et al., 2004) and the bacterial autoaggregation phenotype 

(Ocana and Nader-Macias, 2002), which are used to predict the adhesion phenotype. 

Determination of adhesion and internalization capacities to bMEC was then performed on 11 

strains. All together, these results clearly underlined strain-to-strain variations of adhesion 

capacities. These variations are likely related to the large panel of adhesion determinants 

identified in LAB. Such determinants are well-doncumented in Lactobacilli and include 



D. Bouchard, 2013  Chap III. Interaction tripartite. Inhibition de l’invasion 

 

154 

 

several proteins directly involved in adhesion such as mucus binding proteins (Mub1 and 

Mub2), mucus adhesion promoting protein (MapA), mannose-specific adhesin (Msa), glucan 

synthase (Gtf), fibronectin-binding protein (FpbA), collagen-binding protein (Cnb), collagen-

binding S-layer (CbsA) or aggregation-promoting factors (Apf), as well as some house-

keeping gene products such as elongation factor Tu (ef-Tu), enolase (Eno), glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH), heat shock protein 60 (GroEL), and sortase (SrtA) 

(Turpin et al., 2010). The presence of pili structures on some probiotic strains such as L. 

rhamnosus GG, was also found to contribute to mucus-binding activity (Kankainen et al., 

2009; Reunanen et al., 2012). Whereas the variations in adhesion capacities we observed in 

this study are linked to the presence or absence of one or several of such determinants remains 

to be tested.  

Apart from the strong strain-to-strain variability, the determination of adhesion capacities 

pointed out four strains that exhibited significantly higher adhesion capacity, namely L. brevis 

CIRM-BIA 1595 and 1597 and L. plantarum CIRM-BIA 1608 and 1610. For these four 

strains, adhesion capacity was similar or slightly lower than adhesion capacity of two S. 

aureus strains, namely RF122 and NB305, that we previously tested in the same conditions 

(Bouchard et al., 2013b). These four strains are thus good candidates to compete at least with 

one of the most prevalent agent of mastitis for udder colonization. Interestingly, only one 

strain with high adhesion capacity exhibited autoaggregation property, indicating this property 

was not a prerequisite, although it has been previously shown that autoaggregation favors 

colonization of host and tissues (Kmet and Lucchini, 1997; Zhang and Kim, 2013). 

Autoagregative strains also present another interest as they may titer pathogenic flora by co-

aggregation and facilitate its clearance (Younes et al., 2012). All strains with a medium 

hydrophobicity exhibited high adhesion capacities. However, this was not the case for L. 

plantarum 1608, which adhered to bMEC at a high rate despite low hydrophobicity, 

suggesting this surface property may be used to predict the adhesion capacities but that using 

this sole criterion may also mislead and exclude some interesting strains, as mentioned for 

autoaggregation.  

 

Studies investigating the capacity of LAB to colonize host tissue are generally restricted to the 

evaluation of their adhesion properties, with the aim to prevent the first step of tissue 

colonization by pathogen, i.e. adhesion. The existence of an intracellular life is pointed out for 

an increasing number of pathogenic bacteria. For instance, the existence of an intracellular life 

for S. aureus is now well established, and it is even proposed to explain chronicity of 
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staphylococcal infections (Almeida et al., 1996; Fraunholz and Sinha, 2012; Qazi et al., 

2004). This microbial capacity to internalize and, eventually, survive and proliferate within 

cells is however still associated to pathogenic bacteria and, as a result, not explored for the so-

called “positive bacteria”. Hence, only a few studies report the internalization of LAB and 

with the aim to use LAB as vehicles for intracellular delivery of molecules (Guimaraes et al., 

2006; Innocentin et al., 2009). In this study, the capacity of LAB to internalize was 

investigated. As observed with adhesion, the ability of LAB strains to internalize was strongly 

strain-dependant. Internalization capacities of all the tested LAB was lower than that of two S. 

aureus strains isolated from mastitis and tested with the same cellular model (Bouchard et al., 

2013a). Rates of internalization were 2- to 1000-fold lower for LAB than for S. aureus, 

although the LAB/bMEC ratio was 4-fold higher. 

Internalization was correlated to adhesion and hydrophobicity at a ROI of 400:1, which is in 

agreement with previous published data on other species (Hensen et al., 2000a; Hensen et al., 

2000b). However, for a higher ROI (2000:1), only poor correlation was obtained between 

both phenomena. For instance, L. plantarum CIRM-BIA 1594 and 1608 had similar 

internalization rates while adhesion capacity was 20-fold higher for L. plantarum CIRM-BIA 

1608 than for CIRM-BIA 1594. These results indicate that LAB adhesion and internalization 

cannot be summarized as a chronological process and involve specific interactions between 

bacterial and cellular determinants, as already observed for other species (Munoz-Provencio 

et al., 2010; Munoz-Provencio et al., 2012; Turpin et al., 2010; Zhang et al., 2013). As 

mentioned above, the capacity of the tested LAB to internalize was limited compared to one 

of the major etiologic agent of mastitis (S. aureus), nevertheless it was not neglectable. The 

use of such a strain -able to internalize- as probiotic raises questions about its possible 

persistence in the tissue or its role on cellular physiology, cell cycle or epigenetic 

modifications, as observed with pathogen bacteria, such as S. aureus (Alekseeva et al., 2013). 

On the other hand, it may be part of the positive effect that This question needs further 

investigations. 

 

Conclusion 

The results obtained from this work led to the identification of four LAB strains belonging to 

L. brevis and L. plantarum species that were selected based on their capacities to colonize 

mammary epithelial cells and that are good candidates to serve as mammary probiotics. They 

will serve as the basis for further studies to evaluate their barrier effect with regard to major 

mastitis pathogens. 
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Figure legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Adhesion of lactic acid bacteria to bovine mammary epithelial cells. 

Lactic acid bacteria populations adhered to bMEC were determined after 1 h of interaction at 

a ROI of 400:1 (A) and 2000:1 (B) respectively. Data are presented as mean population per 

well (i.e., corresponding to 2.5. 10
5
 bMEC) +/- Standard Deviation. Each experiment was 

done in triplicate and differences between strains were assessed using a one-way analysis of 

variance, followed by a Tukey’s range test. Letters a, b, c and d indicate homogeneous 

statistical processing groups that were significantly different according to the Tukey’s range 

test. 
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Fig 2. Internalization of lactic acid bacteria into bovine mammary epithelial cells. 

Lactic acid bacteria populations internalized into bMEC were determined after 2 h of 

interaction at a ROI of 400:1 (A) and 2000:1 (B) respectively. Data are presented as mean 

population per well (i.e., corresponding to 2.5. 10
5
 bMEC) +/- Standard Deviation. Each 

experiment was done in triplicate and differences between strains were assessed using a one-

way analysis of variance, followed by a Tukey’s range test. Letters a, b, c and d indicate 

homogeneous statistical processing groups that were significantly different according to the 

Tukey’s range test. 
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Supplemental figure 1 

Correlation plots between adhesion and internalization (A, B), adhesion and hydrophobicity 

(C,D), internalization and hydrophobicity (E,F) for a selection of 11 strains at a ROI of 400:1 

(A, C, E) and 2000:1 (B, D, F) 
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Table 1. Characterization of surface and antagonistic properties of LAB strains isolated from bovine teat canal 

name 
Health 

status a 

sample 

type 

Surface properties   Antimicrobial properties 

Hydrophobicity 
 

Autoaggregation 
 

H2O2 production acidification diffusion test 

Species 
CIRM-

BIA  
% b Gr c   % d Gr e   TMB test f pH SN g native SN g neutralized SN g 

Lactococcus lactis 1596 NH Foremilk 21 L   10 L   NP 4.28 
S. aureus RF122 / NB305           

E. coli LMA1678 /LMA1674 
- 

Lactococcus garvieae 1605 H Swab 7 L 
 

7 L 
 

NP 4.45 - - 

Lactococcus garvieae 1609 H Swab 7 L 
 

8 L 
 

NP 4.49 - - 

Lactococcus garvieae 1604 H Foremilk 9 L 
 

10 L 
 

NP 4.51 - - 

Lactococcus garvieae 1611 NH Swab 7 L   8 L   NP 4.49 - - 

Lactobacillus brevis 1613 NH Foremilk 25 L 
 

8 L 
 

NP 5.25 - - 

Lactobacillus brevis 1595 NH Foremilk 46 M 
 

15 L 
 

NP 5.23 - - 

Lactobacillus brevis i 1606 H Swab 66 M 
 

69 M 
 

NP 5.22 - - 

Lactobacillus brevis i 1597 NH Swab 35 M   66 M   NP 5.09 - - 

Lactobacillus plantarum 1607 H Foremilk 7 L 
 

7 L 
 

NP 4.13 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum 1608 H Foremilk 22 L 
 

9 L 
 

NP 3.86 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum 1610 H Foremilk 60 M 
 

8 L 
 

NP 3.89 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum 1612 NH Foremilk 0 L 
 

13 L 
 

NP 3.84 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum 1594 NH Swab 5 L   13 L   NP 3.90 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 
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Table 1. to be continued 

name 
Health 

status a 

sample 

type 

Surface properties   Antimicrobial properties 

Hydrophobicity 
 

Autoaggregation 
 

H2O2 production acidification diffusion test h 

Species 
CIRM-

BIA  
% b Gr c   % d Gr e   TMB test f pH SN g native SN g neutralized SN g 

Lactobacillus plantarum 1599 NH Swab 4 L 
 

12 L 
 

NP 4.04 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum j 1600 H Foremilk 7 L 
 

14 L 
 

NP 3.90 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum j 1593 NH Swab 7 L 
 

10 L 
 

NP 3.90 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum j 1602 H Foremilk 7 L 
 

11 L 
 

NP 3.93 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum k 1601 H Swab 5 L 
 

14 L 
 

NP 3.92 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus plantarum k 1603 H Swab 4 L   7 L   NP 3.93 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus casei 1542 NH Swab 6 L 
 

14 L 
 

NP 4.10 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus casei 1598 NH Swab 6 L 
 

16 L 
 

NP 4.09 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

Lactobacillus casei BL23       10 L   13 L   NP 4.17 
S. aureus RF122                         

E. coli LMA1678/LMA1674                          

S. uberis LMA1675/LMA1672 
- 

a
 H: healthy, NH: non healthy 
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b 
percentage of hydrophobicity  

c
 Strains were classified as low (L) or medium (M) according to their hydrophobicity capabilities 

d 
percentage of autoaggregation  

c
 Strains were classified as low (L) or medium (M) according to their autoaggregative capabilities 

f
 NP : non producer 

g
 SN : supernatant 

h
 indicator strains inhibited by LAB supernatants in agar plate diffusion test ; “-“ indicates that none of the indicator strain was inhibited. 

i
 suggested to be the same strain as determined by RAPD (to be confirmed by PFGE, ongoing)  

j
 suggested to be the same strain as determined by RAPD (to be confirmed by PFGE, ongoing) 

k
 suggested to be the same strain as determined by RAPD (to be confirmed by PFGE, ongoing) 
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CHAPITRE IV 

 

Inhibition de l’invasion de S. aureus par L. casei 

 

Conditions inhibitrices 

et 

Mécanismes mis en jeu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hôte 

Microbiote Pathogènes 
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 S. aureus est un agent pathogène majeur responsable de mammites, notamment dans 

les troupeaux de vaches laitières (Akers et al., 2011). Un des facteurs contribuant à la 

chronicité des infections à S. aureus, comme nous l’avons décrit plus en détails précédement, 

est sa capacité à envahir les tissus épithéliaux de l’hôte (Almeida et al., 1996 ; Sinha et al., 

2010 ;2012 ; Qazi et al., 2004). Dans le processus d’invasion, l’adhésion et l’internalisation 

bactériennes lui permettent à la fois d’échapper au système immunitaire de l’hôte mais aussi 

de résister à la plupart des agents antimicrobiens (Sinha et al., 2010 ; 2012). Lors de 

mammites d’origine infectieuse, le pathogène entre dans la glande mammaire via le canal du 

trayon. A ce niveau, en plus de la barrière physique et immunitaire, il a été mis en évidence 

l’existence d’un écosytème mammaire pouvant assurer un effet barrière vis-à-vis de 

l’implantation des agents pathogènes. Les travaux présentés au chapitre 2 renforcent cette idée 

puisque des bactéries lactiques isolées de l’écosystème mammaire bovin présentent un 

potentiel inhibiteur vis-à-vis des pathogènes impliqués dans les mammites bovines, soit par 

leurs propriétés agrégatives, soit par leurs propriétés d’adhésion aux cellules épithéliales 

mammaires et donc leurs capacités à occuper l’écosystème.  

 

 Dans cette partie, nous avons souhaité explorer cette capacité des bactéries lactiques à 

être en compétition avec les pathogènes pour l’écosystème mammaire. Apres l’interaction 

Hôte-Pathogène (chapitre 1) et l’interaction Hôte-Microbiote (chapitre 2), nous nous 

intéresserons dans ce chapitre à l’interaction tripartite  Hôte- pathogène-microbiote. Nous 

avons mis en œuvre un modèle in vitro simplifié permettant d’aborder cette interaction 

tripartite, et impliquant la lignée des cellules épithéliales mammaires MAC-T, représentante 

de l’hôte bovin,  Staphylococcus aureus, représentant notre modèle de pathogène, et 

Lactobacillus casei, représentant un membre de l’écosystème mammaire.  

  

  Avant de présenter ce travail, il convient de mieux présenter les 3 acteurs de cette 

interaction. La lignée cellulaire MAC-T est une lignée immortalisée par la transfection de 

cellules mammaires alvéolaires primaires et de « SV-40 large T-antigen ». Elle présente un 

temps de doublement de 17 h et peut produire de l’α-caséine, de la β-caséine et du lactose 

(Huynh et al., 1991). Elle a été largement utilisée pour des études portant sur l’interaction 

cellules épithéliales mammaires-pathogène (Alekseeva et al., 2013 ; Kerro-Dego et al., 

2002/2011 ; Almeida et al., 1996). Concernant les souches de S. aureus, nous avons retenu les 

deux souches bovines RF122 et NB305 dont les caractéristiques sont largement décrites dans 
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le chapitre 2. Enfin, le choix concernant la bactérie lactique s’est porté sur Lactobacillus 

casei. La  littérature scientifique montre notamment dans l’écoystème intestinal un effet 

protecteur de cette espèce. Nous avons retenu deux souches de L. casei (BL23 et ATCC 393) 

présentant des propriétés probiotiques avérées (Douillard et al., 2013 ; Le Blanc et al., 2011 ; 

Mazé et al., 2010 ; Munoz-Provencio et al., 2009). Il est utile de préciser également que des 

travaux antérieurs menés dans l’équipe ont montré que du surnageant de culture de L. casei 

ATCC 393 limite la formation de biofilm par S. aureus (données non publiées), la formation 

de biofilms étant également avancée pour expliquer la persistance des infections à S. aureus. 

Nous avons également introduit dans cette étude  une souche de L. casei isolée de 

l’écosystème mammaire au cours de ce travail (Sidira et al., 2010 ; Eun et al., 2011 ; LeBlanc 

et al., 2011). 

 

 Une première étape du travail a consisté à identifier les conditions d’incubation 

permettant de mettre en évidence une inhibition de l’invasion de S. aureus par L. casei.  Nous 

avons dans un deuxième temps recherché les mécanismes à l’origine de l’inhibition par L. 

casei de l’adhésion et de l’internalisation de S. aureus (RF122 et NB305) aux cellules MAC-

T. Enfin, l’impact du traitement bactérien sur la morphologie et viabilité cellulaire a été 

évalué, l’innocuité d’une souche vis-à-vis des tissus étant un pré-requis pour une souche 

probiotique.  

 

 Dans ce modèle simplifié de pathosystème mammite, l’antagonisme des souches de L. 

casei vis-à-vis de l’adhésion et l’internalisation de S. aureus a été mis en évidence. Si dans les 

écosystèmes intestinal et vaginal, l’antagonisme des Lactobacillus contre les flores 

pathogènes est déjà bien documenté (Chan et al., 1985 ; Boris et al., 1998 ; Campana et al., 

2012), cet antagonisme n’avait encore jamais été démontré dans le contexte de la glande 

mammaire et des mammites staphylococciques. Ce travail offre de nouvelles opportunités 

pour la réalisation d’un probiotique mammaire.  

 

 Les résultats de ce travail  ont fait l’objet d’une publication scientifique acceptée en 

2013 dans AEM (Bouchard et al., 2013). Suite à cette publication, nous avons poursuivi nos 

travaux sur l’identification des mécanismes impliqués et avons notamment testé l’implication 

d’une protéine de surface chez L. casei, la Fibronectine –binding protein, dans l’inhibition de 

l’internalisation par S. aureus (cf ci-dessous). 
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Abstract 

 Staphylococcus aureus is a major pathogen responsible for mastitis in dairy herds. 

S. aureus mastitis is difficult to treat and prone to recurrence despite antibiotic treatment. 

S. aureus ability to invade bovine mammary epithelial cells (bMEC) is evoked to explain this 

chronicity. One sustainable alternative to treat or prevent mastitis is the use of lactic acid 

bacteria (LAB) as mammary probiotics. In this study, we tested the ability of Lactobacillus 

casei strains to prevent invasion of bMEC by two S. aureus bovine strains, RF122 and 

Newbould305, which reproducibly induce acute and moderate mastitis, respectively. L. casei 

strains affected adhesion and/or internalization of S. aureus in a strain-dependent manner. 

Interestingly, L. casei CIRM-BIA 667 reduced S. aureus Newbould305 and RF122 

internalization by 60 % to 80 %, and this inhibition was confirmed for two other L. casei 

strains, including one isolated from bovine teat canal. The protective effect occurred without 

affecting bMEC morphology and viability. Once internalized, the fate of S. aureus was not 

affected by L. casei. It should be noted that L. casei was internalized at a low rate but survived 

in bMEC cells with a better efficiency than that of S. aureus RF122. Inhibition of S. aureus 

adhesion was maintained with heat-killed L. casei, whereas contact between live L. casei and 

S. aureus or bMEC was required to prevent S. aureus internalization. This first study of the 

antagonism of LAB towards S. aureus in a mammary context opens avenues for the 

development of novel control strategies against this major pathogen. 
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Introduction 

 Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen with a broad host range and is a 

leading cause of chronic and acute infections in humans and domesticated animals worldwide 

(Akers and Nickerson, 2011; Archer, 1998; Delgado et al., 2011; Zadoks et al., 2011). Among 

these infections, mastitis is a major disease affecting dairy herds and resulting in huge 

economic losses all along the milk production chain (Contreras and Rodriguez, 2011; Le 

Maréchal et al., 2011a; Steeneveld et al., 2011). In milk production, Staphylococcus species 

are the main contagious pathogens responsible for clinical and subclinical mastitis in lactating 

cows (Contreras and Rodriguez, 2011). S. aureus generally causes more acute infections than 

other staphylococcal species, which can be linked to its ability to colonize the host tissue and 

thus cause persisting and relapsing infections (Barlow, 2011). 

 To date, intramammary administration of antibiotics is the most common method to 

treat bovine mastitis (Barlow, 2011; Nickerson, 2009). However, antibiotic treatments have a 

low cure rate during lactation for many mastitis pathogens and especially for S. aureus, 

frequently resulting in chronic and recurrent infections. The mechanism of persistence of S. 

aureus in its host is still not fully understood. One confirmed mechanism used to evade host 

defenses is internalization into host cells. It is now well established that S. aureus can adhere 

to and internalize into mammary gland epithelial cells (Almeida et al., 1996). A gamut of 

surface-exposed (protein A, fibrinogen- and fibronectin-binding proteins) and secreted 

(enterotoxins, hemolysins and coagulase) virulence factors allows it to colonize, invade and 

multiply in host tissues (Almeida et al., 1996; Heilmann, 2011; Le Maréchal et al., 2011b; 

Qazi et al., 2004; Sinha and Fraunholz, 2010). 

 Many strategies have been proposed to counteract the infectious cycle of S. aureus 

within the mammary gland. Critical steps like adhesion and invasion of the host cells can be 

targeted by innovative strategies that take account of the increasing social demand for a 

sustainable agriculture with reduced inputs such as antibiotics. In recent years, the concept of 

biological control has emerged as one interesting sustainable alternative to fight against 

pathogens. The range of applications of probiotic bacteria has thus broadened and they are 

now considered as a possibility for alternative treatments against mastitis (Espeche et al., 

2012; Redi, 2006). The inhibitory activities of lactic acid bacteria (LAB) with a GRAS 

(Generally Recognized As Safe) status against pathogens have been under scrutiny to address 

the problem of pathogen colonization in different ecosystems. Lactobacilli are known to have 
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a protective effect against some infections. This ability has been related to the adhesion 

properties of  epithelial cells, which inhibit pathogen adhesion by specific competition or by 

steric hindrance, as well as to growth inhibition of pathogens by the secretion of bacteriocins, 

H2O2 or other antimicrobial compounds, and to competition for nutrients and to modulation of 

the host immune response (Reid and Burton, 2002). Such properties are harnessed in the 

development of vaginal probiotics used to prevent uro-genital infections (Reid, 2012). 

Recently, the use of a bacteriocin-producing Lactococcus lactis strain was reported to be as 

efficient as a conventional antibiotic therapy to treat staphylococcal mastitis (Beecher et al., 

2009; Klostermann et al., 2008). Encouraging results were also obtained with a Lactobacillus 

perolens strain which was able to inhibit several mastitis-causing pathogens in vitro, to co-

aggregate with all of them and to adhere to bovine teat canal epithelial cells without affecting 

udder aspect or the appearance of milk (Frola et al., 2011). These alternative insights into 

intramammary infections provide new leads in the fight against mastitis. 

 In this work, we evaluated the ability of Lactobacillus casei to counteract S. aureus 

adhesion to and internalization into bMEC. L. casei CIRM-BIA 667 was selected for this 

study on the basis of (i) its probiotic effects in the intestinal ecosystem (Hsueh et al., 2010; 

Lazar et al., 2009), and (ii) its inhibitory activity against staphylococcal biofilm formation 

(personal observation). The main results were further confirmed on two additional strains, 

BL23 and CIRM-BIA 1542, a strain isolated from bovine teat canal.  
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Material and Methods 

 Bacterial strains and culture conditions 

Two bovine strains of Staphylococcus aureus were used in this study: S. aureus RF122 

(renamed ET-3 in Herron-Olson et al., 2007) and S. aureus Newbould 305 (hereafter referred 

to as NB305). These strains are well-characterized and reproducibly induce severe or mild 

mastitis in experimental infections (Herron-Olson et al., 2007; Newbould, 1974). The 

Lactobacillus casei strain, CIRM-BIA 667 (hereafter referred to as 667 and also known as 

CNRZ 313 and ATCC 393), was used to assess inhibitory capabilities against staphylococcal 

infection in vitro. It is the type strain for L. casei. Two additional L. casei strains were 

included: L. casei BL23, known for its probiotic properties (Foligne et al., 2007; Rochat et al., 

2007) and L. casei CIRM-BIA 1542 (hereafter referred to as 1542), isolated from bovine teat 

canal (this study).  

S. aureus strain RF122 carrying plasmid pCtuf-gfp (Biswas et al., 2006) was constructed in 

this study to allow constitutive expression of Green Fluorescent Protein (GFP) in this strain 

and direct visualization of S. aureus adhered to or internalized into MAC-T cells by confocal 

microscopy (see below). Subcultures prior to invasion assays were performed overnight as 

follows: for S. aureus strains, culture was carried out in Brain Heart Infusion medium (BHI, 

pH 7.4, BD, Le Pont de Claix, France) at 37 °C under agitation (180 rpm), and L. casei was 

cultured in Man Rogosa Sharpe medium (MRS, pH 6.8, BD, Le Pont de Claix, France) at 

30°C without shaking. Subcultures were washed once with PBS and suspended at different 

concentrations in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, pH 7.4, D. Dutscher, 

Brumath, France). 

Bacterial concentrations in subcultures were estimated by spectrophotometric measurements 

at 600 nm with a VWR V-1200 spectrophotometer. They were further confirmed by 

determination of the bacterial population using a micromethod, as previously described (29). 

The S. aureus population (cfu/mL) was determined on Mannitol Salt Agar (MSA, D. 

Dutscher, Brumath, France) after 24 h of incubation at 37°C. the L. casei population was 

determined on MRS pH 5.4 and incubated anaerobically for 48 h at 37°C in an anaerobic jar.  

 Mammary epithelial cells and culture conditions 

The established bovine mammary epithelial cell (MAC-T) line (Huynh et al., 1991) (Nexia 

Biotechnologies, Quebec, Canada) has been widely used for invasion assays (Almeida et al., 

1996) and was thus retained for this study. MAC-T cells were cultured in T75 cell culture 



D. Bouchard, 2013  Chap IV. Interaction tripartite et inhibition de l’invasion 

 

 

 

 174  

doi: 10.1128/AEM.03323-12 

flasks using MAC-T medium: DMEM containing 10 % heat-inactivated fetal calf serum 

(FCS), 100 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin and 5 µg/mL insulin (D. Dutscher). 

Cells were incubated at 37 °C in a humidified incubator with 5 % CO2. They were cultured to 

a confluent monolayer, treated with 0.05 % trypsin (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 

and suspended in fresh MAC-T medium at a concentration of 2x10
5
 cells/mL. For adhesion 

and internalization assays, cells were then seeded in 12-well plates (2x10
5
 cells/well) and 

incubated overnight at 37°C in 5 % CO2 to obtain a confluent monolayer. 

 Adhesion assays 

Adhesion assays were adapted from Almeida et al. (Almeida et al., 1996) and modified as 

follows: confluent monolayers of MAC-T cells (2.5x10
5
 cells/well) were washed twice with 

PBS and incubated at 37°C in 5 % CO2 with 1 mL of S. aureus suspension in DMEM at 

2.5x10
6
 cfu/mL, 1x10

7
 cfu/mL, or 2.5x10

7
 cfu/mL to achieve a multiplicity of infection (MOI, 

S. aureus:cells) of 10:1, 40:1 or 100:1, respectively. Adhesion assays with L. casei were 

performed by adding 1 mL of L. casei at 1.10
8
 cfu/mL or 5.10

8
 cfu/mL to achieve a ratio of 

interaction (ROI, L. casei:cells) of 400:1 or 2000:1. S. aureus and L. casei adhesion was 

measured 1 h post-infection.  

For adhesion inhibition assays, cells were primarily incubated with L. casei at a ROI of 200:1, 

400:1 or 2000:1 for 2 h at 37°C with 5 % CO2 and washed twice with PBS prior to infection 

with S. aureus for 1 h. When specified, L. casei suspension was separated from the cell 

monolayer using a 0.4-µm cell culture insert filter (Millicell, Millipore Corporation, 

Switzerland). After incubation steps, MAC-T monolayers were washed four times with PBS 

and treated by 0.05 % trypsin for 10 min at 37°C. Cells were centrifuged for 5 min at 800 g, 

and lyzed using 100 µL of 0.01 % Triton in sterile water. The population of S. aureus that 

adhered (cfu/mL) was determined using a micromethod, as described above.  

The adhesion assay of S. aureus alone was used as a reference. Adhesion rates were then 

defined as the adhered S. aureus population in the presence of L. casei, relative to the adhered 

S. aureus population in the reference experiment. 

For some experiments, heat-killed L. casei 667 cells were prepared by incubating the L. casei 

suspension in DMEM at 95°C for 15 minutes prior to addition to bMEC. Supernatant samples 

were prepared from a 2-hour culture on DMEM of L. casei 667 inoculated at 5x10
8
 cfu/mL 

and pH was adjusted to 7.4. 
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 Internalization assays 

Internalization assays were adapted from Almeida et al. (Almeida et al., 1996) and modified 

as follows: Confluent monolayers of MAC-T cells (2.5x10
5
 cells/well) were washed twice 

with PBS and incubated at 37°C in 5 % CO2 with 1 mL of S. aureus and or L. casei 

suspension in DMEM at a MOI of 10:1, 40:1 or 100:1 for S. aureus and a ROI of 200:1, 400:1 

or 2000:1 for L. casei. S. aureus and L. casei internalizations were measured 2 h post-

infection. For internalization inhibition assays, L. casei and S. aureus were simultaneously 

added to the cells for 2 h. When specified, L. casei was separated from the cell monolayer and 

S. aureus using a 0.4-µm cell culture insert filter (Millicell, Millipore Corporation, 

Switzerland). S. aureus internalization was measured 2 h post-infection following an 

additional 2-h incubation step with DMEM supplemented with gentamicin (100 µg/mL). This 

step resulted in the killing of extracellular bacteria and allowed the numeration of the 

internalized bacterial population only. Subsequently, MAC-T monolayers were washed four 

times with PBS, treated by trypsin, centrifuged for 5 min at 800 g, and lyzed in 0.01 % Triton. 

S. aureus and L. casei populations were determined as described above.  

The internalization assay of S. aureus alone was used as a reference. Internalization rates were 

then defined as the internalized S. aureus population in the presence of L. casei, relative to the 

internalized S. aureus population in the reference experiment. Heat-killed L. casei 667 and 

supernatant of L. casei 667 cells were prepared as described above. 

 Intracellular survival assays 

Internalization assays were performed as described above with S. aureus RF122 at a MOI of 

10:1, 40:1 or 100:1 and in the presence or not of L. casei 667 (ROI of 2000:1). The 

internalized S. aureus population measured after these two hours of infection was used as the 

starting point for intracellular survival assay. Cells were further incubated in DMEM 

containing gentamicin (25 μg/mL) at 37°C in 5 % CO2 and the remaining internalized 

S. aureus population was measured 24 h, 48 h and 72 h post-infection. DMEM-gentamicin 

medium was changed every 24 h.  

 Cell counting and cell viability assays 

Cell density and viability were determined using a hemocytometer by the trypan blue 

exclusion method 2 h, 24 h, 48 h and 72 h post-infection. 
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 MTT cell viability assays 

Cell viability was measured during the intracellular survival assay (see above) at 2 h, 24 h, 48 

h and 72 h post-infection using methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide (MTT), as 

previously described (Maudsdotter et al., 2011). Briefly, following incubation with DMEM 

containing 25 µg/mL gentamycin, cells were washed four times and incubated in 0.5 mg/mL 

MTT in PBS for 4 

h at 37°C in 5 % CO2. The medium was removed and isopropanol was added for 30 minutes 

with shaking at 350 rpm. Absorbance was read at 570 nm with a background at 690 nm. 

Uninfected cells were used as a negative control (100 % viability) and cells treated with 

0.01% Triton served as a positive control of mortality (0 % viability). Relative viability was 

expressed with regard to uninfected cells. 

 Analysis of cellular morphology during internalization assay by confocal 

microscopy 

MAC-T cells were cultured in 8-well Labtek
™

 chamber slides (NalgeNunc International, 

Naperville, IL, USA). A total of 5x10
4
 cells were seeded in each well and incubated overnight 

at 37°C with 5 % CO2. Internalization assays were performed as described above, including a 

2-h step with gentamicin (100 µg/mL) to kill extracellular bacteria, with a MOI of 100:1 for S. 

aureus RF122 and a ROI of 2000:1 for L. casei 667. Following the internalization assay, cells 

were washed four times with PBS, fixed for 30 min in PBS containing 4 % paraformaldehyde 

and permeabilized with PBS containing 0.1 % saponin for 10 min. Staining was performed in 

darkness at room temperature. Cells were stained using the fluorescent nucleic acid stain 

SYTO9 from the LIVE/DEAD BacLight stain kit (Molecular Probes Inc., Leiden, The 

Netherlands) for 30 min, which allowed staining of both bacteria and MAC-T cells. 

Alternatively, the S. aureus strain RF122 carrying plasmid pCtuf-gfp was used and combined 

with the staining of cell actin cytoskeleton with phalloidin (Interchim, Montluçon, France) at 

1 U/mL in PBS containing 1 % bovine serum albumin for 30 min. This allowed visualization 

of S. aureus (green) and cytoskeleton (red). Images were acquired using the confocal Nikon 

C1Si microscope (NIKON, Tokyo, Japan) with an excitation wavelength of 488 (for SYTO9 

and GFP) and of 543 nm (for phalloidin) and using a lens with a 100x magnification. 

Emission of fluorescence was followed at 515 nm (± 15 nm) for SYTO 9 and GFP and 590 

nm for phalloidin. Image analysis was performed with Image J (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. 
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National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-

2011). 

Statistical analysis 

Each experiment was done in triplicate (biological repeats). Statistical analysis was performed 

with R software (R Development Core Team, 2007). The differences among the groups were 

assessed using Student’s t test with Bonferroni's correction considering a P-value lower than 

0.05.   



D. Bouchard, 2013  Chap IV. Interaction tripartite et inhibition de l’invasion 

 

 

 

 178  

doi: 10.1128/AEM.03323-12 

Results 

 Adhesion and internalization capacities of S. aureus and L. casei  

 We tested in vitro the adhesion and internalization abilities of two S. aureus bovine strains, 

namely RF122 and NB305, which induce severe and mild bovine mastitis, respectively. 

Interestingly, we found that the adhesion and internalization capacities of NB305 were higher 

than that of RF122. Adhered and internalized S. aureus populations were 5-fold and 40-fold 

higher, respectively, for strain NB305 than for RF122 at a MOI of 100:1 (Fig. 1). As a 

comparison, adhesion and internalization capacities of L. casei were also assessed. The three L. casei 

strains used exhibited poor adhesion capacities compared to S. aureus, as illustrated on Fig. 1. Indeed, 

despite a higher bacteria:cell ratio (2000:1 and 100:1 for L. casei and S. aureus, respectively), the 

adhered and internalized populations were lower for L. casei than for S. aureus. 

 L. casei 667 reduced the adhesion of S. aureus RF122 

 Several conditions of adhesion were tested to evaluate the capacities of L. casei to 

prevent adhesion of S. aureus RF122 and NB305 to bMEC: preincubation of bMEC with L. casei 

prior to infection by S. aureus or coinfection of both species. Three MOI were tested for S. 

aureus in combination with three ROI for L. casei 667. Conditions leading to L. casei-

mediated inhibition were preincubation of MAC-T cells for 2 h with L. casei at a ROI of 

200:1, 400:1 or 2000:1, followed by the addition of S. aureus at a MOI of 100:1. Under these 

conditions, a significant reduction of the adhesion rate was observed for S. aureus RF122, 

down to 60 % of the adhesion observed with S. aureus RF122 alone (Fig. 2). It should be 

noted that during this experiment and subsequent assays of adhesion and internalization, the 

density of the MAC-T cell monolayer was conserved, as confirmed by direct microscopic 

observation and cell counting. Thus, the lower adhered population of S. aureus RF122 to 

MAC-T cells did not result from a lower amount of attached MAC-T cells in wells when 

incubated with L. casei. Under the same experimental conditions, L. casei 667 did not 

significantly affect the adhesion rate of S. aureus NB305 (Fig. 2). Similarly, no significant 

inhibition of S. aureus RF122 or NB305 was observed with the two additional L. casei strains 

tested, BL23 and 1542 (Fig. 4A). This result indicates that the inhibitory efficacy of L. casei 

depends both on the S. aureus and L. casei strains used.  
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 L. casei reduced internalization of S. aureus RF122 and NB305 

 Beyond the L. casei ability to impair S. aureus adhesion, we tested its inhibitory 

potential against S. aureus RF122 and NB305 internalization into MAC-T cells. As 

mentioned for adhesion assays, several conditions were tested. Conditions resulting in 

L. casei-mediated inhibition were the coincubation of L. casei at a ROI of 2000:1 with S. 

aureus at a MOI of 10:1, 40:1 or 100:1. Under these conditions, coinfection of S. aureus 

RF122 or NB305 with L. casei led to a significant decrease of their internalization rates by 

61-75% (Fig. 3). This result was further confirmed with the two additional L. casei strains 

(Fig. 4B). Of note, due to the strong acidification of the medium by mixed culture of L. casei 

1542 and S. aureus, the ROI was only 400:1 in mixed cultures for this L. casei strain, 

compared to a ROI of 2000:1 for strains 667 and BL23. Despite this lower ROI, L. casei 1542 

efficiently inhibited S. aureus internalization. It should be observed here that the total number 

of viable staphylococci was unaffected by the presence of L. casei in adhesion or 

internalization assays. S. aureus was indeed able to grow in DMEM during incubation with 

bMEC and the population reached after one or two hours of infection was similar with or 

without preincubation or coinfection with L. casei (Fig. S1). Interestingly, inhibition of 

internalization was reciprocal. Hence, the rate of L. casei 667 internalization was reduced by 

58 % and 50 % in coinfection experiments with S. aureus RF122 and NB305, respectively.  

 L. casei 667 did not alter intracellular survival of S. aureus RF122 

 To investigate the fate of internalized bacteria, intracellular survival of S. aureus 

RF122 was followed 24 h, 48 h and 72 h post-infection. A rapid decrease of the S. aureus 

internalized population was observed with only 6 % and 0.26 % of the initial internalized 

S. aureus population after 24 h and 48 h of infection (Fig. 5). The S. aureus internalized 

population was lower in the presence of L. casei but a similar decrease of the S. aureus 

internalized population was observed, as illustrated by half-lives of internalized S. aureus into 

MAC-T of 6.1 h and 5.1 h with and without L. casei, respectively (p=0.12). This result was 

confirmed with S. aureus MOI of 40:1 and 10:1 (data not shown). Intracellular survival of L. 

casei was greater than that of S. aureus RF122, as illustrated by a lower rate of decrease of the L. casei 

population (p=0.002) (Fig. 5). 
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 L. casei 667 treatment did not affect MAC-T cell viability 

 We showed that L. casei was able to inhibit S. aureus invasion into MAC-T cells without 

affecting the cell monolayer density. Additional studies were done to investigate the effect of L. casei 

667 on cell viability and morphology. Cell viability was estimated by trypan blue exclusion and 

indicated that viability was above 99 % for all of the bacterial concentrations tested (data not shown). 

In agreement, cell viability assessed by MTT assays revealed the same decrease of viability for 

infected and uninfected cells, i.e., a drop in cell viability of 20-25 % from 48 h onwards (Fig. S2). 

Finally, direct observation of bMEC by confocal microscopy during internalization assays confirmed 

that the general cell architecture was similar in untreated control cells and cells treated with L. casei or 

S. aureus RF122 either alone or in combination (Fig. 6). 

 Inhibition of internalization required live L. casei, whereas adhesion did not 

 To further characterize the inhibition observed with L. casei, additional adhesion and 

internalization experiments were carried out by replacing L. casei with either (i) DMEM 

medium artificially acidified to pH 6.8 with lactic acid (corresponding to the pH reached after 

two hours of incubation of MAC-T cells with L. casei at a ROI of 2000:1), (ii) supernatant of 

L. casei grown in DMEM, or (iii) heat-killed L. casei. Neither DMEM containing lactic acid 

nor L. casei supernatant affected S. aureus RF122 adhesion or internalization rates (Fig. 7). 

Heat-killed L. casei was still able to inhibit S. aureus RF122 adhesion, whereas the inhibitory 

effect of L. casei on S. aureus internalization occurred only in the presence of live L. casei 

(Fig. 7). Surprisingly, heat-killed L. casei even seemed to favor S. aureus internalization, 

although the difference was not statistically significant (p=0.13).  

 Inhibition of adhesion and internalization required contact with L. casei  

 To further characterize the mechanism of inhibition, additional adhesion and 

internalization experiments were carried out using cell culture insert filter in order to separate 

L. casei from bMEC and S. aureus. L. casei-mediated inhibition of adhesion was released 

when L. casei was separated from bMEC during the preincubation step (Fig. 8A). Likewise, 

L. casei-mediated inhibition of internalization was not retained using cell culture insert filter, 

indicating that the contact of live L. casei with bMEC and or S. aureus was required (Fig. 8B).  
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Discussion 

 In this work, we established the ability of L. casei to reduce adhesion to and/or 

internalization into MAC-T cells of two bovine S. aureus strains.  The ability of L. casei to 

affect adhesion was strain-dependent. L. casei 667 was the only L. casei strain able to inhibit 

adhesion of S. aureus RF122 by 40 %. This was not confirmed on the highly adherent 

S. aureus strain NB305, indicating that L. casei 667 inhibition of S. aureus adhesion to bMEC 

was restricted to the S. aureus strain with low adhesion capacity (i.e., RF122). The poor 

capacity of L. casei to inhibit S. aureus adhesion is probably related to its low adhesion 

capacity compared to S. aureus. Rates of adhesion to MAC-T cells were 4- to 30-fold lower 

for L. casei compared to S. aureus, although the bacteria:bMEC ratio was 20-fold higher. 

Such low adherence properties of L. casei 667 to epithelial cells had been previously reported 

(Hsueh et al., 2010). More striking in this work was the ability of L. casei to impair S. aureus 

internalization. As of this time, very few studies have investigated the ability of probiotic 

lactic acid bacteria to modulate internalization of pathogens within host cells (Campana et al., 

2012). One interesting outcome was the inhibition of internalization of the two S. aureus 

strains tested by the three L. casei strains tested, whereas inhibition of S. aureus adhesion to 

bMEC was limited to one S. aureus/L. casei couple. Following internalization, the S. aureus 

bacterial population decreased. This was in agreement with a study by Martinez-Pulgarin et 

al. who reported that after a short period of intracellular replication (2 h), internalized S. 

aureus concentration into MAC-T gradually decreased over time (Martinez-Pulgarin et al., 

2009). In fact, the fate of internalized S. aureus was similar with or without L. casei, 

suggesting that L. casei did not affect S. aureus physiology once internalized.  

During these internalization assays, we also established the capacity of L. casei to internalize, 

and this was strongly strain-dependent. Interestingly, L. casei 1542, isolated from the teat 

canal, internalized more efficiently into bMEC cells. This might somehow reflect an 

adaptation of some L. casei strains to the bovine host, as previously shown for S. aureus 

ruminant isolates (Ben Zakour et al., 2008; Alves et al., 2009; Guinane et al., 2010). The 

internalization capacity of the three L. casei strains was lower than that of S. aureus NB305, 

and to a lesser extent, S. aureus RF122. Contrary to the adhesion capacity of LAB, which is 

well documented, only few studies report the internalization of lactic acid bacteria (Guimarazs 

et al., 2006). A fibronectin-binding protein has been identified in the genomes of 

Lactobacillus species, suggesting a capacity to adhere and to be internalized (Castaldo et al., 
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2009; Hynonen et al., 2002; Lorca et al., 2002; Munoz-Provencio et al., 2010). Interestingly, 

the survival rate of L. casei in MAC-T cells was better than that of S. aureus. This improved 

survival may be due to a better resistance to acid and oxidative stresses (De Angelis and 

Gobetti, 2004).  

L. casei inhibition of S. aureus adhesion and internalization required specific conditions. Two 

features were common to adhesion- and internalization-inhibition: (i) in all cases, post-

treatment of S. aureus-adhered or internalized bMEC by L. casei did not alter S. aureus 

adhesion or internalization rates (data not shown), implying that the use of L. casei could thus 

be indicated for prevention rather than for treatment of S. aureus mastitis; and (ii) in all cases, 

contact with L. casei cells was required, indicating that inhibition did not rely on diffusible 

compounds. However, other features differed between adhesion- and internalization-

inhibition. Inhibition of S. aureus RF122 adhesion required pre-incubation with L. casei, 

whereas inhibition of internalization occurred only when S. aureus was coincubated with L. 

casei. In addition, live L. casei was required to inhibit internalization, whereas heat-killed 

L. casei was still able to affect S. aureus adhesion. This suggests that the mechanisms of 

adhesion- and internalization-inhibition involve two distinct processes. 

The results of adhesion inhibition are in agreement with a competitive exclusion mechanism. 

Preincubation of MAC-T cells with live or heat-killed L. casei allowed saturation of adhesion 

sites prior to inoculation by S. aureus. This is consistent with other studies where a similar 

decrease in the S. aureus adhesion rate (approximately 40 %) was observed by competition 

with viable or heat-killed Lactobacillus strains (Boris et al., 1998; Chan et al., 1985; Ren et 

al., 2012; Vesterlund et al., 2006). 

L. casei inhibition of S. aureus internalization probably involves one or more means acting 

alone or in combination: (i) modulation of bMEC physiology or integrity induced by contact; 

(ii) direct effect on S. aureus, including coaggregation as observed for vaginal lactobacilli 

(Kmet and Lucchini, 1987; Younes et al., 2012), although preliminary experiments indicated 

that L. casei 667 exhibited poor aggregative abilities (data not shown); (iii) inhibition of S. 

aureus virulence expression, including major virulence regulators, as previously reported 

(Younes et al., 2012; Cretenet et al., 2010; Even et al., 2009; Li et al., 2011), and (iv) 

competition for attachment sites involved in internalization. In agreement with a competition 

mechanism, the L. casei internalization rate was also affected by S. aureus. To our 
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knowledge, this is the first time such reciprocal competition for internalization has been 

demonstrated.  

In conclusion, the basic requirements for a strain to be used as a probiotic against epithelial 

cell infection are that it must be able to adhere to the host epithelium, have no cytotoxic effect 

on host cells, and show antagonistic activity towards pathogenic bacteria (Reid, 1999, 2006; 

Reid and Burton, 2002). In this study, we showed that L. casei meets all these criteria. L. casei 

was able to adhere to and even to internalize into MAC-T cells and to prevent S. aureus 

internalization and, to a lesser extent, adhesion, without modifying the cell viability and 

morphology. The use of LAB to prevent S. aureus invasion into bMEC leads to interesting 

perspectives on new topical strategies to improve the efficiency of mastitis treatment and to 

reduce the chronicity of S. aureus infection. 
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Figure legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG 1 Adhesion to and internalization into bMEC of S. aureus strains RF122 and NB305 

and L. casei strains CIRM-BIA 667, BL23 and CIRM-BIA 1542. 

S. aureus (MOI of 100:1) and L. casei (ROI of 2000:1) populations adhered to (A) and 

internalized into (B) bMEC were determined after 1 h and 2 h of interaction, respectively. 

Data are presented as mean population per well (i.e., corresponding to 2.5. 10
5
 bMEC) +/- 

Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate and differences between groups 

were compared using Student’s t test. (*) p<0.05/(***) p<0.0005 
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FIG 2 Inhibition of S. aureus RF122 and NB305 adhesion to bMEC by L. casei CIRM-

BIA 667. 

Adhesion rates of S. aureus strains after 1 h of interaction with bMEC, following 2 h of 

preincubation of cells with L. casei at a ROI of 200:1 (white bars), 400:1 (gray bars) and 

2000:1 (hatched bars). S. aureus was used at a MOI of 100:1. Adhesion assay of S. aureus 

alone was used as a reference (black bars). Adhesion rates were then defined as the adhered S. 

aureus population in the presence of L. casei, relative to the adhered S. aureus population in 

the reference experiment. Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each 

experiment was done in triplicate and differences between groups were compared using 

Student’s t test with Bonferroni's correction. (***) p<0.0005. 
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FIG 3 Inhibition of S. aureus RF122 and NB305 internalization into bMEC by L. casei 

CIRM-BIA 667. 

Internalization rates of S. aureus strains after 2 h of interaction with bMEC with coincubation 

with L. casei at a ROI of 2000:1. S. aureus strains were used at a MOI of 10:1 (white bars), 

40:1 (gray bars) or 100:1 (hatched bars). The internalization assay of S. aureus alone was used 

as a reference (black bars). Internalization rates were then defined as the internalized S. 

aureus population in the presence of L. casei, relative to the internalized S. aureus population 

in the reference experiment. Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each 

experiment was done in triplicate and differences between groups were compared using 

Student’s t test with Bonferroni's correction. (***) p<0.0005.  
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FIG 4 Inhibition of adhesion and internalization of S. aureus RF122 and NB305 by L. 

casei strains. 

A: rates of adhesion of S. aureus RF122 and NB305 strains to bMEC, following 

preincubation of cells with L. casei CIRM-BIA 667 (white bars), BL23 (gray bars) and 

CIRM-BIA 1542 (hatched bars) at a ROI of 2000:1.  

B: rates of internalization of S. aureus RF122 and NB305 into bMEC in the presence of L. 

casei CIRM-BIA 667 (white bars) and BL23 (gray bars) at a ROI of 2000:1 and CIRM-BIA 

1542 (hatched bars) at a ROI of 400:1.  

Adhesion and internalization assays were performed with an S. aureus MOI of 100:1. 

Adhesion/internalization assays of S. aureus alone were used as a reference (black bars). 

Adhesion/internalization rates were then defined as the adhered/internalized S. aureus 

population in the presence of L. casei, relative to the adhered/internalized S. aureus 

population in the reference experiment.  

Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate 

and differences between groups were compared using Student’s t test with Bonferroni's 

correction. (***) p<0.0005. 
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FIG 5 Survival rate of S. aureus RF122 and L. casei CIRM-BIA 667 within bMEC.  

bMEC were incubated for 2 h with S. aureus RF122 (MOI 100:1) with or without L. casei 

CIRM-BIA 667 (ROI 2000:1) in DMEM. Following a 2-h incubation step with gentamicin 

(100 µg/mL) to kill extracellular bacteria, cells were further incubated with gentamicin (25 

µg/mL) for 24 h and 48 h. The initial internalized S. aureus population measured after the 2 

hours of infection by S. aureus alone was used as reference. The remaining internalized 

population of S. aureus alone (□) or in coinfection with L. casei (■) and L. casei (▲) were 

then measured and expressed relative to an S. aureus reference population. Data are presented 

as mean survival rate +/- Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate and 

differences between half-lives were compared using Student’s t test.   
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FIG 6 Fluorescent confocal microscopy of mammary epithelial cells during bacterial 

infections.  

SYTO 9 (A – E) and phalloidin (F – J) stainings were used to observe bMEC structure 

following internalization assays with S. aureus RF122 (carrying plasmid pCtuf-gfp in the case 

of phalloidin staining) at a MOI of 100:1. MAC-T cells were either non-treated (control; 

panels A, F, I) or treated with S. aureus alone (panel B, E, G, J), L. casei CIRM-BIA 667 

alone at a MOI of 2000:1 (panel D) or S. aureus and L. casei in cocultures (panels C, H). A 

lens with a 100x magnification was used, and panels D–E and I–J are electronically zoomed. 

Arrows indicate internalized L. casei (panel D) or internalized S. aureus (panels E, J).  
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FIG 7 Adhesion and internalization rates of S. aureus RF122 with different treatments. 

Panel A represents adhesion rates of S. aureus RF122 to bMEC at a MOI of 100:1, either 

alone or with preincubation of cells with L. casei CIRM-BIA 667 at a ROI of 2000:1 (+LAB), 

heat-killed L. casei CIRM-BIA 667 at a ROI of 2000:1 (+LAB-HK), DMEM acidified to pH 

6.8 with lactic acid (+ pH 6.8) or L. casei CIRM-BIA 667 supernatant (+ SN-LAB). 

Panel B represents internalization rates of S. aureus RF122 into bMEC at a MOI of 100:1, 

either alone or with coincubation with L. casei CIRM-BIA 667 at a ROI of 2000:1 (+LAB), 

heat-killed L. casei CIRM-BIA 667 at a ROI of 2000:1 (+LAB-HK), DMEM acidified to pH 

6.8 with lactic acid (+ pH 6.8) or L. casei CIRM-BIA 667 supernatant (+ SN-LAB).  

Adhesion/internalization assays of S. aureus alone were used as references. 

Adhesion/internalization rates were then defined as the adhered/internalized S. aureus 

population in the presence of L. casei, lactic acid or supernatant relative to the 

adhered/internalized S. aureus population in the reference experiment.  

Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate 

and differences between groups were compared using Student’s t test with Bonferroni's 

correction. (*) p<0.05 / (***) p<0.0005. 
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FIG 8 L. casei inhibition of S. aureus adhesion and internalization requires contact with 

bMEC and or S. aureus. 

Adhesion and internalization assays were performed as previously described (see captions, 

Figs. 2 and 3), using S. aureus RF122 at a MOI of 100:1 and L. casei CIRM-BIA 667 at a 

ROI of 2000:1 except that L. casei was separated from S. aureus and bMEC using a cell 

culture insert.  

Adhesion/internalization assays of S. aureus alone with the cell culture insert were used as 

references. Adhesion/internalization rates were then defined as the adhered/internalized S. 

aureus population in the presence of L. casei, relative to the adhered/internalized S. aureus 

population in the reference experiment.  

Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate 

and differences between groups were compared using Student’s t test. (NS: not significant). 
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FIG S1 S. aureus RF122 and NB305 populations in supernatant during adhesion and 

internalization assays.  

A: S. aureus RF122 and NB305 populations in adhesion assay supernatants after 1 h of 

infection at a MOI of 100:1, either alone (black bars) or following preincubation of cells with 

L. casei CIRM-BIA 667 (gray bars) at a ROI of 2000:1.  

B: S. aureus RF122 and NB305 populations in internalization assay supernatant after 2 h of 

infection at a MOI of 100:1, either alone or in coinfection with L. casei CIRM-BIA 667 (gray 

bars) at a ROI of 2000:1.  

Data are presented as mean +/- Standard Deviation. Each experiment was done in triplicate 

and differences between groups were compared using Student’s t test. (NS: not significant). 
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FIG S2 S. aureus RF122 and L. casei CIRM-BIA667 did not affect bMEC viability.  

bMEC viability was determined following 2 h of infection by S. aureus RF122 alone (white 

bars), L. casei CIRM-BIA667 alone (gray bars), or coinfection by S. aureus and L. casei 

(hatched bars). S. aureus RF122 was used at a MOI of 1:100 and L. casei at 2000:1 in 

DMEM. bMEC alone was used as a positive control (black bars, 100 % viability) and cells 

treated with 0.01 % triton as a negative control (0 % viability at each time point, not shown). 

Cell viability was assessed at 2 h, 24 h, 48 h and 72 h post-infection by MTT assay. Results 

are expressed relative to viability of bMEC alone after 2 h of infection
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 Recherche des mécanismes responsables de l’inhibition de l’internalisation de    

S. aureus 

 L’étude in vitro sur modèle cellulaire présentée ci-dessus a permis de révéler un 

potentiel inhibiteur de L. casei vis-à-vis de l’invasion de S. aureus. Si l’effet est mitigé 

concernant l’adhésion, les résultats ont clairement identifié un net potentiel de L. casei à 

inhiber l’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales mammaires MAC-T.  

  

 Les connaissances du processus 

infectieux de S. aureus ont permis d’identifier 

les facteurs protéiques impliqués dans 

l’internalisation du pathogène (Cf Chapitre I-C). 

L’un des points essentiels à l’entrée de S. aureus 

dans les cellules épithéliales de la glande est la 

formation d’un « pont » protéique entre la 

bactérie et la cellule hôte. Ce pont fait intervenir 

la protéine de liaison à la fibronectine de S. 

aureus, la fibronectine et la l’intégrine cellulaire 

α5β1 (Fig 18). De manière intéressante, le 

génome de L. casei renferme un gène codant 

pour une protéine de liaison à la fibronectine 

comme celle de S. aureus. Ce gène est présent 

dans plusieurs génomes de cette espèce, et 

notamment la souche BL23.  

 

 Des travaux menés avec la souche L. casei BL23 délétée du gène fbpA ont montré que 

ce gène codait effectivement pour une protéine localisée à la surface de la bactérie et 

impliquée dans l’adhésion à la fibronectine (Munoz-Provencio et al., 2009). Par contre, 

l’adhésion à des cellules intestinales de type Caco-2 ou HT29 de la souche BL23∆fbpA n’est 

que faiblement modifiée suggérant que le rôle de cette protéine dans l’adhésion aux cellules 

n’est pas majeur ou qu’il existe une certaine redondance, ainsi que semblent le confirmer des 

travaux menés récemment dans cette même équipe (Munoz-Provencio et al., 2011). L’impact 

de FbpA sur l’internalisation de L. casei n’est, par contre, pas documenté. Notre hypothèse de 

travail a donc été que l’inhibition de l’internalisation exercée par L. casei pouvait reposer sur 

Figure 18 : Représentation schématique 

de l’interaction initiale requise pour 

l’internalisation de S. aureus (d’après 

Fraunholz et Sinha, 2012) 
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une compétition pour la liaison à la fibronectine impliquant la Fibronectine binding protein 

(FbpA) de L. casei. 

 Lors des expériences d’interaction, nous avons observé que la souche de L. casei 

BL23 possède aussi une capacité d’inhibition vis-à-vis de l’internalisation de S. aureus. Nous 

avons comparé les capacités d’inhibition de cette souche avec son mutant BL23∆fbpA, fournie 

par l’équipe de V. Monedero (Munoz-Provencio et al., 2009). 

 La souche de L. casei BL23FnbA conserve un fort potentiel d’inhibition de 

l’internalisation des cellules épithéliales mammaires MAC-T par S. aureus, équivalent à celui 

de la souche sauvage (figure 19), écartant ainsi l’hypothèse de départ. La Fibronectine binfing 

protein A (FnbA) de L. casei n’est pas impliquée dans l’inhibition de l’internalisation de S. 

aureus. L’hypothèse d’une compétition pour la fixation à la fibronectine ne peut cependant 

pas être totalement exclue puisqu’il semble exister plusieurs proteines de surface capables de 

se lier à la fibronectine chez L. casei (Munoz-Provencio et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Inhibition de l’internalisation de S. aureus RF122 et NB305 par L. casei BL23 ou 

son mutant BL23∆FnbA aux cellules MAC-T.  

  

 Les résultats obtenus nous permettent de savoir que l’inhibition de l’adhésion requiert 

un contact direct de L. casei viable ou non, alors que l’inhibition de l’internalisation requiert 

un contact direct avec des L. casei viables.  

 

 Ces résultats permettent d’éliminer le rôle de la fibronectine-binding protein de L. 

casei dans son potentiel à inhiber l’internalisation de S. aureus. Cependant, l’analyse des 

génomes, notamment des L. casei à révéler la présence de nombreuses protéines ayant elles 

aussi de fortes affinités pour certaines protéines de la matrices cellulaires comme le collagène 
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ou encore la fibronectine. Les connaissances sur ces protéines identifiées comme sortases, 

malgré un rôle important dans le dialogue avec l’Hôte, restent limitées (Munoz-Provencio et 

al., 2012). Ces nouvelles protéines membranaires de L. casei  ne permettent donc pas 

d’éliminer l’hypothèse d’une compétition pour un site d’attachement comme les intégrines 

α5β1. 
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CHAPITRE V 

Conclusions et perspectives 

 

« Quelques données complémentaires  

et mise en perspective des résultats obtenus» 
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 Les mammites représentent l’une des principales pertes économiques dans les élevages 

laitiers (Oviedo-boyso et al., 2007). S. aureus est l’un des pathogènes majeurs associés aux 

mammites chez les ruminants. Cependant, malgré les problèmes importants qu’il entraine en 

santé animale, peu de données sont disponibles concernant son cycle infectieux, les 

mécanismes mis en jeu dans les interactions avec son hôte (tissus épithéliaux et microbiote). 

Depuis quelques années, les outils de génomique et les modèles cellulaires (in vitro) 

permettent une analyse fine de l’ensemble des mécanismes impliqués dans le processus 

infectieux de S. aureus dans la glande mammaire et ce dernier est de mieux en mieux 

compris. Toutefois, faute de validation sur modèle bovin, les résultats sont difficilement 

extrapolables au contexte in vivo, car l’environnement conditionne inévitablement le devenir 

de ces interactions. Pour l’heure, aucune solution efficace ne permet de faire face à cette 

pathologie tant en préventif qu’en curatif.  

 La diversité des tableaux cliniques engendrés lors de mammites à S. aureus est un 

élément clé lié à ce pathogène et qui peut en partie expliquer l’échec des nombreuses 

approches testées. Ce pathogène peut induire des infections intramammaires allant de la 

mammite subclinique-chronique à la mammite gangréneuse (Le Loir et Gautier, 2010). Bien 

sûr, les facteurs de l’hôte interviennent dans l’issue de l’infection (fond génétique, état 

sanitaire général, âge de l’animal, nombre de lactations...) (Rupp et Boichard, 1999 ; 2003). 

Pour notre part, nous nous sommes intéressés aux facteurs bactériens de notre pathogène 

modèle, S. aureus ainsi qu’à l’écosystème microbien de la glande mammaire, en vue 

d’améliorer nos connaissances sur ces deux acteurs du pathosystème 

(hôte/pathogène/ecosystème) et d’orienter notre recherche vers le développement de solutions 

alternatives.  

 L’utilisation d’antibiotique étant limitée dans l’ensemble des systèmes d’élevage en 

raison des risques d’émergence et de propagation de souches résistantes et des conséquences 

directes en santé publique, il y a un réel besoin de moyens de lutte alternatifs et non-

antibiotiques dans le cadre d’une agriculture durable, respectueuses du bien-être animal et de 

l’environnement (plan d’action Ecoantibio 2012-2017). Le concept de probiotique, bien établi 

chez l’Homme au niveau des écosystèmes intestinal et vaginal, constitue une voie à explorer 

dans un contexte mammaire (Nader-Macias et al., 2008, Ouwehand et al., 2002 ; Reid G., 

2002). Un déséquilibre de la composition ou de l’abondance du microbiote (dysbiose) entre 

espèces commensales et pathogènes opportunistes entraine une perte de l’homéostasie 
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(Ouwehand et al., 2002). L’introduction dans ces écosystèmes en dysbiose de flores 

probiotiques permet de restaurer cet équilibre. Cet effet bénéfique repose sur un effet 

antagoniste direct ou indirect sur les flores délétères (Reid et al., 2006). Le développement de 

probiotiques repose généralement sur un isolement de bactéries candidates de l’écosystème 

ciblé puis sur la caractérisation de leur potentiel probiotique. Pour l’heure, l’écosystème 

microbien de la mammelle de vache n’a été que peu étudié. La littérature fait état de quelques 

études décrivant la diversité soit par approche culturale (Woodward et al., 1987 ; Gill et al., 

2006 ; Espeche et al., 2009) soit par des approches métagénomiques (Oikonomou et al., 

2012). Cette dernière étude souligne une variation de la composition de l’écosystème 

mammaire bovin en fonction de l’état sanitaire suggérant que la notion de dysbiose s’applique 

au contexte de la glande mammaire bovine. Grâce à leur statut d’innocuité, les bactéries 

lactiques représentent des candidats pertinents pour le développement de probiotiques 

mammaires. 

 L’objectif de cette thèse était multiple. Il concernait les trois acteurs du pathosystème. 

Il s’agissait d’abord d’identifier les facteurs staphylococciques impliqués dans la chronicité 

des mammites, ces facteurs constituant des cibles privilégiées pour  un développement 

thérapeutique. Nous nous sommes ensuite intéressés à la composante « microbiote » du 

système, en isolant des bactéries lactiques de l’écosystème mammaire bovin et en 

caractérisant leur potentiel probiotique. Enfin, nous avons réuni les 3 acteurs pour évaluer la 

capacité de certaines bactéries lactiques à inhiber des étapes clé de l’infection, l’adhésion et 

l’internalisation, ces étapes étant souvent avancées pour expliquer la chronicité. 

 Quels sont les facteurs staphylococciques impliqués dans la chronicité de l’infection ? 

La composition en bactéries lactiques est-elle modifiée selon le statut sanitaire de l’animal ? 

Existe-t-il des espèces marqueurs d’un statut sanitaire ? Les bactéries lactiques de 

l’écosystème mammaire possèdent-elles des propriétés probiotiques d’intérêts ?  Les bactéries 

lactiques ont-elles la capacité de réduire l’invasion de S. aureus et si oui, quels sont les 

mécanismes mis en jeu ? Dans ces dernières pages du manuscrit, nous discuterons les résultats 

obtenus au cours de ce travail de thèse, nous en présenterons aussi les limites. Enfin, nous 

aborderons les perspectives de ce projet. 
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 Différences de sévérité dans les mammites induites par S. aureus.  

 L’objectif est mieux comprendre les mécanismes mis en jeu par S. aureus impliqués 

dans la chronicité de ses infections. Pour cela, une comparaison génomique, protéomique et 

phénotypique de deux souches de S. aureus induisant des tableaux cliniques différents a été 

réalisée. La souche de S. aureus RF122 isolée d’un cas de mammite clinique et connue 

comme étant fortement virulente (Herron-Olson et al., 2007) et la souche de S. aureus 

Newbould 305 connue pour induire des mammites moins sévères avec une tendance à la 

chronicité (Prasad et Newbould, 1968). 

 

 Comparaison entre S. aureus RF122 et NB305. 

 D’après la littérature scientifique, trois critères majoritaires semblent être impliqués 

dans le degré de sévérité des souches de S. aureus et pourrait expliquer le caractère chronique 

de certaines souches comme la Newbould 305. En effet, les capacités de cytotoxicité, de 

formation de biofilms et d’invasion cellulaire peuvent varier en fonction des souches, et 

conduire ainsi  à des mammites plus ou moins sévères. Nos diverses approches ont permis de 

dégager des hypothèses concernant l’implication de certains facteurs staphylococciques dans 

la chronicité des mammites.  

 Au niveau génomique, nous avons réalisé une comparaison non exhaustive du génome 

de RF122 avec celui récemment obtenu de la Newbould 305 en ciblant les gènes de virulence 

(sea, hla, hlg, luk...), les gènes de formation de biofilm (ica et bap) ainsi que les gènes 

impliqués dans l’invasion cellulaire (fnb, clf, eap...). Cette analyse comparative a permis 

d’identifier des différences pour les gènes de virulence notamment ceux codant pour des 

toxines staphylococciques. Cette différence de composition génique est à corréler avec la 

différence de composition en éléments génétiques mobiles entre les deux souches. Concernant 

l’équipement génétique, la souche S. aureus RF122 possède beaucoup de gènes codant pour 

des entérotoxines. Ces entorotoxines possèdent une activité super-antigénique impliquée dans 

la perturbation de la réponse immunitaire (Ebling et al., 2001 ; Haenni et al., 2010 ; Mullarky 

et al., 2001). De plus, seule la RF122 possède les gènes codant pour la leucotoxine lukM/F’. 

Cette leucotoxine est cytotoxique pour les polynucléaires et les monocytes et souvent décrite 

comme entrainant une forte réaction inflammatoire dans la glande mammaire pouvant aller 
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jusqu’à la mammite gangréneuse (Rainard, 2007 ; Fromageau et al., 2010 ; 2011). A l’inverse, 

S. aureus Newbould 305 ne possède que peu de gènes d’entérotoxines. De plus, NB305 ne 

possède pas le gène lukM, nécessaire à la formation de la toxine active LukM/F’. Tout comme 

la souche RF122, la souche Newbould 305 possède de nombreux gènes d’hémolysines (hla, 

hlb, hld, hlg avec un effet cytotoxique pour les cellules épithéliales mammaires et les 

polynucléaires). Ces observations au niveau génomique ont été pour certaines confirmées par 

l’analyse protéomique des souches et semblent déjà souligner des différences entre ces deux 

souches qui induisent des tableaux cliniques différents.  

 Concernant la capacité à former des biofilms, l’analyse génomique nous a révélé que 

la souche chronique Newbould 305 présente de nombreux gènes impliqués dans la formation 

de biofilm dont le gène bap (biofilm associated protein) qui est absent de la souche RF122. Or 

la littérature cite l’implication de ce gène dans l’orientation de l’infection vers un phénotype 

persistent correspondant bien à celui de la souche Newbould 305 (Cucarella et al., 2002 ; 

2004). Cependant l’analyse de la capacité des deux souches à former des biofilms, sur des 

surfaces abiotiques, n’a révélé aucune différence significative dans les conditions testées.  

 Outre ces différences liées à la cytotoxicité et la formation de biofilms, de nombreuses 

différences ont été notées sur leur contenu en gènes codant pour des MSCRAMMs. De 

nombreuses études ont montré l’importance de ces protéines dans la colonisation, l’invasion 

et la persistance de S. aureus dans les tissus de l’hôte (Heilmann C., 2011). De même, notre 

étude révèle que la souche Newbould 305, qui engendre des mammites subcliniques et 

chroniques, présente un équipement génétique en MSCRAMMs plus important que la souche 

RF122. Newbould 305 produit notamment les protéines FnbA, FnbB, SasG, et Pls qui 

participent grandement à l’adhésion et l’internalisation aux cellules épithéliales (Sinha et al., 

2010 ; Fraunholz et Sinha, 2012 ; Geoghegan et al., 2010). De plus, l’analyse de la séquence 

de fnbA a montré que la copie de Newbould 305 possède deux domaines de liaison à la 

fibronectine de plus que celle de RF122, pouvant lui attribuer une affinité supérieure à la 

fibronectine. Cette capacité d’invasion accrue de la souche chronique NB305 a été confirmée 

sur modèle cellulaire : ses taux d’adhésion et d’internalisation sont significativement 

supérieurs à ceux de la souche RF122.  

 L’ensemble de ces résultats préliminaires, basés sur des comparaisons in silico et in 

vitro, permettent de souligner l’importance de certains facteurs staphylococciques dans le 
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degré de sévérité des mammites. Concernant les critères de la chronicité, l’étude sur notre 

modèle cellulaire MAC-T a permis d’identifier que la principale différence entre ces souches 

au niveau phénotypique repose sur leur capacité respective à envahir les cellules. Ce résultat 

semble révéler qu’une souche avec un fort potentiel d’adhésion et d’internalisation au tissu (et 

possédant les gènes associés) sera plus apte à induire des mammites chroniques. Cependant, 

ces conclusions tirées uniquement de données bibliographiques et d’expériences in vitro ne 

peuvent être extrapollées aux phénomènes in vivo. Malgré tout, ces observations nous 

permettent d’identifier les étapes du cycle infectieux à cibler pour le développement d’une 

approche alternative. Les étapes d’adhésion et d’internalisation de S. aureus semblent 

majeures dans le processus infectieux et caractérisent la souche chronique Newbould 305. 

 Localisation intracellulaire de S. aureus 

 Durant l’étude de l’internalisation de S. aureus aux cellules épithéliales mammaires, 

de nombreuses observations ont été réalisées au sein du groupe concernant le devenir des S. 

aureus internalisés. Pour cela, plusieurs expériences préliminaires ont été réalisées par des 

approches de microscopie afin d’explorer l’impact de l’internalisation de S. aureus sur les 

cellules infectées. Outre l’effet cytopathique identifié par les travaux de N. Berkova 

(Alekseeva et al., 2013), ces travaux qui intéressent l’équipe de recherche ont permis de 

montrer, la localisation périnucléaire des S. aureus internalisés (figure 20). La compréhension 

du devenir de S. aureus une fois internalisé dans la cellule sera donc à préciser car cette 

capacité de survie dans les cellules de l’hôte semble majoritairement impliquée dans le 

caractère chronique des infections liées à S. aureus. 

 

Figure 20: Observation en microscopie confocale de 

l’internalisation de S. aureus au sein de cellules 

MAC-T. En rouge, réseau d’actine cellulaire marqué à 

la phalloidin-TRITC, en bleu, marquage des acides 

nucléiques au DAPI et en vert observations des S. 

aureus internalisés exprimant la GFP. 
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 Composition de la flore lactique de l’écosystème mammaire et potentiel probiotique.  

 L’objectif est ici d’améliorer les connaissances sur la composition de l’écosystème 

mammaire et plus spécifiquement, d’isoler et d’identifier les BL de cet écosystème et de les 

caractériser sur la base de leurs propriétés probiotiques.  

 Composition de la flore lactique de l’écosystème mammaire bovin. 

 La campagne de prélèvement nous a permis de collecter 165 isolats dont 139 ont été 

identifiés au niveau de l’espèce et 26 au niveau du genre seulement. Ces isolats, obtenus par 

enrichissement et isolement sur milieux sélectifs correspondaient essentiellement à des flores 

lactiques (lactocoques, lactobacilles, entérocoques et streptocoques). Une première analyse 

des espèces identifiées dans les échantillons correspondant à des trayons sains versus des 

trayons infectés n’a pas permis de révéler de différences entre ces deux types d’échantillons 

puisqu’on retrouve globalement les mêmes espèces quel que soit l’état sanitaire. En particulier 

des lactobacilles, connus pour exercer un rôle probiotique dans d’autres écosystèmes, ont été 

isolés dans les deux écosystèmes. Toutefois cette étude préliminaire, faite sur un faible 

nombre d’individus, ne révèle qu’un aspect qualitatif et non quantitatif des populations 

présentes en fonction du statut sanitaire du trayon. Or il est bien établi que lors d’une 

infection, les populations bactériennes sont modifiées parfois par acquisition/perte mais dans 

la majorité des cas par une perte de l’abondance des populations à effet protecteur. La 

quantification exacte de chacune des espèces dans un écosystème sain par rapport à un 

écosysteme en dysbiose devra impérativement être réalisée pour identifier des espèces 

marqueurs d’un statut sanitaire.  

 L’écosystème mammaire doit encore être investigué pour mieux cerner sa 

composition, son potentiel barrière vis-à-vis des infections, ou encore son rôle dans 

l’homéostasie du tissu, tant au niveau immunitaire que fonctionnel. Les études disponibles 

pour l’heure sont encore rares et donnent de cet écosystème une image qui contraste quelque 

peu avec celle des écosystèmes intestinal et vaginal qui, par comparaison, semblent avoir une 

abondance et une diversité plus élevés. Par ailleurs, les bactéries lactiques ne sont pas 

dominantes dans cet écosystème (contrairement à l’écosystème vaginal). Se pose alors la 

question de leur capacité à influer sur l’équilibre du microbiote endogène dominé par d’autres 

espèces et sur le statut sanitaire de l’organe (par ex. immuno-modulation). On peut opposer à 



D. Bouchard, 2013  Chap V. Conclusions et perspectives 

 

 

 

207 

cette crainte les effets positifs démontrés de Faecalibacterium prausnitzii qui possèdent un 

fort potentiel anti-inflammatoire tout en étant peu abondante au sein du microbiote intestinal 

(Sokol et al., 2008). 

 La caractérisation de l’écosystème mammaire bovin se poursuit au sein du laboratoire 

notamment grâce à l’obtention d’un projet du métaprogramme INRA MEM (Métagénomique 

et Ecosystème Microbien) intitulé « Milk Ecosystem and Udder Health ». Ce projet vise à 

explorer la composition de l’écosystème mammaire bovin par une approche métagénomique. 

Cette approche devrait nous apporter des éléments de réponses sur la composition qualitative 

et quantitative de l’écosystème en lien avec la susceptibilité aux infections mammaires.  

 Caractérisation du potentiel probiotique des bactéries lactiques de l’écosystème 

mammaire. 

 Au cours de ce travail, nous avons caractérisé le potentiel probiotique de souches de 

bactéries lactiques isolées de l’écosystème mammaire. Nous avons retenu  22 souches  

correspondant à des espèces non impliquées dans des mammites.  

 Les critères pour l’identification du potentiel probiotique des souches ont été 

sélectionnés après analyse de la littérature. Outre ces critères, nous nous sommes intéressés à 

une caractéristique peu ou pas discutée dans la littérature mais qui nous semblait pertinente : 

l’internalisation des bactéries lactiques dans les cellules épithéliales mammaires. En effet, la 

littérature scientifique souligne l’importance de la colonisation du tissu par les bactéries 

lactiques mais ne révèle pas de capacité d’internalisation de leur probiotique. Certaines études 

utilisent les bactéries lactiques comme vecteurs pour internaliser des molécules ou de l’ADN, 

attestant de cette capacité à entrer dans les tissus (Innocentin et al., 2009). De plus, la 

sélection de souches lactiques à fort taux d’adhésion et d’internalisation pourrait leur conférer 

un fort potentiel à entrer en compétition avec les pathogènes pour lesquels ces deux étapes 

constituent des étapes clés du processus infectieux (par exemple, S. aureus dans le cadre de 

mammites chroniques (Fraunholz et Sinha, 2012). Les critères de sélection in vitro de souches 

probiotiques retenus sont : l’hydrophobicité et l’autoaggrégation (favorisant les interactions 

directes bactéries lactiques/ pathogène et bactéries bactiques/ cellules épithéliales mammaires) 

(Campana et al., 2012 ; Kmet et Lucchini, 1997), l’adhésion et l’internalisation (compétition 

ou inhibition de l’invasion cellulaire par le pathogène) (Chan  et al., 1985 ; La Ragione  et al., 
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2004 ; Callaway et al., 2008) et l’immunomodulation (potentiel des bactéries lactituqes à 

stimuler le système immunitaire) (Amdekar  et al., 2011 ; Lebeer et al., 2012 ; Tsai et al., 

2012). L’ensemble de ces critères, évalués in vitro, ne représente bien sûr pas leur 

comportement in vivo mais constitue un bon moyen de criblage permettant d’identifier les 

meilleures souches candidates pour un probiotique mammaire. Les données obtenues lors des 

tests d’hydrophobicité, d’autoaggrégation, d’adhésion et d’internalisation nous ont révélé une 

forte diversité inter-souches. Sur la base de ces différents critères, quatre souches (2 L. brevis 

et 2 L. plantarum) présentent des capacités intéressantes d’adhésion et d’internalisation, à 

mettre en corrélation, dans la plupart des cas, avec une hydrophobicité et/ou une capacité 

d’autoaggrégation plus elevées.  

x Parmi les critères retenus dans le potentiel probiotique des souches de bactéries 

lactiques, le potentiel immunomodulateur des bactéries a été testé in vitro sur modèle 

cellulaire. Ce test a été réalisé sur modèle HT-29 et PBMC et permet de hiérarchiser les 

souches en fonction de leur potentiel pro- ou anti-inflammatoire. Les résultats obtenus en 

collaboration avec le laboratoire de Philippe Langella (MICALIS) sont actuellement en cours 

de traitement et viendront bientôt compléter ce travail. Pour l’heure, il est difficile d’émettre 

des conclusions sur le potentiel immunomodulateur des différentes souches (figure 21). 

L’intégration des données d’immunomodulation et de la capacité à occuper la niche 

(adhesion/internalisation) nous permettra de sélectionner des souches candidates pour des 

études plus approfondies. 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Résultats préliminaires des dosages en test ELISA de la production d’IL-10 par 
les PBMCs en interaction avec les différetes souches de bactéries lactiques sélectionnées 

(résultats préliminaires). 

1

1 
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 L’aptitude des souches à inhiber l’adhésion et l’internalisation dans le tissu mammaire 

sera évaluée in vitro dans notre modèle d’interaction tripartite. Pour cela, les mêmes souches 

de S. aureus seront utilisées mais d’autres pathogènes pourront être intégrés à l’étude comme 

E. coli et S. uberis. Cet aspect permettra la sélection de souches candidates inhibant les étapes 

majeures du processus infectieux. En collaboration avec le CERELA (Tucuman, Argentine), 

laboratoire de référence sur les bactéries lactiques, où une partie des résultats de cette thèse a 

été obtenue, nous espérons pouvoir tester l’innocuité des meilleures souches candidates sur 

modèle bovin en injection intramammaire.  

 Cette étape est indispensable dans l’objectif d’un probiotique mammaire et nous 

permettra de mieux comprendre l’impact in vivo de nos souches sur les profils cytokinique et 

histologique de la glande mammaire suite à l’injection, la première qualité de ce type 

d’approche étant, a minima, de ne pas nuire à l’animal sur le principe du « primum non 

nocere, deinde curare » (d’abord ne pas nuire, ensuite soigner).  

 Inhibition de l’invasion de S. aureus par L. casei. 

 L’une des hypothèses avancées dans la littérature pour expliquer la persistance des 

infections à S. aureus dans la glande mammaire implique l’adhésion et l’internalisation de la 

bactérie dans les cellules hôtes (Sinha et al., 2010 ; Fraunholz et Sinha, 2012). Suite à 

l’internalisation, S. aureus possède la capacité de survivre dans les cellules. L’analyse des 

facteurs de virulence impliqués dans la chronicité de la souche NB305 semble confirmer que 

la capacité d’internalisation est une caractéristique bactérienne déterminante dans la 

chronicité des infections intramammaires liées à S. aureus. Nous avons donc choisi de tester 

la capacité de bactéries lactiques à inhiber ces deux étapes clé du cycle infectieux de S. aureus 

que sont l’adhésion et l’internalisation dans un modèle cellulaire. 

 Nous avons mis au point les conditions d’interaction tripartites dans notre modèle 

cellulaire permettant d’observer une inhibition significative de l’adhésion et de 

l’internalisation de S. aureus dans des cellules MAC-T. Dans ce modèle, nous avons choisi 

d’utiliser des souches de L. casei. Cette espèce de bactéries lactiques est déjà documentée par 

ailleurs pour ses propriétés probiotiques et des souches bien caractérisées (séquences 

génomiques et mutants disponibles) peuvent servir de référence. De plus, des études 

antérieures réalisées par l’équipe dans le cadre du projet ANR NABAB ont révélé la capacité 
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de souches de L. casei à moduler la formation de biofilm par S. aureus (rédaction en cours). 

Nos résultats ont ainsi révélé que L. casei inhibe l’internalisation de S. aureus de près de 80 % 

dans les CEM. Ces résultats ont été obtenus notamment avec la souche L. casei 1542 isolée du 

microbiote mammaire bovin. Cette souche semble plus efficace que les souches de référence 

(CIRM667 ou BL23) puisqu’une moindre concentration en bactéries lactiques confère le 

même taux d’inhibition de l’internalisation de S. aureus. Ce résultat majeur révèle que les 

bactéries lactiques de l’environnement mammaire peuvent protéger de l’invasion par S. 

aureus. 

 Identification des mécanismes mis en jeu dans l’inhibition de l’internalisation de S. 

aureus par L. casei 

 Concernant l’inhibition de l’internalisation, nous avons identifié que celle-ci requérait 

un contact direct entre la bactérie lactique vivante et S. aureus et/ou les cellules épithéliales 

mammaires. Les lactobacilles présentent des protéines de liaison à la fibronectine (Fnbp) 

similaires à celles de S. aureus. L’utilisation d’une souche L. casei BL23 délétée de son gène 

majeur de Fnbp n’a cependant pas permis de lever cette inhibition. Soit d’autres Fnbp 

interviennent dans ce phénomène, soit des composantes autres que les Fnbp sont à l’oeuvre. 

Nous ne disposons malheureusement pas de mutants pour d’autres Fnbp chez L. casei. Ceux-

ci sont à construire. Il serait par ailleurs intéressant de tester l’impact que peut avoir L. casei 

sur le profil d’expression de certains gènes de virulence de S. aureus (toxines, MSCRAMMs, 

SERAMs) et de certains facteurs cellulaires au cours de la coincubation (cytokines, récepteurs 

membranaires...). La modulation de l’expression de facteurs de virulence chez S. aureus par 

des bactéries lactiques (en l’occurrence L. lactis) a d’ailleurs déjà été mise en évidence par 

l’équipe dans d’autres contextes (Even et al., 2009, Cretenet et al., 2011). En ce qui concerne 

l’effet de L. casei sur l’expression de la virulence chez S. aureus, les gènes impliqués dans la 

régulation de la virulence, l’adhésion et l’internalisation (par ex. : fnb, clf, atl, hla, hlb, agr) 

seront ciblés (tableau 11). Ces expérimentations seront menées dans les mois à venir. Des 

changements d’expression génique induits par les bactéries lactiques sur les cellules 

épithéliales mammaires sont également envisageables. Ils peuvent, par exemple, conduire à 

une modification des récepteurs membranaires impliqués dans l’interaction avec le pathogène. 

Ces hypothèses n’ont pu être entièrement testées au cours de ma thèse. J’ai cependant initié 

une étude préliminaire sur la réponse cellulaire mise en place dans notre modèle d’interaction, 

par RT-PCR quantitative. La sélection des gènes s’est orientée sur les récepteurs 
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membranaires impliqués dans les mécanismes de défense et dans le mécanisme 

d’internalisation du pathogène (tableau 11).  

 Ainsi, l’expression des gènes spécifiant les TLR 1, 2, 4, les récepteurs NOD 1 et 2 et 

les intégrines α5 et β1 a été suivie. Afin de normaliser l’ensemble des résultats, trois gènes 

normalisateurs ont été sélectionnés, ACTB, GAPDH et PPIA. Les résultats obtenus sont très 

préliminaires et suggèrent surtout une faible expression de ces différents gènes dans nos 

conditions d’interaction (après 2 h de co-incubation) (figure 22). Des essais avec une 

interaction plus longue entre bactéries lactiques et cellules ont été réalisés et ont révélés une 

surexpression des gènes codant pour les récepteurs membranaires (TLR) et un gène codant 

pour une cytokine proinflammatoire (TNF-α). En outre, il semble opportun de tester d’autres 

lignées de CEM. La lignée MACT-T utilisée dans ce travail présente d’indéniables avantages 

de praticité mais est peu sensible aux stimuli (en termes d’immunité innée, d’expression de 

cytokines…). Des expérimentations sur une lignée plus sensible, telle la lignée BME-UV, ou 

encore sur des cellules en culture primaire devraient donner des résultats plus tranchés ou du 

moins plus proches de la réalité (réponse des cellules in vivo) (Fitzgerald et al., 2007 ; Sorg et 

al., 2013 ; Liu et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Résultats préliminaires de l’expression des gènes cellulaires par qRT-PCR au 

cours d’une interaction bi ou tripartite. Lignée de CEM MAC-T, RF122, souche S. aureus 

RF122, LB667, souche L. casei CIRM667.  
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 Enfin, l’effet barrière des bactéries lactiques vis-à-vis de S. aureus pourrait être plus 

large que la seule inhibition de la colonisation des tissus et reposer sur une stimulation du 

système immunitaire. Cette stimulation de la réponse immunitaire a d’ailleurs été mise en 

évidence lors d’un essai in vivo, visant à comparer l’effet d’une injection intramammaire d’un 

lactocoque avec un traitement antibiotique pour le traitement de mammites (Klostermann et 

al., 2008 ; Crispie et al., 2008). En outre, nous avons montré une capacité immunomodulatrice 

de nos souches de BL isolées de l’écosystème mammaire sur un modèle PBMC (Cf Chapitre 

III). Il semble pertinent de poursuivre cette caractérisation des BL à moduler la réponse 

immunitaire innée (interleukines, défensines…) des cellules épithéliales mammaires bovines, 

voire des cellules immunitaires professionnelles faisant partie des cellules somatiques. Nous 

avons d’ores et déjà sélectionné plusieurs gènes comme ceux codant pour les cytokines  IL-1, 

IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, le facteur TNF-α, majoritairement impliqués dans la réponse 

immunitaire de la glande mammaire lors de mammites stapylococciques. La défense de la 

glande mammaire passe également par l’expression de certains peptides antimicrobiens 

notamment LAP, TAP et les β-défensines 1 et 5 ou encore la protéine S100.  

 Malgré le peu de connaissances sur les mécanismes mis en jeu dans l’inhibition de 

l’internalisation de S. aureus par L. casei, nos résultats révèlent principalement que 

l’utilisation de souches bactéries lactiques et notamment de L. casei permet de réduire 

considérablement la quantitié de pathogène internalisé et ce, sans avoir d’effets délétères sur 

la morphologie et la viabilité des cellules en culture (primum non nocere). L’ensemble de ces 

observations devra bien sûr être validé in vivo (modèle bovin ou petits ruminants).  

 La stratégie de traitement : vers une meilleure connaissance du microbiote mammaire 

 Au cours de ces dernières années, le développement des approches de biologie 

moléculaire et de métagénomique a permis une meilleure caractérisation du microbiote 

mammaire bovin. L’analogie avec d’autres écosytèmes, mieux caractérisés, permet d’émettre 

l’hypothèse de l’existence d’une flore endogène protectrice (majoritairement la composante 

lactique pour l’écosystème vaginal) assurant le maintien de l’homéostasie de l’écosystème 

mammaire. Au cours de cette étude, nous avons donc isolé des bactéries lactiques et 

caractérisé leur potentiel probiotique. De plus, l’étude de la souche S. aureus Newbould 305 

nous a permis d’identifier que l’adhésion et l’internalisation semblent être des étapes majeures 
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impliquées dans la chronicité des infections. Nous avons par la suite identifié des souches de 

L. casei capables d’inhiber ces deux étapes du cycle infectieux de S. aureus.  

 Les résultats obtenus au cours de ce travail de thèse constituent une première étape 

dans la compréhension des mécanismes de la chronicité de S. aureus et dans la possibilité de 

développer un traitement alternatif aux antibiotiques, utilisant le potentiel probiotique des 

bactéries lactiques de l’écosystème mammaire. L’attestation de l’innocuité sur modèle bovin 

de nos souches de bactéries lactique et des tests in vivo de traitements d’infections 

expérimentales seront bien sûr nécessaires pour valider et consolider ces résultats. Plusieurs 

pistes peuvent être explorées concernant notamment le mode d’administration : pour la 

prévention, solution de trempage (teat dip) entre deux traites, bouchon mammaire (teat seal) 

posé au tarissement ; pour un traitement, solution pour injection intramammaire… De même, 

une étude de terrain auprès des éleveurs (agricultures biologique et conventionnelle) et des 

prescripteurs (centres techniques, groupements vétérinaires) devra être menée pour évaluer 

l’acceptabilité de ce type de traitement.  
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Tableau 11: Liste des gènes de S. aureus et des cellules eucaryotes bovines identifiés pour l’analyse de l’expression génétique par qRT-PCR 

(d’après Bougarn et al., 2011 ; Porcherie et al., 2012 ; Rainard et al., 2006 ; Heilmann et al., 2011) 
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Valorisation des travaux de Thèse : Publications et Communications 

 

 Articles publiés dans des journaux scientifiques internationaux à comité de lecture 

 

DS. Bouchard, L. Rault, N. Berkova, Y. Le Loir and S. Even. 2013. Inhibition of 

Staphylococcus aureus invasion into bovine mammary epithelial cells by contact with live 

Lactobacillus casei. Appl. Env. Microbiol. 79(3) :887-895. 

 

DS. Bouchard, V. Peton, S. Almeida, C. Le Maréchal, A. Miyoshi, V. Azevedo, N. Berkova, 

L. Rault, P. François, J. Schrenzel, S. Even and Y. Le Loir. 2012. Genome sequence of 

Staphylococcus aureus Newbould 305, a strain associated with mild bovine mastitis. J. Bact. 

194-22) :6292-6293. 

 

 Articles en cours de rédaction à soumettre dans des journaux scientifiques 

internationaux à comité de lecture 

 

Vincent Peton*,  Damien S Bouchard*, Sintia Almeida, Lucie Rault, Hélène Falentin, Julien 

Jardin, Vasco Azevedo, Anderson Miyoshi, Nadia Berkova, Sergine Even and  Yves Le Loir. 

Staphylococcus aureus Newbould 305, a strain associated to mild and chronic mastitis, is well 

armed to invade mammary tissue. En préparation. (Plos ONE) 

 

Bouchard Damien S*, Seridan Bianca,*, Saraoui Taous, Gonzalez Morano Candelaria, Rault 

Lucie, Chain Florian, Langella Philippe, Otero Claudia, Nader-Macias Fatima ME, Le Loir 

Yves and Even Sergine. Probioctics properties of Lactic Acid Bacteria isolated from bovine 

mammary microbiota: Potential allies against bovine mastitis. En préparation. (Applied and 

Environmental Microbiology) 

 

 Chapitre de livre en cours de rédaction  

 

Sergine Even, Damien Bouchard and Yves Le Loir. Lactic acid bacteria to modulate 

virulence expression in pathogenic bacteria : an alternative to killing ?. En préparation. (E. 

Pessione - “ Probiotics and human reciprocal actions”) 

 

Damien Bouchard, Sergine Even and Yves Le Loir. Lactic Acid Bacteria in Animal 

Production and health : an alternative to antibiotics use. En préparation. (F. Mozzy – 

“Biotechnology of lactic acid bacteria: Novel applications”-2
nd

 edition-Wiley-Blackwell) 
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 Conférence 

 

DS. Bouchard, L. Rault, N. Berkova, Y. Le Loir and S. Even. 2013. Inhibition of 

Staphylococcus aureus invasion into bovine mammary epithelial cells by L. casei CIRM-BIA 

667. Club des Bactéries Lactiques, 22 au 24 Mai 2012, Clermont-Ferrand, France. 

 

 Posters 

 

 Présentés lors de congrès nationaux 
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 « LUTTE CONTRE LES MAMMITES: LA PISTE DES PROBIOTIQUES » 

Maître d’œuvre : UMR 1253 INRA - Agrocampus Ouest STLO Science et Technologie du 

Lait et de l’Oeuf, Rennes 

Partenaires : Inter Bio Bretagne, Réseau GAB/FRAB, Chambres d’Agriculture de Bretagne, 

Centre International de Ressource Microbienne – Bactéries d’Intérêt Alimentaire. (CIRM-

BIA), Structure hébergée au sein du STLO, certifiée ISO9002 ayant pour objectif la 

conservation et l’étude de la biodiversité des écosystèmes bactériens associés aux denrées 

alimentaires. 

Durée du programme : 2
ème

 année du programme /2 ans 

Contexte et enjeux de l’action 

Les mammites sont le plus souvent liées à des infections intra-mammaires. Elles représentent 

un problème sanitaire majeur chez les ruminants et provoquent de lourdes pertes économiques 

pour la filière laitière. Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) est un des principaux 

pathogènes impliqués dans ces infections dont la prévention (vaccinale) et le traitement 

(antibiothérapie) se montrent pour l’heure assez inefficaces. De plus, l’usage des antibiotiques 

est limité en Agriculture Biologique et doit être restreint dans l’ensemble des systèmes 

d’élevage en raison du risque d’émergence et de propagation de souches résistances et des 

conséquences directes en santé publique. Il y a donc un réel besoin de moyens alternatifs et 

non-antibiotiques de lutte contre les mammites dans le cadre d’une agriculture durable, 

respectueuse des hommes et de l’environnement. 

Le concept émergent de lutte biologique et de probiotique mammaire constitue une voie à 

explorer. Les probiotiques sont utilisés aujourd’hui dans certains écosystèmes naturels, tels 

que les écosystèmes intestinal et vaginal. Ce sont des écosystèmes riches qui doivent rester 

équilibrés pour exercer leur rôle positif et notamment leur rôle barrière vis-à-vis des 

pathogènes. Un déséquilibre de la composition et ou de l’abondance de l’écosystème 

(dysbiose) est susceptible d’augmenter la fréquence d’infections par des espèces pathogènes. 

L’introduction de flores probiotiques favorise généralement un retour à l’équilibre de 

l’écosystème et la restauration de son rôle barrière. L’effet bénéfique des probiotiques peut 

reposer sur un effet antagoniste direct sur les flores d’altération ou les pathogènes (inhibition 
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de leur croissance ou de leur virulence), ou indirect (compétition pour les nutriments ou la 

colonisation du site, stimulation du système immunitaire). 

Le développement de probiotiques repose généralement sur l’isolement de bactéries 

candidates de l’écosystème ciblé, dans la mesure où ces isolats sont, à priori, adaptés à cet 

environnement. Pour l’heure, l’écosystème microbien de la mamelle de vache n’a été que très 

peu étudié. La littérature scientifique fait état de quelques études décrivant la diversité 

microbienne au niveau du canal du trayon chez la vache (Espeche et al. 2009). Une étude 

récente reposant sur des approches métagénomiques (identification de la flore présente par 

séquençage global de l’ADN extrait, sans séparation préalable des composantes bactériennes 

de l’écosystème) a caractérisé l’écosystème mammaire de vaches laitières avec ou sans 

mammite (Oikonomou et al. 2012). Cette étude souligne une variation de la composition de 

l’écosystème mammaire bovin en fonction de l’état sanitaire de l’animal et du pathogène 

responsable de la mammite, suggérant que la notion d’écosystèmes équilibré ou en dysbiose 

s’applique au contexte de la glande mammaire bovine. 

Les bactéries lactiques ont un statut d’innocuité (statut QPS :“Qualified Presumption of 

Safety"). Elles sont utilisées depuis des milliers d’années pour leurs propriétés technologiques 

et sont également mises en avant aujourd’hui pour leurs propriétés probiotiques pour l’homme 

ou l’animal. Les bactéries lactiques constituent de ce fait des candidats pertinents pour le 

développement de probiotiques mammaires. Elles méritent plus d’attention, d’autant que des 

résultats encourageants ont pu être obtenus récemment avec l’utilisation d’une souche de 

Lactococcus lactis dans le traitement des mammites chez la vache (Klostermann et al. 2008). 

Objectifs 

Le projet proposé avait pour objectif de caractériser l’écosystème mammaire bovin et en 

particulier d’isoler et d’identifier les espèces de bactéries lactiques présentes au sein de cet 

écosystème. Les écosystèmes microbiens mammaires de bovins laitiers sains et souffrant de 

mammites ont été comparés. La composition en bactéries lactiques est-elle modifiée selon le 

statut sanitaire de l’animal ? Existe-t-il des espèces marqueurs d’un écosystème mammaire 

sain versus déséquilibré chez les bovins ? Les bactéries lactiques isolées de l’écosystème 

mammaire, en particulier celles qui sont associées spécifiquement à un écosystème « sain », 

seront ensuite caractérisées de manière à établir leur potentiel probiotique. 
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Dispositif expérimental ou Protocole 

Une campagne de prélèvements a été réalisée sur 2 exploitations en partenariat avec le réseau 

InterBioBretagne au printemps 2012. Des prélèvements ont été réalisés sur 20 vaches, 

sélectionnées sur la base des comptages de cellules somatiques réalisés mensuellement par le 

contrôle laitier. Onze vaches avaient des taux de cellules somatiques inférieurs à 300 000 

cellules/mL sur la lactation en cours et sur la ou les précédentes et étaient considérées comme 

« saines ». Neuf vaches présentaient des taux de cellules élevés au cours de la lactation en 

cours et des précédentes lactations et étaient considérées comme « sujettes aux mammites ». 

Après nettoyage du pis, un échantillonnage de l’écosystème du canal du trayon a été réalisé 

par prélèvement des premiers jets de lait et écouvillonnage de l’entrée du trayon. La 

population bactérienne du lait de premier jet a été évaluée sur différents milieux. Les 

échantillons ont été enrichis sur différents milieux de culture favorables aux bactéries 

lactiques puis ensemencées par étalement sur les mêmes milieux gélosés. Les colonies 

bactériennes présentant des morphotypes différents ont été purifiés et mises en collection. 

L’identification de l’espèce bactérienne de ces isolats a été réalisée par séquençage de l’ADN 

16S. 

Résultats et commentaires 

Une charge bactérienne des laits de premier jet plus élevée pour les trayons infectés 

Dans les échantillons de 1er jet, la flore mésophile totale est évaluée entre 10 à 4.10
5
 UFC/m 

(Figure 1). Les numérations sur différents milieux de culture sélectifs révèlent une présence 

importante de staphylocoques (dorés ou non), alors que les lactobacilles et les entérobactéries 

semblent minoritaires (<50 et <300 UFC/mL respectivement). Il est important de souligner la 

grande variabilité inter-animale, avec des différences de plusieurs log10 entre vaches pour un 

même milieu, indépendamment de l’état sanitaire des animaux. 

Les données ont été analysées en considérant la répartition des animaux en fonction de leur 

état sanitaire ou du troupeau auquel ils appartiennent. L’analyse statistique ne révèle aucune 

différence significative de la charge bactérienne entre les deux exploitations. Par contre, les 

vaches saines ont des taux plus faibles de flores sur la plupart des milieux.  
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Bilan de la collecte 

La campagne de prélèvement nous a permis de collecter 192 isolats. Sur ces 192 isolats, 135 

ont pu être identifiés au niveau de l’espèce et 29 au niveau du genre seulement. Un tri des 

isolats potentiellement redondants (isolés d’une même vache mais sur différents milieux ou à 

partir d’un échantillonnage diffèrent (1
er
 jet et ecouvillonnage)) a été effectué de manière à 

établir, pour chaque vache, la liste des espèces identifiées. Cette sélection a permis de 

conserver 38 isolats pour les vaches saines et 38 pour les vaches sujettes à mammite (Tableau 

1). 

Pas d’espèces lactiques marqueurs de l’état sanitaire du trayon 

Nous avons ensuite, au sein des vaches saines d’une part et des vaches sujettes aux mammites 

d’autre part, déterminé l’occurrence de chaque espèce ou genre (Figure 2, Tableau 1). La 

plupart des espèces identifiées se retrouvent dans les 2 groupes de vaches. Ainsi, nous 

retrouvons une majorité d’entérocoques (32 % et 26 % des espèces identifiées chez les vaches 

saines et sujettes aux mammites respectivement) et de streptocoques (24 et 34 % des espèces 

identifiées chez les vaches saines et sujettes aux mammites respectivement). Les lactobacilles 

sont également fortement représentés parmi les isolats (21 et 24 % des espèces identifiées 

chez les vaches saines et sujettes aux mammites respectivement). Des souches de lactocoques 

(8 et 5 %), coliformes (11 et 8 %) et staphylocoques (5 % et 3 % des espèces identifiées chez 

les vaches saines et sujettes aux mammites respectivement) ont été isolées dans une moindre 

mesure.  

En conclusion, la composition, d’un point de vue qualitatif, en flores lactiques (lactocoques, 

lactobacilles, enterocoques, streptocoques) ne semble pas fortement altérée chez les vaches 

sujettes aux mammites. En particulier, les lactobacilles connus pour exercer un rôle 

probiotique dans d’autres écosystèmes sont présents dans les 2 types d’écosystème. De même, 

l’espèce Streptococcus uberis, un des principaux agents responsables de mammites, est 

présente dans les deux types d’écosystèmes. L’analyse au niveau de l’espèce révèle toutefois 

une légère différence : en effet, des isolats correspondant à Lactobacillus casei et Lactococcus 

lactis ont été isolés chez des vaches sujettes aux mammites alors que ces espèces ne sont pas 

retrouvées chez les vaches saines. Cette observation demande à être validée sur un plus grand 

échantillonnage, le nombre d’isolats correspondant à ces 2 espèces étant très limité. Nos 
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travaux ne permettent donc pas de faire ressortir, à l’heure actuelle, d’espèces de flores 

lactiques marqueurs de l’état sanitaire. Toutefois, il est important de noter ici qu’il s’agit 

d’une comparaison qualitative (les mêmes espèces sont retrouvées chez les vaches saines et 

sujettes aux mammites) mais non quantitative (les bactéries lactiques ont été isolées après 

enrichissement sur milieux sélectifs). Les proportions des différentes espèces ne sont peut-être 

pas conservées.  

Conclusion/Perspectives 

Cette campagne de prélèvement a permis de collecter 192 isolats du trayon de vaches. 

L’analyse qualitative de ces isolats n’a pas permis de conclure à l’existence de flores lactiques 

marqueurs de l’état sanitaire de l’animal (sain ou sujet aux mammites). Toutefois, si les 

espèces retrouvées sont les mêmes, il est possible que les proportions de ces différentes 

espèces soient modifiées en fonction de l’état sanitaire. La caractérisation de l’écosystème 

mammaire bovin se poursuit actuellement dans le cadre d’un projet du métaprogramme INRA 

MEM (Métagénomique et Ecosystèmes Microbiens) intitulé « Milk Ecosystem and Udder 

Health » (Ecosystème du lait et santé de la mamelle). Ce projet explore la composante 

bactérienne de l’écosystème mammaire bovin par une approche métagénomique, ce qui 

devrait nous apporter des éléments de réponses sur la composition qualitative et quantitative 

de l’écosystème en lien avec l’état sanitaire du trayon. 

D’autre part, parmi les isolats collectés, nous avons retenus les 22 souches de lactocoques et 

lactobacille pour poursuivre nos travaux. L’évaluation du potentiel probiotique de ces souches 

est en cours (capacité à inhiber la croissance des pathogènes responsables des mammites (E. 

coli, S. aureus, S. uberis), à inhiber la colonisation du tissu mammaire, à stimuler le système 

immunitaire). 

Contacts : 

Sergine Even, Damien Bouchard, Yves Le Loir 

Rédigé d’après les travaux de Taous Saraoui (stage de Master 2) et Damien Bouchard 

(Doctorant) 

UMR 1253 INRA - Agrocampus Ouest 
STLO Science et technologie du lait et de l’œuf 

Tél. :02 23 48 59 44 

email : Sergine.Even@rennes.inra.fr 

site web :www.rennes.inra.fr/stlo  
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Tableau 1. Distribution des isolats de vaches saines et sujettes aux mammites 

 

 

  

Nombre d'isolats de vaches 

sujettes 

aux 

mammites

% vaches 

saines

%

enterobactéries 3 8% 4 11%

Escherichia coli 3 8% 3 8%

k lebsiella oxytoca 1 3%

enterocoques 10 26% 12 32%

Enterococcus faecalis 

 1 3%

Enterococcus faecium 3 8% 4 11%

Enterococcus hirae 2 5% 2 5%

Enterococcus sp 4 11% 6 16%

lactobacilles 9 24% 8 21%

Lactobacillus brevis 3 8% 1 3%

Lactobacillus casei 2 5%

Lactobacillus plantarum 4 11% 7 18%

lactocoques 2 5% 3 8%

Lactococcus garvieae 1 3% 3 8%

Lactococcus lactis 1 3%

staphylocoques 1 3% 2 5%

Staphylococcus aureus 1 3%

Staphylococcus sp 2 5%

streptocoques 13 34% 9 24%

Streptococcus infantarius 7 18% 6 16%

Streptococcus parauberis 1 3%

Streptococcus uberis 
 3 8% 1 3%

Streptococcus sp 3 8% 1 3%

total 38 100% 38 100%
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Figure 1: dénombrement de la flore bactérienne des laits de premier jet pour les vaches 

sujettes aux mammites et les vaches saines. Les barres indiquent la gamme de dénombrement 

sur chaque milieu. PCA : milieu non sélectif permettant d’évaluer la flore totale; MSA : 

milieu sélectif pour les staphylocoques,; Mc Conkey : milieu sélectif pour les enterobacteries 

(E. coli par ex); M17 et MRS: milieux favorables à la croissance des bactéries lactiques; MRS 

pH 5.4: milieu sélectif pour les lactobacilles. 
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Figure 2 : Distribution des isolats de vaches saines (A) et sujettes à mammite (B). 
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Abstract 

In some contexts where Lactic Acid Bacteria (LAB) belong to the normal dominant 

microbiota, such as in the intestinal or vaginal ecosystems, pathogenic bacteria sometimes 

colonize, persist, express virulence factors and induce infections.  

Studies on the interactions between LAB and pathogens began a few decades ago and were 

pursued to shed light on the inhibitory capabilities that LAB might have on growth and/or 

toxin production in these ecosystems. 

This chapter provides an up-to-date look at the current hypotheses of the mechanisms 

involved in the inhibition of pathogens by LAB in various ecosystems. Such inhibition does 

not only rely on a growth inhibition of the targeted pathogens by killing. It might also rely on 

LAB capabilities to impair colonization, to displace the pathogens from the ecosystem and or 

to inhibit virulence expression. All these phenomena do not imply killing of the pathogen but 

rather involve LAB capacity to exert a barrier effect, to modulate virulence expression, and 

somehow to influence the fate of host-pathogen interactions when they cross the fuzzy line 

which separates a commensal relation with the host from a pathogenic one. Further works in 

this field will open up new avenues for methods of biocontrol by LAB and/or for 

biotechnological uses of LAB-compounds to fight against various bacterial (or fungal) 

pathogens. In other words, it might lead to the finding of microbial solutions to microbial 

problems.   
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Introduction. 

Some opportunistic human pathogens can be found in the endogenous ecosystems 

(e.g. retronasal, mammary, intestinal, or vaginal) of the Human host and adopt a commensal 

lifestyle therein (Reid and Bruce 2006). Other pathogens transiently colonize, invade the 

host’s tissues and/or produce virulence factors and thus exert adverse effects on host health. In 

both cases, probiotic lactic acid bacteria (LAB) can be envisioned as natural killers of 

pathogenic microorganisms through the production of bacteriocins (see Chapter by E. 

Tsakalidou), oxygen peroxide or other deleterious compounds. Although some bacteriocins 

display high specificity of spectrum, the killing activity of some other molecules not always 

proves to be selective. Therefore to complement these weapons, recent studies therefore 

highlight the beneficial effects of probiotic LAB through their capability to impair and or 

modulate adhesion, invasion or virulence expression in targeted pathogens. Such effects on 

these early important steps of the infection are of main importance and refer to prevention 

strategies. Other studies also report the ability of LAB to treat, notably through their capacity 

to neutralize toxins, either by degradation or titration. 

 

Many studies report overall beneficial effects of probiotic LAB on host health in 

vaginal or intestinal contexts. However, our comprehension of the underlying mechanisms is 

still limited. It is difficult to investigate such mechanisms in vivo nevertheless using animal 

models, cell cultures, and in vitro assays, recent works began to shed light on the molecular 

basis of these probiotic effects. Such investigations increase our knowledge on probiotics, and 

help us setting up parameters for the screening of probiotic candidates.  

In this chapter, we will review the potential of LAB to inhibit or modulate adhesion, invasion, 

and virulence expression, facilitating the clearance of pathogen without necessarily killing it. 

We will focus on recent advances and works investigating the mechanisms underlying this 

particular probiotic potential.   

1.Competition for a niche 

Many pathogens are able to invade the host tissues. This capability, called 

invasiveness, relies on mechanisms for colonization (adherence and multiplication), 

production of extracellular substances, invasion of tissues and ability to overcome or bypass 

host defense. LAB can modulate the expression of host’s genes (e.g. immune response, mucus 

synthesis). These aspects are reviewed in this book (see chapter by O’Flaherty). LAB can also 
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interfer with pathogen invasiveness by modulating and or impairing the colonization and 

invasion of the host tissues as shown in both vaginal and intestinal contexts. The various 

modes of competition for a niche include interaction with the pathogen before it interacts with 

host cells (co-aggregation) and competition during the process of interaction with host cells 

(exclusion, competition, displacement) (Figure 1). The following paragraphs illustrate these 

capacities against some of the most frequent bacterial pathogens in each context. 

1.1. Modulation of adhesion capacities 

Adhesion is a primordial step in the host colonization by most pathogenic 

microorganisms in niches like the vaginal or the gut ecosystems. Probiotic LAB have been 

investigated for their capability to diminish the adhesion of pathogenic microorganisms to the 

vaginal or intestinal mucosae. Such objective can be achieved by acting on the mucosae (by 

stimulating more mucus production, by competing for adhesion sites) or by acting on the 

pathogens themselves (inhibition or modulation of the adhesion). Such modulation 

capabilities have been reported in both vaginal and intestinal context.  

Vaginal context. 

In healthy women producing estrogen or receiving estrogen supplementation, the 

vaginal bacterial flora is dominated by Lactobacillus species present at levels of 10
7
-10

8
 

CFU/g of fluid. These Lactobacilli reportedly play a major role in maintaining urogenital 

health (Reid and Bruce 2006). Special attention has been paid to the inhibition of adhesion 

exerted by probiotic strains, isolated from healthy vaginal flora, against pathogens frequently 

associated to urogenital infections (Table 1).  

There is indeed evidence that Lactobacillus species like L. acidophilus can inhibit the 

attachment of uropathogenic E. coli to various surfaces (Velraeds et al. 1998). They can even 

displace uropathogenic E. coli biofilm as shown for L. rhamnosus (McMillan et al. 2011). 

Similarly, some strains of Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri and Lactobacillus 

reuteri were tested on human epithelial cervical cells and were shown to be capable of 

reducing adherence of Neisseria gonorrhoeae, a human specific pathogen that colonizes the 

urogenital tract and causes gonorrhea (Vielfort et al. 2008). In another study, Spurbeck and 

Arvidson showed that Lactobacillus jensenii, L. gasseri ATCC 33323, or L. gasseri ATCC 

9857 reduced gonococcal adherence by nearly 50 % when epithelial cells were precolonized 

by lactobacilli. Furthermore, lactobacilli were able to displace adherent gonococci from 

epithelial cells, suggesting that these organisms are efficient either as prophylactic or as 

therapeutic treatment (Spurbeck and Arvidson 2008). Co-aggregation (Figure 1) of 
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lactobacilli with pathogens is one mechanism that can be hypothesized to explain such 

inhibition. L. reuteri can indeed strongly coaggregate with S. aureus strains that produce 

TSST-1, a potent toxin associated to vaginal cases of toxic shock syndrome, as recently 

shown and measured by atomic force microscopy (Younes et al. 2012).  

Intestinal context. 

LAB can compete with pathogens for adhesion and colonization on the mucosal 

surfaces. This competition is one of the possible protective mechanisms that probiotic LAB 

can exert in the intestinal context (Gueimonde et al. 2006). Several in vitro studies report the 

adhesion and competitive inhibition of enteropathogenic bacteria by probiotic LAB tested 

alone or in combination. Such studies were carried out on cell cultures (intestinal cell lines) 

and or intestinal mucus. 

The adhesion of Enterobacter sakazakii to intestinal mucus was shown to be inhibited 

by specific probiotic LAB. In this case, various probiotic strains (Streptococcus thermophilus 

NCC 2496, Lactobacillus rhamnosus NCC 4007, Lactobacillus paracasei NCC 2461, 

Bifidobacterium longum NCC 3001 and Bifidobacterium lactis NCC 2818) were tested alone 

or in combination and they demonstrated both inhibition and displacement of the adhered E. 

sakazakii strains leading to a competitive exclusion (Collado et al. 2008). More recently, L. 

gasseri strains were also shown to be able to significantly compete with, displace, and inhibit 

the adhesion to intestinal mucus of E. sakazakii and C. difficile, another enteropathogen 

(Ferreira et al. 2011). In all these cases, it seems that coaggregation capacities of the probiotic 

LAB with the enteropathogens are involved in the inhibitory effect.  

Live Lactobacillus salivarius CICC 23174, and Lactobacillus plantarum CGMCC 

1.557, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, and Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 

were shown to competitively exclude S. aureus in adhesion tests on Caco-2 cells. This 

inhibition likely involves cell surface properties, like hydrophobicity, autoaggregation, and 

coaggregation ability that are shared by the Lactobacillus strains tested. The phenomenon was 

however dependent on the bacterial status (cell concentration, growth phase) and co-

incubation conditions (Ren et al. 2012). Similar properties are likely involved in the inhibition 

exerted by some Lactobacillus kefir strains which coaggregate Salmonella and significantly 

decrease its capacity to adhere to and to invade Caco-2/TC-7 cells. In this case, S-layer 

proteins are suspected to play a protective role against adhesion and invasion (Golowczyc et 

al. 2007).  

Competitive adhesion of the probiotic LAB to the intestinal mucus is one of the 

properties involved in the exclusion of pathogens. The molecular mechanisms involved in the 
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LAB adhesion to mucus is starting to be elucidated as shown with the recent discovery of pili 

structures in the probiotic L. rhamnosus GG that confer on the cells a mucus-binding activity 

(Kankainen et al. 2009, Reunanen et al. 2012). More generally, genetic determinants involved 

in the adhesion of Lactobacilli to the cell surface are well-explored and several genes can now 

be screened for to select probiotic candidates. These genes encode proteins that are directly 

involved in adhesion such as mucus binding proteins (mub1 and mub2), mucus adhesion 

promoting protein (mapA), mannose-specific adhesin (msa), glucan synthase (gtf), 

fibronectin-binding protein (fpbA), collagen-binding protein (cnb), collagen-binding S-layer 

(cbsA) or aggregation-promoting factors (apf). Some house-keeping genes were also shown to 

be involved in adhesion: elongation factor Tu (ef-Tu), enolase (eno), glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (gap), heat shock protein 60 (groEL), and sortase (srtA) (Turpin et 

al. 2012).  

 1.2. Modulation of invasion capacities 

The invasion of the host tissues most often involves the production of bacterial 

extracellular substances which help the microbial pathogen breaking down host defenses. 

Most of these substances are proteins that act as lock-and-key bonds with complementary 

molecules at the surface of host cells. They can also have enzymatic activities that act locally 

to damage the tissues. At the level of ecological niches like the gut or the vagina, pathogens 

have to face hostile environmental factors that they must overcome for the onset of an 

infection. These environmental factors include physiological activities of the host like 

peristalsis, mucus production, bile salts, organic acids, antimicrobial peptides and defensins… 

coupled with the presence of an endogenous ecosystem. All these factors constitute 

substantial obstacles to any pathogen. Some of the most important pathogens are (obligate or 

facultative) intracellular pathogens (e.g. Campylobacer jejuni, Salmonella Typhimurium, 

Listeria monocytogenes, E. coli, N. gonorrhoeae, S. aureus). Their capacity to invade host 

cells is a key step in the infection process and or in their persistence in the host tissues. LAB 

capability to hinder pathogens’ invasion is thus often tested, especially in probiotics against 

intestinal pathogens.  

  Vaginal context 

 On one hand, many urogenital pathogens are intracellular pathogens (e.g. Mycoplasma 

genitalium, N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, uropathogenic E. coli). On the other 

hand, there is an abundant literature about vaginal probiotics. However, there are almost no 

reports about the capacity of such vaginal probiotics to interfere with pathogens ‘invasion in 
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urogenital host epithelial cells. Spurbeck and Arvidson adapted a cell culture model of 

gonococcal infection to examine the effects of lactobacilli on gonococcal interactions with 

endometrial epithelial cells in vitro. In this work, precolonization of the cell cultures with 

Lactobacilli (L. jensenii, L. gasseri ATCC33323 or ATCC9857) resulted in an inhibition of 

gonococcal invasion of epithelial cells by more than 60 %. However this inhibition proved to 

be independent from adhesion mechanisms (Spurbeck and Arvidson 2008). 

  Intestinal context 

Enteropathogen infection can be dramatically modified by intestinal microbes. It is 

thus tempting to select probiotic LAB and to evaluate their inhibitory potential against various 

enteropathogens. Such inhibitions mediated by a modulation/inhibition of the invasion 

capacities have been demonstrated in vitro and in vivo against some major pathogens.  

C. jejuni is a common bacterial cause of enterocolitis in humans where it causes 

diarrhoea. Lactobacillus helveticus, strain R0052 was shown to be able to reduce epithelial 

cell invasion by C. jejuni in vitro, in both human colon T84 and embryonic intestine 407 

epithelial cells. L. helveticus R0052 adhered to both epithelial cell types, suggesting that 

competitive exclusion contribute to the inhibition (Wine et al. 2009). Interesting results were 

also obtained with a L. acidophilus strain (ATCC4356), which was shown able to interfere 

with adhesion/invasion of C. jejuni to intestinal Caco-2 cells. Several tests were carried out 

(exclusion, competition, and displacement tests, see hereafter) and showed that L. acidophilus 

ATCC4356 was able to reduce C. jejuni adhesion to Caco-2 cells and invasion, most probably 

by displacement and exclusion mechanisms (Campana et al. 2012). Mucus producing 

intestinal cell lines, such as HT29MTXE12 (E12), provides a more realistic in vitro model for 

C. jejuni infections. Using the E12 cells, it was shown that the probiotic strains L. rhamnosus 

R0011, L. helveticus R0052, L. salivarius AH102, B. longum AH1205, used alone or in 

combination, were able to colonize E12 mucus and to bind to underlying cells. These 

probiotic LAB strains attenuated C. jejuni adhesion to and invasion of E12 cells. Live bacteria 

and prolonged precolonization of E12 cells with these probiotics were necessary for the 

inhibitory action (Alemka et al. 2010). Altogether these studies establish the potential efficacy 

of probiotics for the prevention and attenuation of C. jejuni-related disease in humans. 

Enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) was first described in 1983 as 

“hamburger disease”, due to its association with beef consumption in a fast food chain. It has 

later been associated to different food products and was proved responsible for several 

epidemic events, such as the large outbreak reported in Germany in 2011, traced back to 

consumption of contaminated sprouts (Muniesa et al. 2012). As an emerging and serious 
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threat, EHEC now holds public attention. In humans, infection by EHEC may result in 

combinations of watery diarrhoea, bloody diarrhoea, and hemolytic uremic syndrome (HUS) 

(Gyles 2007). Probiotics can hinder pathogenesis either by modulating the E. coli invasion 

capacities or by inhibiting Shiga toxin production (or attenuating its effects) or both. 

Lactobacillus strains (L. reuterii, L. gasseri, and L. plantarum), which are able to attach to 

HT29 cells were tested for aggregation with several E. coli strains (including O157:H7). L. 

reuterii showed the highest adhesion capacity onto HT29 and also showed the strongest 

ability to aggregate with E. coli. Furthermore, invasion of the cell line by E. coli was 

markedly suppressed by L. reuterii, while L. gasseri and L. plantarum caused only a 

minimum anti-invasion effect (Bujnakova and Kmet 2012). Positive effects of L. reuterii were 

recently demonstrated in vivo, in a mouse model. A probiotic L. reuteri (ATCC PTA 6475) is 

indeed effective in suppressing disease symptoms caused by EHEC in germ free Swiss 

Webster mice monocolonized with an EHEC strain (Eaton et al. 2011).  

Salmonella is the first causative agent of food-borne poisoning outbreaks leading to 

diseases, in humans, that range from mild gastroenteritis to enteric fever, depending on the 

serovar. Many studies were conducted to evaluate the probiotic potential of LAB against this 

major pathogen and showed that many Lactobacilli strains can exert a positive effect against 

Salmonella infections through a variety of mechanisms. Like EHEC, Salmonella 

Typhimurium can adhere to epithelial cells and destroy cell junctions. Lactobacillus 

amylophilus D14 was tested on Caco-2 cells against the invasion of enterotoxigenic E. coli 

K88 and Salmonella Typhimurium SL1344 and was shown to increased the expression and to 

ameliorate the distribution of tight junction proteins, protecting thus the mucosal barrier (Yu 

et al. 2012). Similarly, a L. delbrueckii ssp. lactis strain (strain R4) was shown to prevent 

damages to tight junctions induced by Salmonella Typhimurium (Yu et al. 2012). Protective 

effects can also be mediated by the modulation of the host immune response as shown after 

oral administration of L. casei CRL 431, which induces variations in the cytokine profile and 

in the toll-like-receptors (TLRs) expression when administered both prior and after the 

challenge with Salmonella Typhimurium (Castillo et al. 2011). The mechanisms involved in 

these positive effects are still poorly understood. However, promising and recent findings 

showed that effector(s) secreted by some lactobacilli are responsible for some effects. 

Product(s) secreted by Lactobacilli were indeed shown to modify Salmonella invasiveness.  L. 

acidophilus LB culture supernatants contain heat stable and low molecular weight molecules 

that cause rapid depolarization of the Salmonella Typhimurium cytoplasmic membrane 
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without affecting bacterial viability and the inhibition of swimming motility which altogether 

retard invasion of Caco-2/TC-7 cell line (Lievin-Le Moal et al. 2011).  

 

Listeria monocytogenes is an intracellular Gram positive pathogen whose invasion 

mechanism is very well-documented (Cossart and Toledo-Arana 2008). Although many 

studies report the screening of LAB libraries for the production of bacteriocins active against 

L. monocytogenes in a food (Galvez et al. 2007), or a gut context (see chapter by E. 

Tsakalidou) in a killing strategy, only few studies investigate the inhibitory potential of LAB 

against the invasion steps. However, promising results are reported using Leuconostoc 

mesenteroides strain Lnm-1RM3 isolated from narezushi (Japanese dish made of a fermented 

fish with rice). When administered in drinking water, this strain was able to suppress the 

recovery of the pathogen from the spleen of A/J mice orally infected with L. monocytogenes. 

This strain also shows an inhibitory effect against L. monocytogenes invasion into Caco-2 

cells (Nakamura et al. 2012).  

Another recent and interesting work comprehensively analyzed the impact of two 

lactobacilli strains (L. paracasei CNCM I-3689 and L. casei BL23), on L. monocytogenes and 

orally acquired listeriosis in a gnotobiotic humanized mouse model (Archambaud et al. 2012). 

A treatment with these Lactobacilli strains modulates L. monocytogenes infection, which 

correlates with dramatic changes in L. monocytogenes transcriptome and with a decrease in 

the expression of IFN-stimulated genes and some microRNAs.  

Since pathogens like Listeria are very well-equipped for adhesion to and invasion of 

host cells, their own adhesion proteins can be cloned and expressed in recombinant probiotic 

LAB as exemplified recently with a probiotic L. paracasei expressing a Listeria adhesion 

protein. This recombinant probiotic LAB was found more efficient to prevent L. 

monocytogenes adhesion, invasion, and transwell-based transepithelial translocation in a 

Caco-2 cell culture model than several wild type probiotic bacteria (Koo et al. 2012).  

1.3 Modulation of adhesion and invasiness by probiotic LAB in other contexts. 

The potential application of probiotic LAB in contexts other than gastrointestinal or 

urogenital disease prevention has also attracted the attention of some research teams. This is 

the case for LAB used in oral health or, in more prospective studies, in mammary health.  

In oral health, only few clinical studies have been conducted so far. However, the 

results suggest that probiotic LAB could be used in preventing and treating oral infections, 

like dental caries, periodontal disease and halitosis. Several species of Lactobacillus are found 
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in saliva samples in humans (L. acidophilus, L. casei, Lactobacillus fermentum, L. plantarum, 

L. rhamnosus and L. salivarius) and Lactobacillus sp. account for about 1 % of the cultivable 

oral microflora. Selection criteria for oral probiotics include binding to dental surface, 

production of antimicrobial compounds against oral pathogens, alteration of environmental 

conditions of the mouth and reduction of inflammatory conditions (Bonifait et al. 2009). 

Some lactobacilli are able to inhibit the growth of pathogens involved in periodontitis or 

gingivitis. Moreover, lactobacilli, particularly Lactobacillus gasseri and L. fermentum, are 

more frequent in the oral cavity among healthy persons compared to persons suffering from 

chronic periodontitis (Koll-Klais et al. 2005). Oral probiotics like L. reuteri (strains DSM 

17938 and ATCC PTA 5289) may have some beneficial effects on oral malodour assessed by 

organoleptic scores (Keller et al. 2012). Similar results were reported using Lactobacillus 

salivarius WB21 (Iwamoto et al. 2010). Several studies investigated the effects of oral 

probiotics against dental plaque formation. Some oral probiotics like Lactobacillus reuteri 

were shown to persist in salivary biofilm microcosms in in vitro models, yet, with no marked 

bacterial inhibition versus colonization of streptococci and Gram-negative anaerobes 

(Madhwani and McBain 2011). Similarly, the growth of S. mutans and S. sobrinus, two 

important cariogenic streptococci, was shown to be inhibited by L. rhamnosus GG and L. 

casei in vitro (Meurman et al. 1995, Nase et al. 2001).  

Other studies investigate the efficacy of oral probiotics such as Streptococcus 

salivarius K12 against streptococcal pharyngitis and/or tonsillitis. S. salivarius K12 is able to 

colonize the oral cavity and to inhibit Streptococcus pyogenes growth. It was shown able to 

reduce the number of episodes of infections in adults suffering from recurrent oral 

streptococcal pathology(Di et al. 2013). Similarly, S. salivarius K12 was shown to reduce 

episodes of acute otitis in children (Di et al. 2012).  

Although promising results are now reported on potential oral probiotics, more studies 

are required for the identification of the probiotics that are best suited to oral use among 

gastrointestinal probiotic strains or in the indigenous oral microbiota (adapted to the oral 

ecosystem). In parallel, appropriate vehicles have to be tested: food products (cheese, milk, 

yogourt) or supplements (chewing gum).  

In mammary health, the use of probiotic LAB (mammary probiotics) appears as an 

appealing strategy and an alternative or complement to antibiotic treatment for the 

management of mastitis. Mastitis is indeed an inflammation of the mammary gland that most 
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often has an infectious origin (involving staphylococci, streptococci or coliforms). It is a 

common disease during lactation in both lactating mothers and dairy ruminants (cows, ewes, 

goats). Staphylococcal mastitis is especially difficult to treat and prone to recurrence. This is 

due to the emergence of antibiotic resistance, to S. aureus capacity to form biofilms and/or to 

its ability to invade the host mammary cells. Mastitis is thus a huge problem both in human 

(reasons to give up breastfeeding) and in veterinary medicine (huge economical loss in milk 

production (Le Maréchal et al. 2011). In two recent studies was shown that women with 

infectious mastitis who orally received Lactobacilli (L. fermentum, L. gasseri and/or L. 

salivarius) originally isolated from breast milk recovered more rapidly and had lower 

recurrence of mastitis than the group of women whose mastitis was treated with antibiotics 

(Arroyo et al. 2010) or those who received the excipient (Jimenez et al. 2008). Despite efforts 

dedicated to the identification of LAB strain isolated from the human milk, little is known, to 

date, about the mechanisms involved in such beneficial effects. Recent genome sequencing of 

some human milk LAB isolates might improve our understanding of the molecular basis of 

these phenomena (Jimenez et al. 2010, Jimenez et al. 2012, Martin et al. 2012). Positive 

effects of probiotic LAB were also observed in dairy cows, with the use of Lactococcus lactis 

strain DPC3147, which was shown as efficient as an antibiotic treatment in preventing or 

treating experimentally induced mastitis in lactating cows (Crispie et al. 2008). The beneficial 

effect of such intramammary infusion was investigated in vivo and was shown to stimulate the 

immune response (especially IL-1beta and IL-8 gene expression) in the mammary gland 

(Beecher et al. 2009). Recently, Bouchard et al., showed that 3 L. casei strains were able to 

inhibit S. aureus adhesion and invasion in vitro, in mammary epithelial cells (Bouchard et al. 

2013). The use of properly selected probiotic LAB thus appears to be a promising alternative 

to antibiotic therapy for the treatment of infectious mastitis both in human and veterinary 

medicine.  

2. Modulation of virulence  

The use of LAB to fight against pathogenic bacteria does not only rely on their 

capacities to compete for niches including host tissues. Alternatives to killing or competition 

for niches are presented in this second part of the chapter, which all deal with modulation of 

virulence. This modulation of virulence includes inhibition of expression of virulence factors 

or related regulators, but also a direct effect on virulence through, for instance, toxin titrations 

(Table 2, Figure 2). 
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2.1. Modulation of virulence expression: toxins and regulators 

Only few studies reports antagonistic effects of LAB on virulence expression of 

pathogenic bacteria. Indeed, such effects have been mostly reported, and looked for, in 

contexts where a complex and balanced ecosystem has to be maintained, such as vaginal or 

intestinal ecosystems. In these contexts, a non-specific and large scale treatment such as 

antibiotherapy may cause important damages on ecosystem composition including removal of 

positive microflora. Targeting virulence factors responsible for infection acuteness such as 

toxins may be much more respectful of the ecosystem, resulting in the maintenance of its 

barrier effect against pathogens. This part will mainly focus on interaction of LAB with 3 

major human pathogens, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile and Escherichia coli in 

intestinal and/or vaginal contexts. 

 LAB interference with S. aureus quorum sensing and toxin production 

S. aureus is an opportunistic pathogen naturally present in the nasal cavity and the skin 

of humans and warm-blooded animals (Kluytmans and Wertheim 2005). From an 

epidemiological view point, it is a major pathogen responsible for infections ranging from 

superficial skin infections to life-threatening septicaemia, endocarditis and osteomyelitis. Its 

capacity to cause such a differentiated panel of infections is consistent with its ability to 

express a large number of virulence factors and to acquire several antibiotic resistance 

determinants, raising S. aureus among the most prevalent agents involved in nosocomial 

infections. There is thus a need to identify new antistaphylococcal agents and preventive 

strategies.  

In 2002, Gan et al described the successful use of a probiotic, Lactobacillus reuteri 

RC-14 (formely Lactobacillus fermentum RC-14) to inhibit surgical implant infections caused 

by S. aureus (Gan et al. 2002). This was partly related to L. reuteri RC-14 abillity to secrete a 

biosurfactant which significantly inhibited S. aureus adherence to the implant. To elucidate 

the mechanisms involved, communication between the two bacterial species was further 

investigated using a co-culture apparatus that physically separates the two species, while 

allowing the passage of soluble compounds (Laughton et al. 2006). The presence of L. reuteri 

RC-14 dramatically decreased the expression of the staphylococcal superantigen-like protein 

11 (SSL11) in S. aureus strain Newman as confirmed by 2D gel electrophoresis and gfp- and 

lux-reporter systems. This may explain, at least in part, the attenuated ability of S. aureus to 

cause infection in the rat surgical-implant model. In addition to the repression of SSL11 
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expression, L. reuteri RC-14 supernatant was able to interfere with the agr system, one of the 

main virulence regulator in S. aureus (Novick et al. 1993, Yarwood and Schlievert 2003), 

which controls the time-course expression of virulence factors in relation with growth phase, 

allowing a shift from adhesion factors to exoprotein and toxin production. Hence, small 

molecules contained in L. reuteri RC-14 supernatant were able to repress the expression of 

RNAIII, the agr effector (Laughton et al. 2006). L. reuteri RC-14 is a human vaginal isolate 

(Reid et al. 1987), and as such, its ability to interfere with virulence expression of a prototype 

of menstrual toxic shock syndrome (TSS) S. aureus strains, namely MN8, was also 

investigated (Li et al. 2011). Production of staphylococcal superantigen toxic shock syndrome 

toxin-1 (TSST-1) is believed to be the main cause of menstrual-associated TSS. TSST-1 

promotes nonspecific activation of T cell proliferation, resulting in massive cytokine release 

that is believed to be responsible for the most severe features. Supernatants of L. reuteri RC-

14 were able to inhibit production of TSST-1, as well as the agr system, without any effect on 

growth. Repression of tst expression was in part independent from the repression exerted on 

the agr system. Modulation of the expression of two other virulence-associated regulators 

sarA and saeRS was also observed. Hence, L. reuteri RC-14 was able to affect the overall 

expression of virulence factors in S. aureus, as confirmed on 1D-PAGE electophoresis by the 

lower production of exoproteins in S. aureus MN8 grown with an L. reuteri RC-14 

supernatant. The cyclic dipeptides cyclo(L-Phe-L-Pro) and cyclo(L-Tyr-L-Pro) were 

identified as the signaling molecules responsible for this downregulation of virulence by L. 

reuteri RC-14 (Li et al. 2011). Bioactive cyclic dipeptides (also known as 2,5-

diketopiperazines, or DKPs) are produced by several gram negative bacteria but also by some 

gram positive bacteria such as Lactobacillus plantarum. DKPs have been previously shown to 

possess antifungal properties (Strom et al. 2002) and also to interfere with quorum sensing in 

gram negative bacteria (Holden et al. 1999), suggesting they may constitute a general 

mechanism of interspecies communication.  

Interference of LAB with quorum sensing and toxin production in S. aureus was also 

observed by our research group. Hence, Lactococcus lactis was found to alter the expression 

of several staphylococcal virulence factors including the agr system and some enterotoxins -

which are responsible for staphylococcal food poisonings- when cultivated in a mixed culture 

on chemically defined medium, but also in a model cheese matrix (Cretenet et al. 2011, Even 

et al. 2009). In that case, downregulation of RNAIII expression was not mediated by the 
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release of a stable soluble factor in the medium, but rather required the presence of L lactis 

(Even et al. 2009). 

 LAB as an alternative or complementary treatment to Clostridium 

associated intestinal infections 

C. difficile is the leading cause of hospital-acquired diarrhoea and it has even 

surpassed methicillin-resistant S. aureus as the first cause of hospital-acquired infections in 

some areas of the USA (Musgrave et al. 2011). C difficile-associated diarrhoea (CDAD) vary 

from mild diarrhoea to fulminant colitis and death. These syndromes are due to the production 

of 2 toxins, namely Toxin A and B. In normal conditions, C difficile colonization and toxin 

production are inhibited by the resident microbiota however this barrier effect is strongly 

altered in patients undergoing long-time antibiotic treatments (Aslam et al. 2005, Borriello 

1990, Viscidi et al. 1981). C. difficile acute infections are treated by antibiotherapy but they 

tend to relapse in 20-25 % of patients (Musgrave et al. 2011). In addition, due to the 

dissemination of a hypervirulent and epidemic clone (NAP1) and to the appearance of 

antibiotic resistant C. difficile strains (Bouza et al. 2005, O'Connor et al. 2009), rate and 

severity of C. difficile infections are still increasing (Musgrave et al. 2011, O'Connor et al. 

2009). There is thus a need for alternative strategies to fight C. difficile infections. These 

strategies should be more respectful to the normal gut flora, such as development of immune 

response molecules, toxin traps or probiotics (for recent reviews, see (Musgrave et al. 2011, 

Parkes et al. 2009). 

The use of probiotics as an alternative has been investigated for primary and secondary 

prophylaxis against CDAD, with varying success depending on patients groups (Bouza et al. 

2005, Parkes et al. 2009). LAB were shown to prevent C. difficile colonization, through 

inhibition of growth and/or adhesion (Naaber et al. 2004). More interesting, a recent study 

also reported the ability of Streptococcus thermophilus to inhibit the production of toxin A by 

C. difficile (Kolling et al. 2012). Apart from any bactericidal effect, lactic acid containing 

supernatants of S. thermophilus (10mM) were found to inhibit tcdA expression and TcdA 

secretion. In vivo, in a murine model of C. difficile infection, mice treated with viable S. 

thermophilus exhibited reduced diarrhoea and weight loss as compared to untreated mice and 

the toxin levels in cecal contents tended to be lower (Kolling et al. 2012). This was also 

correlated to a higher level of lactate in the cecum following oral administration of viable S. 

thermophilus while the abundance of C. difficile was lower. Altogether, these data suggested 
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that S. thermophilus antagonistic effect on C. difficile infection relied, at least in part, on 

lactate production although inhibition of C. difficile growth and Toxin A production cannot be 

discriminated in vivo. 

Similar effects have been reported with Clostridium perfringens, a member of the 

normal gut flora, but also a major cause of intestinal disease in animals and, to a lesser extent, 

in humans (Petit et al. 1999). These gastrointestinal disorders are due to the production of 

toxins, each toxin type being associated with specific diseases in various animal species and 

in humans (Songer 1996). Prolonged antibiotic use is related to an altered composition of the 

normal intestinal flora which favors the proliferation of C. perfringens and increases the risk 

of toxin production at gut level. In addition to the four major toxins, C. perfringens may carry 

other toxin-encoding genes, including cpb2, the gene which encodes the beta2 toxin (Gibert et 

al. 1997). The presence of C. perfringens carrying cpb2 in the intestine has been associated 

with intestinal disease in humans, ruminants, horses, and pigs although carriage was also 

reported in healthy animals and humans (Bueschel et al. 2003). In an attempt to investigate 

communication between beneficial and pathogenic bacteria in the gut microbiome, i.e. 

Lactobacillus fermentum and C. perfringens, Allaart et al. (2011) performed in vitro co-

cultures of these two species. L. fermentum was able to inhibit cpb2 expression and, as a 

result, beta2 toxin production by C. perfringens without any effect on bacterial viability, and 

this was most likely due to acidification. Whether such communication occurs in vivo still 

remains to be proved (Allaart et al. 2011). 

 Downregulation of EHEC Shiga toxin expression by LAB probiotic strains 

Bloody diarrhoea and HUS are attributable to Shiga toxin (Stx) release by decaying 

EHEC. Two major Shiga-toxin types exist, Stx1 and Stx2, whose genes are bacteriophage 

encoded. The induction of these temperate phage increases stx gene copies and, as a result, stx 

gene expression. Several strategies are currently under investigation to counteract this 

pathogen, including antibiotherapy but also strategies specifically targeting Stx toxins, due to 

their major role in pathogenicity. This latter includes passive immunization with antibodies 

against Stx-1 and 2, toxin trap using receptor decoys mimicking the Gb3 cellular receptor for 

Shiga toxin, as well as probiotics (for a recent review, see Munieza)(Muniesa et al. 2012). 

Interesting results have been obtained with Bifidobacterium and also with LAB (Carey et al. 

2008, Eaton et al. 2011). In particular, the effect of LAB strains on stx2A expression in E. coli 

O157:H7 (EDL 933) was investigated in vitro, during co-incubation with sub-lethal 
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concentrations of each probiotic strain (Carey et al. 2008). Several Lactobacillus and 

Pediococcus species isolated from farm animals, dairy, and human sources were tested 

including L. rhamnosus GG, L. curvatus, L. plantarum, L. jensenii, L. acidophilus, L. casei, L. 

reuteri, P. acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceus. Co-cultures with all the tested LAB 

strains led to downregulation of stx2A expression, as a result of pH decrease (Carey et al. 

2008). Low pH indeed prevents phage induction (Imamovic and Muniesa 2012). Likewise, 

attenuation of EHEC virulence was reported in vivo: a dairy matrix containing Lactobacillus 

acidophilus La5 cell-free spent medium (LAla-5AF) was found to exert a protective effect 

against enterohemorrhagic Escherichia coli in mice (Zeinhom et al. 2012). Clinical signs and 

EHEC colonization rate were significantly attenuated when mice were fed for 4 days with 

yogurt supplemented with LAla-5AF prior to challenge test with a single dose (10
7
 CFU per 

mouse) of E. coli O157:H7. Mechanisms involved in this attenuation of clinical signs are not 

fully understood and might result from a combination of L. acidophilus supernatant effects on 

growth, colonization, and virulence expression. At least, this supernatant was found to down-

regulate the expression of several virulence genes of EHEC in vitro, including stxB2, qseA, 

luxS, tir, ler, eaeA, and hlyB, as demonstrated by real-time PCR (Zeinhom et al. 2012).  

2.2. Inhibition of toxin activity: degradation, trap or decoy 

The above section clearly points out that virulence factors such as toxins generally 

play a crucial role in infection severity, as illustrated with C. difficile or E. coli. Thus they 

often represent key targets for new therapeutic development. Once toxins are expressed and 

produced, they have to be inhibited. Their degradation or trapping through the development of 

receptor decoys constitute relevant strategies to counteract their cytotoxicity. This part will 

focus on the ability of LAB to attenuate virulence, through a direct effect on toxin 

cytotoxicity of the two major intestinal toxin producers described previously, i.e. EHEC and 

Clostridium difficile, and on cytotoxicity of Aflatoxin B1, a major mycotoxin.  

 Interference of L. acidophilus lysates with E. coli shiga toxins 

As mentioned above, severe infections with EHEC involves the production of one or 

two shiga-toxins. Attempts to titrate toxins have been made including the development of 

synthetic receptor decoys mimicking the natural receptor of the B-subunit of Stx, namely Gb3 

(Kitov et al. 2000). More natural toxin traps have been described such as glycosphingolipid 

(GSL) from bovine milk (Watarai et al. 2001), pectin or pectic oligosaccharides (Olano-

Martin et al. 2003). Toxin-neutralization effect was also reported for the Lipopolysaccharide 
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(LPS) of non pathogenic E. coli, and for an unknown secreted component of Bifidobacterium, 

which were able to inhibit the interaction between Stx-2 and Gb3 receptor (Gamage et al. 

2004, Kim et al. 2001). Likewise, Kim et al reported in 2006 the ability of Lactobacillus 

acidophilus to interfere with the Shiga-toxin-ligand binding. In a cytotoxicity assay (MTT 

test), they demonstrated the ability of cell lysates from two L. acidophilus strains, namely A4 

and 30SC, to inhibit the cytotoxicity of Stx2 on Vero cells. The inhibitory effect of L. 

acidophilus lysate was specific for Stx-2 as it was not exerted in the presence of both Stx-1 

and Stx-2 (Kim et al. 2006). Toxin neutralization ability was also strain specific. Of note, cell 

lysate did not modify Vero cell viability when added alone. This attenuation of virulence by 

L. acidophilus lysate was confirmed in vivo using killing assays of Caenorhabditis elegans, as 

illustrated by a significant decline of nematode death rate. Using toxin-binding ELISA assays 

with monoclonal Stx-2 antibody, the specific interactions between cell lysate components and 

Stx-2 was confirmed, as illustrated by the lower binding of the Stx-2 monoclonal antibody to 

Stx-2 following treatment with L. acidophilus cell lysate (Kim et al. 2006). Molecules 

responsible for this effect still remain to be identified. Another interesting effect is the one 

exerted by L. plantarum strain CIDCA 83114, which was isolated from Kefir, a fermented-

milk beverage. Cytotoxicity of E. coli O157:H7 supernatants upon Vero cells was 

dramatically reduced by this strain. This antagonism of cytotoxicity was mimicked by L. 

plantarum cell walls and the authors showed that the cell surface of CIDCA83114 binds the 

subunit B of Stx thereby decreasing its cytotoxicity (Kakisu et al. 2013).  

 Inhibition of Clostridium difficile cytotoxicity by a Lactobacillus delbrueckii 

secreted factor 

C. difficile associated-diarrhoea is mostly due to the release of two exotoxins, namely 

toxins A and B, leading to intestine epithelial cell destruction. Experiments were carried out 

in vitro using Caco-2 cells that clearly pointed out the ability of a L. delbrueckii strain to 

inhibit C. difficile cytotoxicity (Banerjee et al. 2009). Cytotoxicity of C. difficile cell free 

supernatants was significantly lower when C. difficile was co-cultivated with L. delbrueckii 

ssp. bulgaricus B-30892 (LDB B-30892). As noticed for E. coli shiga toxins, C. difficile toxin 

neutralization by L. delbrueckii was strain dependant as such effect was not observed with six 

other commercially available probiotic or conventional Lactobacillus strains including 

another L. delbrueckii strain as well as L. acidophilus and L. casei strains. In addition, 

cytotoxicity of a cell free toxin preparation of C. difficile was significantly counteracted by 

the addition of cell-free supernatants from LDB B-30892, pointing out that L. delbrueckii 
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inhibition of C. difficile cytotoxicity was mediated through the release of a soluble component 

in the medium. Of note, the released component had no bactericidal effect on C. difficile. 

Although the identification of this compound still requires further investigations, the authors 

suggest that L. delbrueckiii antagonism could be related to the production of an extracellular 

protease which would be responsible for toxin degradation, as previously proposed for 

Saccharomyces boulardii using a rat model (Castagliuolo et al. 1996, Castagliuolo et al. 

1999).  

 LAB as toxin traps: example of aflatoxin B1 

Investigation of probiotic properties often involves evaluation of auto-aggregative and 

co-aggregative properties with pathogens. Another interesting property is the direct titration 

of major virulence factors such as toxins, reducing thus their bioavailability and promoting 

clearance of these toxins from host. 

Among toxins, aflatoxins are considered as one of the most toxic group of mycotoxins 

and aflatoxinB1 as the most toxic and carcinogenic aflatoxin (Gratz et al. 2007). Aflatoxins 

are secondary metabolites produced by some Aspergillus species. These fungi are present on 

several food and feed products, especially cereals and grains. Ingestion of food contaminated 

by aflatoxins may cause mutagenicity, affect the immune system and even evolve to liver 

cancer and finally death. It is both a major public health problem and a significant cause of 

economic losses. Despite efforts, large scale and cost-effective methods for food 

detoxification are still lacking. Biological detoxification methods appear as promising 

strategies to eliminate aflatoxins from food or intestinal tract. This can occur through 

degradation of aflatoxin to less- or nontoxic products by some microorganisms (Wu et al. 

2009). Alternatively, some yeasts and bacteria, including LAB were reported to work as 

biological adsorbents that prevent aflatoxin’s transfer to the intestinal tract of humans and 

animals (Fazeli et al. 2009, Hernandez-Mendoza et al. 2009, Hernandez-Mendoza et al. 2011, 

Peltonen et al. 2001, Wu et al. 2009). Hence, using in vitro approach, Peltonen et al (2001) 

evaluated the ability of 12 Lactobacillus, 5 Bifidobacterium and 3 Lactococcus strains used in 

the food industry to bind aflatoxin B1 (AFB1)(Peltonen et al. 2001). These strains were able 

to bind between 5.6 and 59.7 % AFB1 from solution, with 2 L. amylovorus strains and one L. 

rhamnosus strain being the most efficient strains. Similar results were obtained with LAB 

isolated from traditional Iranian sourdough and dairy products, including L. casei, L. 

plantarum, and L. fermentum (Fazeli et al. 2009). Binding was sensitive to pH (Hernandez-

Mendoza et al. 2009) and reversible as AFB1 was released by repeated aqueous washes 
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(Fazeli et al. 2009, Hernandez-Mendoza et al. 2009, Hernandez-Mendoza et al. 2011, 

Peltonen et al. 2001). AFB1 binding capacities and stability of the bacteria-toxin complex 

appeared to be strongly strain-dependant and related to the bacterial cell-wall structure 

(Hernandez-Mendoza et al. 2009). In particular, teichoic acids were suggested to be involved 

in AFB1 binding by L. reuteri and L. casei (Hernandez-Mendoza et al. 2009). Moreover, in a 

toxicity assay using Caco-2 cells, coincubation of L. rhamnosus GG with AFB1 reduced its 

transport into the cells, the loss of transepithelial resistance as well as DNA fragmentation, 

indicating that this probiotic strain was able to protect against both membrane and DNA 

damage in the Caco-2 model (Gratz et al. 2007). The ability of some Lactobacillus strains to 

titrate AFB1 was also reported in vivo. Hernandez-Mendoza et al (2011) investigated the 

ability of L. reuteri NRRL1417, a strain which had been previously proved to efficiently bind 

AFB1 in vitro (Hernandez-Mendoza et al. 2009), to bind AFB1 in the intestinal tract and 

evaluated its effect on intestinal absorption of the toxin, dispensed in either single or multiple 

doses, in a murine model. L. reuteri was able to bind AFB1 in the intestinal tract, mostly in 

the duodenum. AFB1 titration by L. reuteri was efficient in both single and multiple dose 

challenges, thus reducing the bioavailability of AFB1 and avoiding its toxic effects 

(Hernandez-Mendoza et al. 2011). Similar results were obtained with L. rhamnosus strain 

GG, which was able to bind AFB1 and thus to modulate intestinal absorption, fecal excretion, 

and toxicity (Gratz et al. 2006). All these results support the suggestion that some probiotic 

bacteria could be an interesting alternative to prevent absorption of aflatoxin in the 

gastrointestinal tract. 

 New trends: designer probiotics as toxin and pathogen traps  

Looking at the different mechanisms used by probiotic LAB that counteract virulence 

reveals interference with the binding of the pathogen itself  or its toxin(s) to their receptor(s) 

through titration/coaggregation or competition. Limiting the pathogen adhesion or invasion 

prevents establishment of an infection while toxin titration prevent cytotoxic effects until 

clearance of the pathogen by the host immune system. This trend has led to the development 

of engineered strains expressing host receptor mimics, named designer probiotics (Paton et al. 

2006, Paton et al. 2010). Up to now, this strategy mainly involves engineered harmless E. coli 

strains displaying molecular mimics of host receptor glycans on their surface through 

expression of cloned heterologous glycosyltransferase genes. The prototype receptor mimic 

probiotic was designed for Shiga-toxins and EHEC while future targets include C. difficile. 

Expressing receptor mimics for toxins in probiotic LAB could allow combination with other 
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natural probiotic properties of these LAB. However, such therapeutics combining natural 

probiotic approach with GMO has to face market place resistance and tends to remain 

confidential unless continued propagation of antibioresistance opens avenues for the 

development of new concepts. 

  Concluding remarks.  

Probiotic LAB ingested by the host confer an overall improvement in health status 

and/or some degree of disease prevention. They are also sometimes considered an alternative 

to antibiotics. Our comprehension of how their beneficial effects work is still limited. 

Interactions with the host’s mucosae, modulation of the host immune response, barrier effect, 

production of antimicrobial compounds are some of the most investigated hypotheses.  

The positive effects of probiotics might also be placed within a tripartite interaction (host cell-

pathogen-probiotic) where probiotics might modulate the pathogen’s ability to adhere to and 

invade host cells or might modulate virulence expression without necessarily killing the 

pathogenic bacteria. Most pathogens (especially opportunistic pathogens) can be found in 

healthy subjects in the natural ecosystem of the host. In such cases, pathogens might adopt a 

commensal or mutualistic lifestyle rather than live and express functions that are pathological 

to the host. A better comprehension of these interactions might help understanding what 

makes the pathogens cross the fuzzy line between commensal and pathogenic lifestyle. Such 

strategy, where microbial problems are actually solved with microbial solutions, still requires 

deep investigations and is challenging. However, it may lead to new and alternative methods 

to treat and prevent infectious diseases. Another challenge will arise anyway if we let the 

current antibiotherapies definitely turn ineffective. 
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Table 1. Examples of competition for a niche by probiotic LAB 

 

LAB name Test / Target Pathogen Context  Reference 

Lactobacillus 

acidophilus TMC 0356, 

Lactobacillus casei 

TMC 0409 and L. rhamnosus 

TMC 0503 (LA-2) 

Adhesion inhibition  

Caco-2 adhesion 

 

Human intestinal mucus 

Clostridium difficile ATCC 9689, 

Enterobacter sakazakii ATCC 

29544, Salmonella enterica serovar 

Typhimurium ATCC 29631, 

Escherichia coli NCTC 8603 and 

Listeria monocytogenes ATCC 

15313 

inhibition of the adhesion 

and displacement of 

enteropathogens by 

lactobacilli 

(Gueimonde et al. 

2006) 

LAB isolated from  

fermented pearl millet 

slurries (Burkina Faso) 

 

L. plantarum A6 (LMG 

18053), L. fermentum Ogi E1 

(CNCM I–2028), L. 

fermentum MW2 (CNCM I–

2029), L. manihotivorans 

OND32,  

L. sakei 23K, 

L. johnsonii NCC 533, L. 

acidophilus NCFM 

Adhesion tests 

 HT29 and HT29-MTX 

cells 

 

Mucin assay 

(degradation) 

- LAB from tropical 

amylaceous fermented food 

have high binding capacity to 

intestinal epithelial cells and 

mucus 

(Turpin et al. 2012) 

L. salivarius subsp. salicinius 

CICC 23174 

L. plantarum CGMCC 1.557  

L. rhamnosus ATCC 53103  

L. acidophilus ATCC 4356 

 

Adhesion Inhibition 

Caco-2 cells 

Staphylococcus aureus Inhibition of adhesion of S. 

aureus  to Caco-2 cells by 

lactobacilli depends on 

Lactobacilli surface 

properties 

(Ren et al. 2012) 

L. acidophilus LAP5 Growth Inhibition (plate 

assay of LAB supernatant 

against S. cholerasuis) 

Invasion assay on Caco-2 

Salmonella cholerasuis 

(2a and 26a strains) 

invasion inhibition of S. 

choleraesuis to human Caco-

2 cell line 

(Lin et al. 2008) 
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cells 

L. plantarum AS1 Adhesion tests 

Displacement assay. 

HT-29 cell line 

Vibrio parahaemolyticus 451 Adhesion of L. plantarum 

AS1 to HT-29  

Inhibition of V. 

parahaemolyticus 

attachment.  

(Satish et al. 2011) 

L. acidophilus Bar13, L. 

plantarum Bar10, B. longum 

Bar33 and B. lactis Bar30 

Adhesion and 

displacement test on 

Caco-2 cells 

Salmonella typhimurium and 

Escherichia coli H10407 

Adhesion of LAB to Caco-2 

cells and inhibition of 

enteropathogens adhesion. 

Stimulation of anti-

inflammatory IL-8 by HT29 

cells.  

(Candela et al. 2008) 

L. plantarum CGMCC 1258 Adhesion test on Caco-2 

cells 

Enteropathogenic E. coli 

(O111:NM, ATCC 43887) 

Protection of Caco-2 cells by 

L. plantarum and purified S-

layer proteins of L. 

plantarum.   

(Liu et al. 2011) 

L. acidophilus 

ATCC 4356 

Exclusion, competition, or 

displacement test on 

Caco-2 cells 

Nine Campylobacter jejuni isolates Reduction 

of adhesion/invasion of C. 

jejuni to intestinal cells 

(Campana et al. 2012) 

L. rhamnosus Kx151 A1  

L. reuteri FJ1  

L. gasseri MV1-21g  

L. crispatus MV24-1a  

Adherence assay onto 

human epithelial cervical 

cells. 

ME-180 (ATCC HBT-33) 

Nesseiria gonorrhoeae MS11mk Competition for adhesion to 

human cervix cells 

. 

(Vielfort et al. 2008) 

L. plantarum BMCM12 Adhesion assay onto Type 

II mucin 

Escherichia coli LMG2092 and 

Salmonella enterica subsp. enteric 

LMG15860. 

Inhibition of adhesion to 

mucin by L. plantarum and 

purified extracelullar proteins 

of L. plantarum 

(Sanchez and Urdaci 

2012) 
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Table 2. Modulation of virulence by probiotic LAB: repression of virulence gene expression, toxin degradation and titration 

LAB name Pathogen/Toxin Test Mechanism Reference 

L. reuteri S.  aureus/ 

SSL11,agr system, 

Tsst-1 

In vitro, co-culture using an 

apparatus that physically 

separates the two species, or 

incubation of S. aureus with L. 

reuteri supernatant 

Inhibition of expression of ssl11, the agr 

system and tst by secreted cyclic dipeptides 

(Laughton et al. 2006, Li et 

al. 2011) 

L. lactis S. aureus/ 

agr system, 

enterotoxins 

In vitro, co-culture Inhibition of expression of several virulence 

factors including the agr system and some 

enterotoxins; partial role of lactic acid 

(Cretenet et al. 2011, Even 

et al. 2009) 

S. thermophilus C. difficile/toxin A In vitro , incubation with S. 

thermophilus supernatant 

 

In vivo, murine model: live  

S. thermophilus 

Inhibition of tcdA expression (role of lactic 

acid) 

 

Attenuation of infection severity in mice 

treated with viable S. thermophilus and lower 

toxin levels in cecal contents 

(Kolling et al. 2012) 

L. fermentum C. 

perfringens/beta-2 

toxin 

In vitro, co-culture Inhibition of cpb2 expression (role of 

acidification) 

(Allaart et al. 2011) 

L.L. rhamnosus 

GG, L. curvatus, L. 

plantarum, L. 

jensenii, L. 

acidophilus, L. 

casei, L. reuteri, P. 

acidilactici, P. 

cerevisiae, 

P.pentosaceus 

E. coli/ shiga-toxin 

2 

In vitro, co-culture downregulation of stx2A expression, as a 

result of pH decrease 

(Carey et al. 2008) 

L. acidophilus La5 E. coli/ shiga-toxin 

2 

In vitro , incubation with L. 

acidophilus supernatant 

 

 

 

In vivo, murine model : mice 

Modulation of the expression of several 

virulence genes including stxB2, qseA, luxS, 

tir, ler, eaeA, and hlyB by a secreted 

component 

 

L. acidophilus supernatant was found to exert 

(Zeinhom et al. 2012) 



D. Bouchard, 2013  ANNEXE 3. Chapitre de livre Even et al., in press 

 

 

255 

were fed for 4 days with yogurt 

supplemented with L. 

acidophilus La5 supernatant 

prior to challenge test E. coli 

O157:H7 

 

a protective effect against enterohemorrhagic 

Escherichia coli in mice :attenuation of 

clinical signs and EHEC colonization rate  

L. acidophilus  E. coli/ shiga-toxin 

2 

In vitro, Vero cells, co-

incubation of Stx2 with cell 

lysates 

 

 

 

In vivo: killing assays of 

Caenorhabditis elegans) 

Toxin neutralization:Inhibition of the 

cytotoxicity of Stx2 with regard to Vero 

Cells by cell lysates through interference 

with the binding of Stx2 with its cellular 

ligand Gb3. 

 

Significant decline of nematode death rate. 

(Kim et al. 2006) 

L. delbrueckii C. difficile/ toxin A 

and B 

In vitro, Caco-2 cells: 

cytotoxicity test with a cell free 

toxin reparation of C. difficile , 

coincubation with L. delbrueckii 

supernatants 

Toxin degradation: 

inhibition of C. difficile cytotoxicity 

mediated through the release of a soluble 

component in the medium, maybe a protease 

(Banerjee et al. 2009) 

Lactococcus lactis 

L. delbrueckii 

L. amylovorus, L. 

rhamnosus  

L. casei, L. 

plantarum, and L. 

fermentum 

L. reuteri  

L. acidophilus  

L. helveticus 

L. johnsonii 

 

Aspergillus sp./ 

Aflatoxin B1 

In vitro, coincubation of AFB1 

with LAB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toxin titration: 

Reversible binding of Aflatoxin B1 in 

solution 

Role of teichoic acids 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fazeli et al. 2009, 

Hernandez-Mendoza et al. 

2009, Hernandez-Mendoza 

et al. 2011, Peltonen et al. 

2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

L. rhamnosus GG Aspergillus sp./ In vitro (Caco-2 cells): protection against both membrane and DNA (Gratz et al. 2007) 
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Aflatoxin B1 coincubation of AFB1 solution 

with L. rhamnosus 

damage by incubation of AFB1 with L. 

rhamnosus in the Caco-2 model  

L. reuteri  

 

L. rhamnosus GG 

Aspergillus sp./ 

Aflatoxin B1 

In vivo (murine model): AFB1 

challenge following 

implantation of L. reuteri  

Toxin titration :binding of AFB1 in the 

intestinal tract and reduced intestinal 

absorption and cytotoxicity of AFB1 

(Gratz et al. 2006, 

Hernandez-Mendoza et al. 

2011) 
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Figure legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Different types of competition for a niche. Probiotic LAB (in blue) compete with 

pathogenic bacteria (in red) for adhesion sites on host cells (exclusion, competition, displacement) or 

entrap pathogenic bacteria before they can interact with host cells (co-aggregation). 
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Figure 2. Inhibition of virulence by LAB. Probiotic LAB (in blue) interfer with pathogenic bacteria 

(in red) virulence through the inhibition of toxin gene expression, or through toxin degradation or 

toxin titration. 
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Résumé.  

Staphylococcus aureus est un des pathogènes majeurs impliqués dans les mammites chez les ruminants. Il engendre 

des tableaux cliniques très variables, allant des mammites subcliniques aux mammites gangréneuses, mais les 

mécanismes de cette variabilité restent encore mal connus. La volonté de réduire l’utilisation d’antibiotiques en 

médecine vétérinaire ainsi que leurs faibles efficacités contre les mammites staphylococciques justifient les efforts 

consentis au développement de stratégies alternatives. L’une des particularités des infections intramammaires à S. 

aureus est leur chronicité et leur persistance dont l’une des principales causes est la capacité de S. aureus à adhérer et 

internaliser dans les tissus de l’hôte. Utiliser les propriétés inhibitrices des bactéries dites « probiotiques » d’un 

écosystème pour réduire, prévenir ou traiter des infections est une stratégie qui a déjà montré de bons résultats chez 

l’homme. Ce travail de thèse vise à mieux caractériser le microbiote mammaire et notamment la composante lactique 

et à évaluer son potentiel à moduler l’adhésion et l’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales 

mammaires bovines. L’ensemble de ce travail a été réalisé avec deux souches de S. aureus très différentes au niveau 

des tableaux cliniques engendrés. La souche RF122, très virulente, et la souche Newbould 305, induisant des 

infections modérées et chroniques. Les résultats obtenus montrent que la capacité d’invasion cellulaire semble être un 

élément clé dans la chronicité de la souche Newbould 305. Ceci a été montré par l’analyse comparative (génomes, 

protéomes et phénotypes) des souches Newbould 305 et RF122. D’autre part, l’écosystème de la glande mammaire 

présente une composante lactique ayant des capacités probiotiques intéressantes. Ceci a été montré in vitro sur une 

modèle d’interaction tripartite, entre S. aureus, Lactobacillus casei et les cellules épithéliales mammaires MAC-T. 

Dans ce système, L. casei affecte l’adhésion et surtout l’internalisation de S. aureus sans modifier  la viabilité et la 

morphologie des cellules en culture. L’inhibition semble dépendante d’un contact direct avec des L. casei viables. La 

caractérisation des bases moléculaires de ces phénomènes se poursuit dans l’équipe. Ces résultats ouvrent de nouvelles 

perspectives dans l’application de bactéries lactiques en tant que probiotique mammaire. 
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Abstract.  

Staphylococcus aureus is one of the main pathogens involved in ruminant mastitis. Severity of bovine S. aureus 

mastitis is highly variable, from subclinical to gangrenous mastitis. Nevertheless S. aureus factors that may explain 

this variability are still poorly documented. There is a great demand for the reduction of antibiotics use in veterinary 

medicine. Besides, these antibiotics have a low efficiency against staphylococcal mastitis. There is thus a need to 

develop alternative strategies. One feature of S. aureus is its ability to persist within the mammary tissue and induce 

chronicity of the infection. One of the main causes is the S. aureus ability to adhere to and internalize into host cells. 

The concept of biological control, using natural inhibitory properties of lactic acid bacteria (LAB) as probiotics, is 

now well established in humans and animals and is used to reduce, prevent or treat bacterial infections. This PhD work 

aims to better characterize the mammary microbiota in particular its LAB population, which might exert a positive 

effect on host health, and to determine its potential to modulate adhesion and internalization of S. aureus. This work 

was realized using two S. aureus strains as representatives of strains inducing severe (S. aureus RF122) or mild and 

chronic (Newbould 305) mastitis. Our results showed that the cellular invasion capacities seems to be key element in 

the chronicity observed in Newbould 305 mastitis. This was determined by genomic, proteomic and phenotypic 

comparison with RF122. Besides, we showed that the bovine mammary ecosystem present a LAB biodiversity and 

that these LAB presented interesting probiotic capacities. This was shown in an in vitro model of tripartite interaction, 

between S. aureus, Lactobacillus casei and the mammary epithelial cells MAC-T. In this system, L. casei impairs S. 

aureus adhesion and internalization without modifying the viability and the morphology of cells. The inhibition 

depends on a direct contact with live L. casei. Identification of the molecular basis of this inhibition are currently 

under investigation. These results open new perspectives in the application of lactic acid bacteria as mammary 

probiotics. 
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