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J_/ Les objecti S‘E%M ‘

v Connaitre le contexte des infections a C. acnes
v Connaitre les interactions entre C. acnes et cellules hotes
v Connaitre le role du biofilm de C. acnes

v' Connaitre I'impact de la formation de granulome
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FIGURE I: Diversity of implant-associated infections caused by P. acnes.

Portillo et al., Biomed Res Int 2013
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| Ex_: infection sur matériel articulaire

Infection prothéese d’Epaule :
v' Une vraie spécificité d’articulation 3 a 7,5 %
v Un mode de contamination particulier

=== | Microbiote cutané de I’épaule :

v'C. acnes bactérie prédominante :
D+ T > 10° bactéries/unité
N e v'Densité unité entre 80 et 100/cm?
' -"' o) v'6 phylotypes principaux
— 9 ?ffrw mais IB et Il retrouvés sepsis

Figure 1. Overview of the skin (pilosebaceous unit) and the C. acnes population within it.

Lee YB et al., J Clin Med 2019 Aubin et al., MMI 2014, Aubin et al., SR 2017, Jahns et al., Exp Derm 2012



ontexte de

Cutibacterium acnes, un leader incontesté !! (
v % de C.acnes:28a79 %! I
v Probablement plus de 50 % i \

v C. acnes pas si non virulent que cela 1/ \

Table I Reported causative organisms identified by preoper-
ative or intraoperative culture

Organism Prevalence (%)
[Propionibacteﬁum acnes 38.9 ]-
staphylococcus aureus 14.8
Staphylococcus epidermidis 14.5
Coagulase-negative staphylococcus 14.0
(not otherwise specified)
Other 3.42
Gram-negative rods 2.5
Corynebacterium spp 2.3
Pseudomonas spp 2.1
Peptostreptococcus spp 1.8
Streptococcus spp (not otherwise 1.48
specified)
Viridans streptococci 0.99
Escherichia coli 0.66
Proteus mirabilis 0.5
Candida albicans 0.49
Serratia marcescens 0.33

Nelson et al.. JSES 2016

Number of procedures
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Facteurs de risque
v' Homme
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v Chirurgie préalable g
v Infiltration .
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Bacille Gram +, anaérobie aérotolérant
Pousse en culture lente, parfois B-héemolytique
Commensale peau et muqueuse buccale

Pathogene opportuniste : infection ostéo-
articulaire (+/- sur matériel), ophtalmique,
dentaire, valves cardiaques

Trop souvent considéré comme un contaminant

Différences en termes de métabolisme,
d’antigénicité...
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Phylotypes
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Pathologies liees a C. acnes : tropisn
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Fig. 7 - Hypothesized mechanism of sarcoid granuloma
formation caused by P. acnes. Intracellular proliferation of
latent Propi ium acmes in macrophages triggers
granuloma formation in patients with hypersensitivity to
this indigenous bacterium.

Différents ST mais ST26 Différents ST CC36/CC53

Paugam et al., JEADV 2017, Aubin et al., Sci Rep 2017, Petersen et al., IJMI 2017, Eishi 2013 Eur Resp,
Mak et al., Prostate 2013, Aubin et al., Anaerobe 2017

IA1/CC18/Al
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v" 1 chromosome-2,5Mb - GC % 60
v’ 2300/2400 génes

v CO re g é nome 85 % ; Propionibacterium

acnes

2,560,265 bp

v' Architecture génomique conservée

v' Premier plasmide R décrit récemment

Genome size

Species Strain (Mb) GC% No. of scaffolds No. of genes No. of proteins
Cutibacterium acnes KPA171202 2.56026 60 2,371 2,277
SK137 2.49533 60.1 2,353 2,278
266 2.49458 60 2,332 2,250
66609 2.56028 60 2,378 2,282
ATCC 11828 2.48863 60 2,318 2,198
Type I1A2 Pacn33 2.48962 60 2,327 2,241
Type 1A2 Pacn17 2.52289 60.1 2,354 2,274
Type 1A2 Pacn31 2.49877 60 2,324 2,246
ci 2,519 60.1 2,377 2,276
HLO96PA1 2.54977 60.15 2,414 2,336
hdn-1 2.49456 60 2,327 2,247
KCOM 1861 2.52244 60 2,337 2,208
PA_15_1_R1 2.54796 60.15 2,409 2,324
PA_21_1_L1 2.56035 60 2,380 2,276
PA_15_2 L1 2.54001 60.1 2,382 2,300

Corvec, CMR 2018 PA_12_1_L1 2.49196 60 2,337 2,261
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Table 2. Key P. acnes proteins with putative effects on the host.
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Putative Gene Function

KPA171202 ORF Number

Potential Effect on

the Host

CAMP-factors

Haemolysins

GehA lipases

Sialidases

Hyaluronate lyase (HYL)
Endoglycoceramidases
Endo-f-N-acetylglucosaminidase
Dermatan sulphate adhesin
(DsAl) (PTR) *

Dermatan sulphate adhesin
(DsA2) (PTR) *

PTRs *
GroEL

DnaK
Dna]

PPA0687, PPA1198, PPA1231,
PPA1340, PPA2108

PPA0565, PPA0938, PPA13%6
PPA1796, PPA2105

PPA0684, PPA0685, PPA1560
PPA0380

PPAO644, PPA2106

PPA0990

PPA2127

PPA2210

PPA1715, PPA1879, PPA180,
PPA1881, PPA1906, PPA2130,
PPA2270

PPA0453, PPA1772, PPA1773
PPA1098, PPA2040

PPA0916, PPA2038

Haemolytic, cytotoxic

Haemolvytic

/T1ssue damag@] inflammation |

Tissue damage
Tissue damage
Tissue damage

Colonization/adhe

ion/

Fibrinogen-binding

inflammation |

Colonization/adhes

lor[/ inflammation ]

\Colonization/adheg

ior{/inflammation |

(Inflammation
Inflammation
Inflammatio

* PTRs: Proline-Threonine Repeats likely involved in cell-cell and/or cell-matrix interactions.

Laughlin et al., Microorganisms 2019
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TLR2

LTA, PG,
[ teins

Pili Flp

Poly-
ketides
Thio-
peptides

SCFAs
(Propionic

acid), CLA Porphyrins

v Facteurs de virulence liés
Adhésines

LPXTG

C. acnes

TypelA/IB

v' Facteurs de virulence libérés »

Sortase SrtF ? m Sortase SrtF ?
s | ‘
Glycosidase Glycosidase Glycosidase
W LPXTGY Sialidases ? LpxT@jl Sialidases ?
PUFA isomerase ? | C. acnes || puraisomerase ? C. acnes || puraisomerase ?
HYL-IA variant
HYL-18/Il variant HYL-1B/Il variant
== =

Type ll Type Il

v C. acnes et virulence:
Lipase

Hémolysines
Hyaluronidase

Sialidases

Ele 18

Christensen et al, Benef Microbes 2014, Mayslich et al., Microorganisms 2021



L/C. aches & adhérence au tissuhf“)’[e/

“\
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v Pili adhésine Flp
Plasmide / phylotypes II, 1A
Locus tad « tight adherence »
Fimbriae protéine de bas PM

v" Dermatan sulfate Adhesines

Pili qui peuvent supporter la colonisation

et la persistance d’infection a C. acnes
19

Davidsson et al., Frontiers in Microb 2017



v' Dégradation du tissu de I’héte : Hyaluronate lyase

Facteur de dispersion dans les tissus Sotihes Eobiaite

Acquisition de nutriments

Diversité genétique

HYL/IB et Il : activité enzymatique +++

=> dégradation complete Infections
2 variants IWVESIVES

HYL/IA : activité enzymatique faible

Nazipi et al., Microorganism, 2017



v Enzymes :

Sialidases

Lipases
Endoglycocéramidases
Peptidases extracellulaires

v Facteurs CAMP :

Effet cytotoxique sur les
macrophages et
kératinocytes

=> responsable de souches
hémolytiques IA
exclusivement

Skin surface skin tissue (follicular wall, adjacent keratinocytes)

Blackhead

TLR2
LTA, PG,

Enlarged

follicle opening ! K, S

76 0 D
lipoproteins ¥ N\
a2 DsA1/DsA2| ", % °
Sebaceous gland % J\ N
Folice—

SCFAs
(Propionic

acid), CLA Porphyrins

Figure. (A) Hemolytic and (B) nonhemolytic strains of Propionibacterium acnes belonging to genetic phylogroup (A) IAor IB and (B) ll or lll. &

Briggemann et al., Science, 2004, Corvec et al., Am J Orthop 2015, Lheure et al., PloS One 2016



.acnes & In

v Interaction avec le systeme immunitaire :
Voie des TLR, & Campl
Activation de l'inflammasome

Role de toxine formant des pores

Souches Il et IB

Forte interaction

1

TLR2N

7| TNFa

‘ .'",;;'.j ‘ 4

sécrétion IL-8
proinflammatoire

Lheure et al., PloS One 2016

NF-kB-Luc activity (Fold increase) &
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IL-8 mRNA (Fold increase)
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~__—Facteurs devi

Porphyrins
(tissue damage; inflammation)

Neuraminidase Genomicloci 1,2,3,4

(tissue damage) ‘ ’ (prophage, sag, TAD locus; NRPS)
Sebum C.
GehA lipases acnes Haemolysin/ htaA protein
SCFAs (tissue damage)
(inflammation)
Adhesins ‘ ‘ Camp factor 1/2

; s TR tissue damage/ cell toxin
(inflammation; phase variation; Hyaluronidase ( g )

fibrinogen and host immune cell
binding) n

HLY LMW fragments
(tissue damage; inflammation)

Mc Laughlin et al., Microorganisms 2019 >
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/L/I‘nfection sur mat

Facteurs de Virulence
Biofilm

Microorganism
(biofilm formation)
o
&
S
T W
5 5
T &

Implant
(surface
characteristics)

- (inflammatory
Biocompatibility response)

Site d’implantation Facteurs
Type de matériel de risque

Trampuz, Current Opinio Infect Dis 2006, Bjerkan et al., JIMM 2012, Mak et al., BMC Genomic 5



Phylogenie-de C. acnes et implan

gy

SpI isolates (%) PJI isolates (%0)

MLST Clonal Clade AL isolates (%) p-value
complex (CC) n =358 n=14 n=14
CCl18 IA] 32 (55.2) 4 (28.6) 6 (42.9)
CC3 IA1 1 (1.7) 0(0.0) 0 (0.0)
CC28 [A2 15 (25.9) 0(0.0) 2(14.3)
p=0.021
CC36 IB 7(12.1) 6(42.9) 4 (28.6)
CC53 II 2(3.4) 4 (28.6) 2(14.3)
CcC107 IC 1 (1.7) 0 (0.0) 0 (0.0)

Prédominance des IB CC36 et || CC53
dans les infections de protheses articulaires

26
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Interactions C..acnes - qstéoW,

C. acnes

INFECTION
MOI 100:1
) o

Test d’internalisation :

Ostéoblastes

Human osteoblasts . 18h 37°C
cell line 1 5 , .
ms a - Ostéoclastes : résorption osseuse ?
‘ Q
aoCibd) i ’
o/ « Précurseurs ostéoclastes
Killing"ofI
PéniG + Strepto l R :
P ey * Cellules souches mésenchymateuses
P
[ 62" Microscopie confocale

& i

Osmotic shock l Cell lysis
Triton X-100 0.1%
O
@
-~~~
0 N

, Quantification of internalized
bacteria by plating cell lysates




__Interactions-C. acnes - qstéoW
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P. acnes strains

cfu counts (log)

E& 6919 CC18
pd E=3 BL CC36
10004
100-
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1 |
MG63 oC MSC
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CC181A1 Btyg\c\sa 1B

IB CC36, 100 fois moins internalisé &

Dissémination, infection profonde

¢ i

Cellules souches

>

mésenchymateuses



Interactions C.acnes -ostéoblastes —

CC18 C. acnes CC36 C. aches CC18C. acnes

CC18 C. acnes

-
-
-

Marguages differents

» Confirmation internalisation de C. acnes IA; CC18

29
Aubin et al.. SR 2017



__Interactions-C. acnes - qstéoW

f/7¢///;L

14000 ~
] -o- C.acnes ATCC 6919 cc18 |Al
12000- = C.acnes BL CC36 |B
% 4
= 10000-
o .
? 8000
U -
S 6000+
£ .
S 4000
S .
o 2000
. 17,3
0- = |
(I) 2I4 4I8 7I2 9I6 1é0 1214 1(I38
Hours following penicillin/streptomycin addition
- Persistance intracellulaire de C. acnhes
Origine du descellement progressif

30



~ Interaction ches - ostéoclast

Viabilité Ostéoclastogénese
N5 N5
A 154 5 e 500 - B
g a8 T
§,3ae0q [T
s ST E
= — 5 ° 5 300 —
[N B B
= — 2 = 200
=} = = :b-\
= - 253
2t 100
. EZ = e
T ! Z = B 0 T T — 1
Control F. acnes  P. acnes BL Control P gcnes P. acnes BL
ATCCo219 strain ATCC6919  strain
=
C | ® 1 D
15- ﬁ
= 104
-2
2 [
e
W S
-~
l’.! T 1 L]
Control F. acnes P. aenes BL

ATCCe919 strain

» Diminution capacité de résorption osseuse (IB CC36 +++)
31
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Inactive, low-affinity state  Active, high-affinity state

Internalisation moyenne (%) en cellules OB-B,”- versus OB-B,** pour cinq isolats de C. acnes.

Versus condition OB-B,*/*: *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001. (n = 3)

Intégrine B1 voie préferentielle de pénétration dans les OB
32




Persistance de C.-aches dans les macrmm

v' Persistance de C. acnes ?
v  Test de phagocytose par THP-1 apres internalisation

v Augmentation de la phagocytose des isolats internalisés

. R &
v' Infections a C. acnes :

torpides, chroniques => PTE

v' Abs de signes syst, inflammation
CRP normale

THP-1 phagocytosis assay
(normalized resuls)
Y

o
o
oL

i= CIP 53.117

» Persistance de C. acnes dans cellules immunitaires

33

Dubus et al., Acta Biomaterial 2020



Persistance de C.-aches dans les macro es

v’ Persistance de C. acnhes ?

v  Tissu prostatique

Intracellular bacteria (CFU + SEM)

10" | !

1 2 3
. Days postinfection
Actine en bleu, C. acnhes en rouge o D6 e 26
—- KPA —&— P freudenreichii

» Persistance de C. acnhes dans macrophages
au niveau prostate : réle dans l'inflammation chronique ?

Fischer et al., Acta BMRI 2013

1B
Al
1B

34
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dépend du type de C. aches

v' ROle majeur du biofilm - conditionnement
v’ Détermination biomasse totale a un temps t :
Méthode de Christensen modifiée

Bactéries vivantes et mortes

I 1

. - et _ .y Weak Moderate  Strong None
Variations conditions : milieu, glucose, pH
.|1.
A _L.ﬂ T —_—
4 v IA1> IC> 1A2> 1I=IB =11 . X e e e e e
oy T Phylotypes >>> origine Ep
5
E 3 “ I i
2 e P
ot v v v v v l'l:l:}
§ 5 e e T E
g * % % * % % %* % % * % % * % % 3
5 *kk *kk *kk * kK * kK =T
(2]
1 Fi ﬁ
oL ER B L= : M@D o ,1_@' {9‘ "‘?‘
0\6\‘1)'\\(1)@\\’1)@@(\\‘1)
Q’ \ \?‘J, \ e C)'\ \\;o % \\% Y
RS SR 3 S IA1 _

[172n [] 120n B 168h Kuehnast et al., Int J Med Microbiol. 2018



La capacite-a produire du biofil

'~ dépend du type de C. acnes

Microscopie du biofilm : adhérence, structure, biomasse, épaisseur
v Attachement a une surface abiotique

v' Systeme de chambre tri-D

v' Processus dynamique

Résultats :

v Confirmation d’une structure plus développée pour les phylotypes
1A, 1A, etIC

v’ Effet souche ?

=> Connaitre les limites de la technique



‘/_/B'inlm de C_W

v' Analyse comparative capacité a produire du biofilm de C. aches
avant et apres internalisation dans ostéoblastes

v’ Méthode Biofilm Crystal violet, souches commensales
(a) (b)

084) R ] =
c
E 2 F =3 x
o 0.6 I ¥ ¥
o2} y— v
8 g 2- ;-
G044 $ £ e
s |- : = o ¥
o ]
S 0.2- ER PO é.o
2 - n . olati 4
< = T T T T
0.0 [ _Jﬂﬂ F PSPPI
(c2 c5)c7 c8 colc1s)arce &
6919 v
v Augmentation production biofilm v |nternalisation 1 %
apres internalisation (1A, IC) v' Abs de cytotoxicité cellulaire
v’ Souche dépendant par un test LDH

Mongaret et al., Microorganisms 2020 e



v Formation du biofilm avant et aprés internalisation :
plastique vs titane avec souches de différents phylotypes IA, !

rz<0.05 ﬁ<0.05
$

NE 4 -
-
°Q g 'T" Before
‘g 1 = =:
- =
0 0.5 After
© 0.4+ =__
Q
§ 0.3
2 0.2- $
§ 0.1- §
< ool HELL .
‘g},\(’ &,56‘ &@0 &\5&
& &8 & &8

v Augmentation facteur 22 production de biofilm
v' Adaptation a I’environnement
v' Souches phylotypes IB et Il impliguées infections sur implants

Mongaret et al., Microorganisms 2020 Tsikopoulos et al., Microorganisms 2020 39



de de détermi

du biofilm de C. acnes

MELANGER ATTENDRE LIRE
Absence Presence
- - w-p -3 ' of Biofilm  of Biofilm
~ - ‘ NO YES
% B B "
2ox< I o B s <
100,00 1 2 1A, IA s
: = ¥ Capacité plus importante des
__ « phylotypes cutanés » a
ESU,UU E i — . . .
AR o produire du biofilm :
e v’ ]1¢e étapes d’adhérence
0.0 v' SLST D1>>A1>K

T
3

Temps (heures)
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Test préventif :

v' Doxycycline: effect minimal
v" Myrte 0.001%

v" Myrte + doxycycline :
Décroissance biomasse

ATCC6919

Q\\“Qe g
& ,35" \“Q’ ¥ &

Impact de I’addition d’extrait de Myrte sur différentes souches de C. acnes
*P<0.05;*p<0.01

o\ Q\
< éfx'/

A132

—

—

do e g
N » ")
Q“ QQ

ATCC11827

=
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(C) & (D) images avec 0.001% ME

(A)& (B) images contrbles

sans subtance (E) &(F) images avec 0.03% ME
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2- Rappels sur Cutibacterium acnes

3- Organisation du genome

4- Facteurs de virulence

5- Interactions de C. acnes avec les cellules hotes

6- Impact du phylotype de C. acnes et biofilm

7- Persistance de C. acnes et granulome

8- Ce qu’il faut retenir
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Interactions C.-acnes — cellules Immunital
/ : = :
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Number of bacterial genomes
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v' Infection latente au niveau pulmonaire
et ganglionnaire
v’ Bactérie avec paroi bactérienne déficiente
v' Mais forme dormante qui peut proliférer
fonction stimuli

L-form structure HW bodies
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ribosome-bound trigger factor protein

Eishi et al., Resp Invest 2013



Interactions C. acnes = celluies immunitaires

gy

Latent infection Intracellular proliferation Released outside Phagocytosed
PAB > 'PAB - Anti-IgM ®
£ a $
fop =
Q \%
"3
h?: ' o
— - " Ry - ’ 6 $
HW bodies P. acnes prohferating P. acnes phagocytosed IgM-bound P. acnes
Latent and reactivated intracellular P. acnes P. acnes-derived insoluble immune complexes

v' Rb6le des macrophages dans la sarcoidose et la prostate
v’ Différents stades et formation complexes immuns
v' Inflammation chronique au niveau de la prostate

Modele expérimental de granulome : preuve de concept
Eishi et al, Resp Invest 2013



Interactions C:%Q:DQS;QGI_

ules immunitaires

gy

v’ 3isolats de C. acnes:
- ATCC6919: CC18, IA; acné
- BL: CC36, IB IOA sur prothese
- S8 :CC28, IA, sarcoidose

Méthodes :

v' CLP (EFS) — PBMC : Infection
v Agrégation cellulaire

v' Observation granulomes

v' Cytométrie en flux

Layers before Ficoll spin

Blood

Ficoll

ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG

\ 4

Donner son sang,
c'est offrir la vie.

Layers after Ficoll spin

Plasma

PBMCs (interphase)

Ficoll

Granulocytes

RBCs



Interactions C es — cellules Im

- v Mise au point sur PBMC fraichement recueillies
v MOI retenue 1b:1000 Mono . sy
A §100- o o gICC6919 :gl

v' Réponse granulomateuse gso- = s A2 &
2 601 gg
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4001
B "
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E %007 —
i =
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p<0,05 "™ = =
0_ E E

& g
Days post-infection

» Nb de granulomes formeés + important avec ATCC6919 et S8

Charge bactérienne plus importante avec isolat S8



Interactions C.- — cellules immm

~ v" Quel recrutement cellulaire au sein des granulomes ?
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Interactions de C. acne%r

P

/ Role de I'implant Identification I
Adhérence & phylotype (PSran_utome
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v ...Antugens
IL-12, 15,18, GM-CSF, MIP, MCP-1
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Interactions avec
Ostéoblastes et clastes
Internalisation/persistance

DEFINITION OF OSTEOBLASTS =~ ]

CD4+ T Cell : ez
Ry Inflammation Tolérance biofilm
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& Importance du phylotype dans la physiopathologie : tropisme

% Internalisation, persistance et/diffusion avec destruction des tissus
=> différence IB/ll vs |1A;

& Capacité a former du biofilm différente en fonction du phylotype :
=> modification métabolisme

& Stimulation de Fimmunité, recrutement cellulaire lymphocytaire

=> evolution clinique, impact cytokinique local a étudier

& Des questions arésoudre : internalisation des autres phylotypes ?

mécanismes de régulation ?

stephane.corvec@chu-nantes.fr %



