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Prévalence des pathogènes de mammites en France 

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019) 
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Prévalence des pathogènes de mammites en France 

Prévalence par catégorie de mammite (Poutrel 2019) 

Prévalence (antibiogrammes réalisés sur échantillons issus de mammites – 2020)   
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La diversité de l’espèce E. coli 

Infections 
intestinales 
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intestinales 
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Typage MLST 41 souches collection 2IM 
(7 gènes de ménage - schéma MLST 
Achtman) 
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Les souches d’E. coli de mammites 
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• Analyse sur génomes complets – recherche de 320 gènes de virulence : Kempf et al. 2016 

• Systèmes d’acquisition du fer 

• Résistance au sérum 

• Toxines, Invasines,… 

 

 

 

• Prévalence accrue pour 3 opérons: Goldstone et al. 2016 

• Acquisition du fer via le citrate 

• Opéron dégradation de l‘acide phenylacetique 

• Opéron ymdE-ycdU 

• Neuf marqueurs potentiels de souches de mammites (MAEC) : Jung et al. 2021 

• adeQ, yfiE, nifJ, ygjI, yhjX, ygjJ, pqqL, fdeC 

 

➥ Plutôt caractérisées par une absence de facteurs de virulence 

 Présence/absence de gènes de virulence ou d’adaptation 
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Les souches d’E. coli responsables de mammites 

Infections 
intestinales 

Infections extra-
intestinales 

Commensales 
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Une autre source de variabilité: la région core du LPS 

A 

B1 

C 

E 
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D 

5 types de cores différents : 

A B1 B2 C D E F 
ECOR phylogroup 

Membrane 
externe 

Lipide A 

Région core 

Antigène 
O 

Leclercq et al. 2021 
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A B1 B2 C D E F 
ECOR phylogroup ECOR phylogroup 
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Souches de mammites labo (n=37) 

 Plus forte prévalence du core K-12, plus faible pour le core R4 
 Conséquences ? 



p. 11 
18/10/2022 – P. Germon 

Rencontre Op+lait 

Les souches d’E. coli de mammites et antigène O 

• Antigène dominant 

• Dans l’espèce E. coli 
• Plus de 180 antigènes O différents 

 

• Souches isolées de mammites : 
 

 
Compilation de 5 études: 111 

sérogroupes différents 
 

(Linton et al. 1979; Hogan et al 2012; 
Wenz et al 2006; Leimbach et al. 2017, Jung et al. 2021) 

➥ Très grande variabilité de sérogroupe et 
pas de lien avec sévérité 

Membrane 
externe 

Lipide A 

Région core 

Antigène 
O 
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Les souches d’E. coli de mammites et antigène O 

• Antigène dominant 

• Dans l’espèce E. coli 
• Plus de 180 antigènes O différents 

 

• Souches isolées de mammites : 
 

 
Compilation de 5 études: 111 

sérogroupes différents 
 

(Linton et al. 1979; Hogan et al 2012; 
Wenz et al 2006; Leimbach et al. 2017, Jung et al. 2021) 

➥ Très grande variabilité de sérogroupe et 
pas de lien avec sévérité 

Membrane 
externe 

Lipide A 

Région core 

Antigène 
O 

 Peu, voire pas, de critères génétiques caractéristiques des souches de mammites 
Phylogénie 
Contenu global en gènes 
Contenu en gènes de virulence 
Serogroupe 
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• In vivo : sévérité d’une infection mammaire en modèle murin 

• In vitro : résistance au sérum, au pouvoir bactéricide des neutrophiles, 
stimulation de cellules épithéliales mammaires… 

Caractérisation phénotypique 
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• C57Bl/6 en lactation (7-10j après mise bas) 

• Escherichia coli  1000 cfu 
• E. coli K-12 MG1655 

• Souches de mammite: P4 et D6-117.29 

• Souche de type pathogène intestinale: B1171 

•  Aiguille 33G 

•  Numération bactérienne, recrutement cellulaires, sécrétion de cytokines… 

Modèle de mammite murine à E. coli 

© D. Kunkel 

http://www.denniskunkel.com/
http://www.denniskunkel.com/
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Souches testées: 
- E. coli K-12 MG1655 
- Souches de mammite: P4 et D6-117.29 
- Souche de type pathogène intestinale: B1171 

Sévérité variable : P4 > B1171 > D6-117.29 ≈ K-12 MG1655 
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Croissance en lait frais Résistance aux neutrophiles 

Résistance au sérum 
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Les CEMs répondent à une stimulation par E. coli 

Lignée PS 
(cellules épithéliales 

mammaires) 

3h puis 
gentamycine 

21h 

Dosage ELISA CXCL-8 

+ 

- CD14 

+ CD14 
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• Criblage d’une banque de mutants aléatoires 

Identification de mutants d’E.coli P4 induisant une réponse accrue des 
CEM 

WfeA 
 

WfeE 
 

 
 

 
 

RfaJ 
RfaB 
RfaG 
 

 
ArnD 

Vedrine et al. 2018 

-> la plupart des mutants sont affectés dans la 
synthèse de l’antigène O 

Outer 
membrane 

Lipid A 

core 

O-antigen 

Core + lipid A 

O-antigen 



p. 19 
18/10/2022 – P. Germon 

Rencontre Op+lait 

 

La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 

E. coli K-12 
(MG1655) 

E. coli K-12 O16 
(MG1655 wbbL+) 

Souche E. coli K-12 O16: 
Rendueles O. et al. 2014 
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La présence d’un antigène O réduit la réponse des CEM 

E. coli K-12 
(MG1655) 

E. coli K-12 O16 
(MG1655 wbbL+) 

 La présence d’un antigène O diminue la reconnaissance du LPS par les CEM 

Souche E. coli K-12 O16: 
Rendueles O. et al. 2014 
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La réponse des CEMs au LPS-S requiert le cofacteur CD14 

- CD14 

+ CD14 

 Analyse par RNAseq du rôle de CD14 dans la 
modulation de la réponse des CEMs 
 
 Stimulation avec LPS-S ou LPS-R 

 
 En présence ou non de CD14 
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 La présence du cofacteur CD14 est déterminante pour une réponse correcte au LPS-S 
 Activation de la voie TRAM-TRIF 
 Induction des gènes de la voie interferon de type 1 
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• Infusion de 1µg des fractions LPS dans les quartiers de 6 vaches 
• comptages cellulaires, suivi de température et dosages cytokines/chimiokines 

 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

CTRL LPS-R 

LPS-S 
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Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

CTRL LPS-R 

LPS-S 

 Paradoxalement, la réponse est plus forte avec le LPS-S 
 Elimination/detoxification plus rapide du LPS-R ? 
 La présence de l’antigène O a un impact sur la réponse de l’hôte 

Vedrine et al. 2018 
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• Dosage de CD14 dans le lait 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 

.17 
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LPS-S 
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• Dosage de CD14 dans le lait 

Comparaison “LPS-Rough” vs. “LPS-Smooth” in vivo 
Epreuve inflammatoire in vivo 
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• La présence de l’antigène O modifie la réponse immunitaire innée in vitro 

• La présence du cofacteur CD14 est déterminante pour une réponse 
correcte au LPS-S 
• Activation de la voie TRAM-TRIF 
• Induction des gènes de la voie interféron de type 1 
• À mettre en relation avec la littérature: 

• Une injection de CD14 améliore l’élimination de E. coli en modèle murin et bovin 
(travaux de Paape et collègues) 

• Polymorphisme de CD14 pourrait associé à une +/- grande résistance aux 
mammites (Li et al. 2017) 

 

• Paradoxalement, la réponse est plus forte avec le LPS-S 
• Elimination/detoxification plus rapide du LPS-R ? 

 

Antigène O et réponse immunitaire innée 
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WfeA 
 

WfeE 
 

 
 

 
 

RfaJ 
RfaB 
RfaG 
 

 
ArnD 

• Stratégies de lutte contre les mammites 
• Amélioration non-spécifique de l’immunité 

• Vaccination 

• Les stratégies vaccinales actuelles reposent sur l’utilisation 
d’une souche « rough » c-à-d dépourvue d’antigène O 

 

 

• Hypothèse : les anticorps ainsi générés reconnaitraient des épitopes 
conservés chez toutes les souches d’E. coli et indépendamment de 
l’antigène O 

Antigène O et immunité adaptative 
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Les stratégies vaccinales actuelles 

• Quels objectifs ? 
• Prévention de l’infection 

• Si infection: 
• Améliorer la guérison bactériologique 

• Réduire la durée des infections 

• Réduire la sévérité des symptômes 

• Réduire les pertes de production 

• Vaccins bactéries inactivées : J5 

• Vaccins sous-unitaire 
• Récepteur du fer: FepA, FecA 

• Mélanges de protéines de membrane externe et sidérophores 

• YidR (ATP/GTP binding – métabolisme du galacturonate) 
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Les stratégies vaccinales actuelles 

• Quels objectifs ? 
• Prévention de l’infection 

• Si infection: 
• Améliorer la guérison bactériologique 

• Réduire la durée des infections 

• Réduire la sévérité des symptômes 

• Réduire les pertes de production 

• Vaccins bactéries inactivées : souche J5 

• Vaccins sous-unitaire 
• Récepteur du fer: FepA, FecA 

• Mélanges de protéines de membrane externe et sidérophores 

• YidR (ATP/GTP binding – métabolisme du galacturonate) 

Rainard et al. 2021 
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WfeA 
 

WfeE 
 

 
 

 
 

RfaJ 
RfaB 
RfaG 
 

 
ArnD 

J5 

Vaccins J5 

- Utiliser une souches vaccinale inactivée et sans antigène O: 
souche J5 

- Mécanismes d’action potentiels = stimuler la production 
d’anticorps 

- Qui réagissent avec des souches de différents sérotypes => 
augmenter l’opsonisation et la phagocytose par les neutrophiles 

 

- Neutraliser l’activité proinflammatoire/endotoxique du lipide A 
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Core region 

Lipide A 

O-antigen 

LPS rough 
(rfaL mutant) 

LPS smooth 
(O32 – 15 subunits) 

OmpA 

Généré avec UCSF Chimera 
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• Un des critères d’évaluation est la production d’anticorps… 

 

 

 

 

 

 

• Question : est-ce que ces anticorps sont effectivement efficaces pour 
opsoniser les bactéries et ainsi améliorer l’élimination des bactéries par les 
neutrophiles 

 



p. 39 
18/10/2022 – P. Germon 

Rencontre Op+lait 

• Source d’anticorps 
• Serum de vaches vaccinées avec E. coli J5 

 

• Panel souches d’E. coli : 
- Paires de souches isogéniques smooth-rough 

- P4 / P4 ∆rfb 

- K-12 O16 / K-12 

- Ainsi que:  
- B117 

- J5 

• Explorer la fixation des anticorps 
 

 

Les anticorps générés par vaccination J5 reconnaissent-ils 
effectivement E. coli ? L’antigène O empêche-t-il la reconnaissance ? 
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A – sérum anti-OmpA 
B-  sérums anti-OmpA et anti-J5 

 La présence d’un antigène O empêcherait la reconnaissance d’E. coli par les anticorps 
générés par vaccination anti-J5 ou anti-OmpA 

 
L’approche implique une « fixation » des bactéries… dénaturation d’antigènes de surface ? 
 
=> Analyse par cytométrie sur bactéries vivantes 
 

Etude par ELISA 

rough 

smooth 

B A 
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Pre-immune serum 

J5 
Souches Rough 

Souches Smooth 

P4 O-

32%

1303

6%

P4

15%

J5

34%

MG1655

35%

MG O16

7%

B117

2%
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• Bonne reconnaissance des souches « rough » dépourvues d’antigènes O 

• Reconnaissance réduite des souches « smooth » 
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J5 P4 O- P4 1303

K08 B117 A03 BAS006 

CEC5 CEC11 CEC21 DE6

Toutefois une fraction des bactéries semblent reconnues… 
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• Bonne reconnaissance des souches « rough » dépourvues d’antigènes O 

• Reconnaissance réduite des souches « smooth » 

• avec marquage d’une fraction des souches « smooth » avec antigène O 
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J5 P4 O- P4 1303

K08 B117 A03 BAS006 

CEC5 CEC11 CEC21 DE6

Hyp: marquage lié à 
l’expression d’une 
structure exprimée 
par une fraction des 
souches et émergeant 
de la surface des 
bactéries 
 
Fimbriae de type 1 ? 

Toutefois une fraction des bactéries semblent reconnues… 



p. 46 
18/10/2022 – P. Germon 

Rencontre Op+lait 

Les fimbriae de type 1 
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• Ils sont exprimés par une fraction seulement des bactéries au sein d’une 
culture 

Particularités des fimbriae de type 1 

Population OFF 

Population ON 
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Le serum anti-J5 contient-il des anticorps anti-F1 ? 

Fim+ Fim- 

 Oui, le serum anti-J5 contient des anticorps anti-fimbriae de type 1 
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A

B

CTL Ads souche Fim- Ads souche Fim+ 

Confirmation: marquage de la souche P4 par des anticorps anti-J5 ou 
anti-fimbriae type 1 adsorbés avec une souche Fim + ou Fim - 

Serum anti-F1 adsorbé 

Souche P4 « smooth » 

Sérum anti-J5 adsorbé 

 Perte du marquage si adsorption avec souche Fim+ mais pas Fim - 
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• Un sérum anti-J5 reconnaît les souches « rough » dépourvues d’antigène O 

• Mais reconnaissance réduite des souches « smooth » 
• avec marquage d’une fraction des souches « smooth » avec antigène O 

• La fraction des bactéries « smooth » reconnues par le sérum anti-J5 sont 
celles qui expriment des fimbriae de type 1 
• Le sérum anti-J5 contient des anticorps anti-fimbriae de type 1 mais ne 

marque pas une souche Fim- 

• Perte du marquage d’une souche « smooth » si adsorption avec souche Fim+ 
mais pas Fim – 

• Les anticorps induits par la vaccination anti-J5 ne permettent de 
reconnaître que les bactéries Fim+ des souches smooth 
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Est-ce que ces anticorps améliorent l’élimination des bactéries ? 
Test de phagocytose 

• Bactéries 
• PMN 
• serum pre-colostral (source de 

complément – activation des 
neutrophiles) 

• serum anti-J5 (D0 ou D45) 
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Rainard, P., M. Reperant-Ferter, C. Gitton and P. Germon (2021). mSphere 6(1) 
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• Un sérum anti-J5 reconnaît les souches « rough » dépourvues d’antigène O 

• Mais reconnaissance réduite des souches « smooth » 

• Les antigènes de surface des souches « rough » reconnus par le sérum anti-
J5 ne sont pas accessibles dans une souche « smooth »  

• La fraction des bactéries « smooth » reconnues par le sérum anti-J5 sont 
celles qui expriment des fimbriae de type 1 

• Les anticorps induits par la vaccination anti-J5 ne permettent de 
reconnaître que les bactéries Fim+ des souches smooth 

• Les anticorps induits par la vaccination J5 n’améliorent pas la bactéricidie 
par les neutrophiles 
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• Les anticorps induits par la vaccination J5 n’améliorent pas la bactéricidie 
par les neutrophiles 

• Les suites : 
• Pour améliorer la vaccination contre les mammites à E. coli, cibler la réponse 

cellulaire 
• notamment la réponse Th17 – Rainard et al. 2022 

• Caractérisation des antigènes : recherche d’épitopes T ? 

• Voie locale ? 

 

• Validité pour les autres pathogènes ? 
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• Aujourd’hui le suivi du statut de la mamelle 
• SCC= toutes les cellules du lait 

• Amélioration DSCC = pourcentage PMN+Lc 

• Peut-on encore affiner en étudiant la fonctionnalité des cellules du lait ? 

Vers une amélioration de la caractérisation des cellules du lait 
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Publication Définition d’une 
glande mammaire 
saine 

Technique utilisée % Macrophages % Lymphocytes % Neutrophiles % Cellules 
épithéliales 

Miller et al. 1991 Bactériologie 
négative 

Microscopie 30 24 26 19 

Vangroenweghe et 
al. 2001 

Bactériologie 
négative 
SCC < 200 000 
cellules/mL 

Microscopie 34,8 ± 7,3 6,8 ± 1,8 58,7 ± 7,3 ND 

Leitner et al. 2000 SCC < 100 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 13 ± 2 11 ± 2 28 ± 3 45 ± 25 

Dosogne et al. 
2003 

Bactériologie 
négative 
SCC < 200 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 9 ± 1 58 ± 3 28 ± 2 ND 

Leitner et al. 2003 SCC ≤ 58 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 0 7 32 ± 4 61 ± 5 

Koess et al. 2007 SCC < 50 000 
cellules/mL 

Cytométrie en flux 42,5 ±11,1 25,9 ± 6,8 30,5 ± 11,8 3,1  ± 1,2 

Lozada et al. 2020 Bactériologie 
négative 

Qscout 23 23 55 ND 

Rambault et al. Bulletin des GTV. 2021 

 

 

Les macrophages du lait 
Problématique: comment récupérer toutes les cellules du lait pour une analyse fiable 
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Comparaison de deux méthodes de récupération 

Christophe - Pierre 

MASTICELLS – WP1 

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

Lait 
A = Faible en cellules 

20 000 à 90 000₵/mL 

 

B = Concentré en 
cellules 

130 000 à 3 200 000₵/mL 

Cellules 
centrifugées 

Cellules triées 

✓ 

✓ ✓ 

✓ 

Cytométrie RT-qPCR 

CD45+ CD3+ Lc T 
CD45+ CD14+ MP 
CD45+ G1+  PMN 



p. 57 
18/10/2022 – P. Germon 

Rencontre Op+lait 

Quartier 
pauvre en cellules 

Quartier 
riche en cellules 

Diagramme FSC-
SSC 

Diagramme FSC- fluorescence rouge 
Vybrant Ruby 

Identification et purification des cellules du lait par cytométrie 
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• Proportion des différentes populations cellulaires récupérées 

Impact de la méthode de récupération des cellules du lait 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 
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Mise en évidence de profils caractéristiques de statuts inflammatoires 

Quartier Macrophage Lymphocyte Neutrophile CCS 

VL1517_AVG 29 19 24 20 

VL1815_ARD 4 6 84 30 

VL1818_ARD 11 47 21 37 

VL1743_ARD 22 19 31 75 

VL1717_ARD 64 7 9 90 

VL1743_AVG 43 33 11 128 

VL1717_ARG 49 6 25 305 

VL1517_AVD 15 3 72 470 

VL1818_ARG 10 2 71 976 

VL1815_AVD 4 1 90 3231 

 Peu d’effet de la méthode sur les proportions (cytométrie) 
 => récupération des macrophages possible  

 Effet sur le profil transcriptomique sur les laits peu chargés en cellules (ARN des GG ?) 
 Clustering des échantillons associé à des clusters de gènes spécifiques 
 Marqueurs de situation sanitaire ? 
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