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Résumé — Le lait représente, chez la brebis comme chez ia chévre, la voie de diffusion principale
des lentivirus du groupe Caev-Maedi. Nous avons suivi |'évolution des populations cellulaires du
sang et du lait au moment de I'agnelage chez 4 brebis séropositives primipares. Deux des brebis
(3/4 demi-mamelles) excrétaient des cellules infectées dans leur lait. Le nombre de cellules/ml de
lait est plus élevé dans les 3 demi-mamelles excrétrices que dans les 5 demi-mamelles non excré-
trices. Ce sont les lymphocytes CD8 qui augmentent de fagon importante et réguliére dans le sang
et le lait des animaux producteurs de virus. Si la sérologie détecte les animaux infectés, une aug-
mentation des lymphocytes CD8 dans le lait accompagne ['évolution de ['infection qui se traduit par
I'excrétion du virus.

brebis / Maedi / lymphocyte CD8 / lait

Summary — Lymphocyte subpopulations in milk from ewes producing Maedi virus at parturi-
tion. Milk is the most important route of lentivirus spread in sheep and goat. Blood and milk cell pop-
ulations were characterised with specific monoclonal antibody at lambing time in 4 primiparous sero-
positive ewes. Two of the ewes (3/4 half udders) produced milk with infected cells. The cell
number/ml was always higher in milk and blood from virus-producing animals. In ewes which spread
infected macrophages CD8 lymphocyte number was increased in blood and milk. Serological tests
are able to detect infected animals but virus production is reflected immediately by an increase of
CD8 lymphocytes in milk.

ewe / Maedi / CD8 lymphocyte / milk

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

Les lentivirus des petits ruminants Caev-
Maedi sont présents dans les macro-
phages du colostrum et du lait comme
dans les macrophages du lavage broncho-
alvéolaire des brebis et des chévres infec-
tées. Chez les animaux, on met en évi-
dence des lésions de la mamelle, du pou-
mon et des articulatons qui se
caractérisent par une infiltration de cellules
mononucléées : monocytes-macrophages
et lymphocytes (Van der Molen et Hou-
wers, 1987; Lerondelle et al, 1989).

L'activation des monocytes, des macro-
phages (Cordier et al, 1990) et des lym-
phocytes (Cordier, comm pers) retrouvés
dans le lavage broncho-alvéolaire des ani-
maux infectés par les lentivirus a été dé-
montrée in vivo et in vitro (Kennedy et al,
1985; Narayan et al, 1985).

Les lymphocytes CD8 des membranes
synoviales infectées présentent in vitro un
pouvoir cytotoxique sur les macrophages
infectés (Kennedy-Stroskopf et al, 1989).
Pour un autre lentivirus (HIV), les lympho-
cytes CD8 du lavage broncho-alvéolaire
des individus séropositifs sont de la méme
fagon cytotoxiques pour les macrophages
infectés (Hoffenbach et al, 1989).

Nous avons suivi I'évolution des diffé-
rentes populations cellulaires du sang et
du lait chez des brebis primipares séropo-
sitives au moment de l'agnelage, période
ou l'on observe avec la plus grande fré-
quence l'expression du virus dans les ma-
crophages du lait et dans les monocytes
du sang.

MATERIEL ET METHODES

Animaux et protocole expérimental

L'étude a porté sur 4 brebis Lacaune gestantes
primipares séropositives Visna Maedi, en immu-

nodiffusion sur gélose (Crawford et al, 1981). Le
sang et les sécrétions mammaires ont été préle-
vés 10 j avant la mise-bas et pendant 2 mois
alors que les brebis allaitaient leurs agneaux.

Recherche des cellules infectées
dans le lait et dans la mamelle

Mise en évidence de cellules infectées
dans le lait et le colostrum

Chez les 4 brebis, chaque demi-mamelle a été
étudiée séparément. Nous avons donc disposé
de 8 demi-mamelles. Les techniques concer-
nant la mise en culture des cellules du lait et
l'isolement du virus ont été décrites (Ouzrout et
Lerondelle, 1990).

Mise en culture
des explants mammaires

Les cotés droit et gauche des mamelles n'ont
pas été étudiés séparément. Un fragment de
tissu mammaire d'environ 0,5 cm?® a été prélevé
aprés l'abattage des animaux, découpé fine-
ment aux ciseaux dans 2 ml de milieu 199 sans
rouge de phénol, 4 10% de sérum de veau fcetal
puis réparti dans les 24 trous d'une plaque pour
culture de cellules. Aprés 24 h d'incubation a
37 °C en atmosphére humide & 5% de CO,, le
milieu a été remplacé par du milieu a 2% de
sérum de veau. Les plaques étaient colorées au
May-Griinwald—-Giemsa au bout de 15 j d'incu-
bation. L'effet cytopathique du virus a été mis en
évidence par la présence de syncitia. Un puits
était considéré comme positif s'il contenait au
moins 5 syncitia présentant plus de 4 noyaux.
Une mamelle était considérée comme négative
si moins de 40% des puits présentaient des syn-
citia. Dans les autres cas, le résultat était consi-
déré comme incertain.

Examen anatomopathologique
de la mamelle

Un fragment de tissu mammaire d'environ 1 cm3
prélevé dans la région de la citerne au moment
de I'abattage des brebis a été fixé dans une so-
lution de formol & 4%. Des coupes histologiques
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colorées a I'hémalum éosine safran ont été réali-
sées. Les cotés droit et gauche de la mamelle
n'ont pas été étudiés séparément. Lorsque le
tissu mammaire présentait une infiltration lym-
phocytaire avec augmentation du tissu fibreux,
la demi-mamelie était considérée comme infec-
tée.

Examens cytologiques

Un test de viabilité a été réalisé sur 100 pl de la
suspension finale de cellules du lait (106 cel-
lules/ml) aprés addition de 10 ul de bleu trypan
(Sigma, I'lsle d'Abeau, France).

Les marquages n'ont été réalisés que lors-
que 70% des cellules étaient vivantes. La sus-
pension & la concentration de 108 cellules/ml a
été cytocentrifugée. Ces lames ont été conser-
vées aprés fixation 10 min a l'acétone. L'identifi-
cation des cellules a été faite aprés coloration
au May-Griinwald-Giemsa (Les résultats ont été
exprimés par rapport a un total de 100 cellules).

Marquage des cellules du lait
et du sang

Les anticorps

Nous avons utilisé les anticorps fournis par le
docteur Brandon (université de Melbourne, Aus-
tralie) :

— l'anticorps SBU-T4 qui correspond au groupe
de différenciation CD4 marque les lymphocytes
auxiliaires (Maddox et al, 1985);

— l'anticorps SBU-T8 qui correspond au groupe
de différenciation CD8 marque les lymphocytes
cytotoxiques (Maddox et al, 1985);

- l'anticorps SBU-T1 qui correspond au groupe
de différenciation CD5 marque tous les lympho-
cytes T (Mackay et al, 1985);

— l'anticorps SBU-1l monomorphique marque les
antigénes de classe |l du complexe majeur
d'histocompatibilité présents a la surface des
lymphocytes B et des lymphocytes T et macro-
phages activés.

Nous avons utilisé également les anticorps
produits par I'hybridome 175 marqueur de la li-
gnée myéloide, notamment des monocytes-
macrophages et des polynucléaires (Miyazaka

et al, 1985). Pour identifier les lymphocytes B,
nous avons utilisé le fragment F(ab)y dun
sérum de lapin anti-lgG de mouton (chaines
lourdes et légéres) conjugué a la fluorescéine

(Cappel).

Marquage des cellules du lait
(technique de I'immunoperoxydase,
Amersham, France)

Les lames conservéas a —80 °C ont été réhydra-
tées en PBS. Les cellules ont été marquées
avec les anticorps monoclonaux dilués au 1/200
puis avec un sérum de mouton anti Ig de souris
biotinilé et avec le complexe streptavidine bio-
tine peroxydase (Amersham, Les Ulis, France).
Les résultats ont été lus aux grossissements
400 et 1 000 sur 500 cellules.

Marquage des cellules du sang

Aprés hémolyse du sang hépariné, les leuco-
cytes ont été marqués (Hoffman et al, 1980) soit
directement par les anticorps anti-lg de mouton
conjugués a la fluorescéine soit en incubant les
cellules successivement avec un anticorps mo-
noclonal produit sur souris et un sérum de
chévre anti-lg de souris conjugué a la fluores-
céine (FITC GAMIG, Biosost, Paris, France).
Les cellules ont été analysées en cytométrie de
flux a l'aide d'un analyseur de cellules Facscan
(Becton Dickinson, France). L'histogramme de
fluorescence a été établi par I'stude de 2 000
lymphocytes.

Interprétation des résultats

Pour l'analyse des types cellulaires du lait et de
leur évolution en fonction du temps, les valeurs
ont été exprimées en % du nombre de celiules
marquées par rapport a un total de 500 cellules
pour tenir compte de la variabilité des quantités
de lait produites par les 4 brebis qui allaitaient 1
ou 2 agneaux (8 demi-mamelles). L'analyse sta-
tistique des résultats a été réalisée & l'aide du
test T de student.

Pour I'analyse des types cellulaires du sang,
nous n'avons utilisé que 2 brebis excrétrices et
2 brebis non excrétrices; les moyennes n'ont
donc pas fait l'objet d'une analyse statistique.
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RESULTATS

Isolement du virus

Les cellules du lait produit par les 3 demi-
mamelles sur les 8 mises en culture avec
des cellules sensibles ont produit du virus
a plusieurs (1-6) reprises dans les 15 j qui
entourent la mise bas. Ce sont les ma-
melles excrétrices.

Le virus n'a jamais été isolé a partir des
5 autres demi-mamelles. Ce sont donc les
demi-mamelles non excrétrices.

La mise en culture des explants mam-
maires sans distinction des cbtés droit et
gauche des 4 brebis n'a pas permis de dé-
montrer clairement la production de virus
(1 mamelle a donné un résultat négatif, les
3 autres un résultat incertain).

Sur coupe, 2 des mamelles ayant fourni
un résultat incertain en culture ont présen-
té des infiltrations lymphocytaires évo-
quant des lésions spécifiques dues au
virus. Dans les 2 autres mamelles, l'exa-
men histologique n'a pas décelé de Iésion
pouvant étre attribuée au virus. En ce qui
concerne |'expression du virus a partir des
cellules du lait par coculture, les 3 demi-
mamelles excrétrices appartenaient aux 2
brebis chez lesquelles les explants ont
donné en culture des résultats incertains
et qui présentaient des lésions mam-
maires.

Evolution des cellules du lait
chez les brebis excrétrices
et non excrétrices de virus

Evolution des quantités de cellules
au moment de la mise bas (tableau 1)

La quantité de cellules est plus importante
dans le lait provenant des mamelles excré-

trices que dans le lait provenant des ma-
melles non excrétrices. Cette différence
est significative (P < 0,01) de 10 j avant la
mise bas jusqu'a 17 j apres I'agnelage.

Evolution des types cellulaires du lait
au moment de I'agnelage

Types cellulaires présents
dans le lait de brebis

Une étude préliminaire du lait provenant
d'une brebis non excrétrice de virus a mon-
tré que 17 j apres l'agnelage, les types cel-
lulaires représentés étaient des lympho-
cytes (23%), les macrophages (23%), les
polynucléaires (54%). Parmi les 90% de
lymphocytes identifiés, les lymphocytes
CD5 (lymphocytes T) représentaient 67%
des lymphocytes (lymphocytes CD4 16%,
lymphocytes CD8 44%) tandis que les lym-
phocytes B (a IgG de surface) représen-
taient 24% des lymphocytes).

Tableau |, Evolution de la quantité de cellules
dans le lait issu de mamelles de brebis excré-
trices ou non excrétrices de virus.

Nombre de cellules 3/mi
de lait

Mamelles Mamelles non
excrétrices excrétrices

Avant I'agnelage (10} 1,03 0,58
A I'agnelage 1,17 0,74
Aprés l'agnelage
10j 0,93 0,5
17] 1 0,6
32] 047 0,46
42j 0,67 0,61

a8 . valeurs exprimées en milions de cellules,
moyennes obtenues & partir du lait des 3 demi-
mamelles de brebis excrétrices de virus et des 5 demi-
mamelles non excrétrices.
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Evolution des populations cellulaires du lait lymphocytes

(fIgS 1—3) 12 ki bas
On observe une augmentation significative !
(P < 0,05) des lymphocytes CD8 chez les
brebis excrétrices 17 j aprés la mise bas. A
ce moment, on observe aussi, mais de
fagon moins constante, une augmentation .

des macrophages et des lymphocytes CD4 )
dans le lait de ces demi-mamelles produc-

trices de virus. ob—— -
0 10 20 30 40 50 60

L'augmentation des lymphocytes CD8 jours
se maintient jusqu'a 45 j aprés I'agnelage.

— +

Fig 1. Evolution de la fréquence des lympho-
3 cytes CD4 dans le lait de brebis excrétrices
Evolution des cellules dans le sang (m—H) ou non excrétrices (Q—Q) de virus a la
chez les brebis excrétrices période de l'agnelage. :
et chez les brebis non excrétrices

Quantité de leucocytes (tableau Il) de leucocytes/ml de sang diminue progres-
sivement dans les 5 semaines qui suivent
Dix jours avant la mise bas, le nombre de  l'agnelage.
leucocytes par mi est plus élevé chez les
2 brebis excrétrices de virus. Evolution des types lymphocytaires
Au moment de l'agnelage, il est & peu
pres identique dans les 2 groupes d'ani-  Toutes les populations lymphocytaires di-

maux (le nombre de leucocytes augmente  minuent au moment de la mise bas puis
chez les 2 brebis non excrétrices). Puis  augmentent dans les 10 j qui suivent.
dans les 2 groupes de brebis, le nombre  Cette variation est plus marquée pour les

lymphocytes macrophages (%)
CD8 (%)
36
32 T

32
28 h mise bas

28

o T

20

24

16

12 4 12
8 8
4 4
0 +—— pe—— 4 — - ‘ —— 0 - —_— + + -
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jours jours
Fig 2. Evolution de la fréguence des lympho-  Fig 3. Evolution de la fréquence des macro-

cytes CD8 dans le lait de brebis excrétrices phages dans le lait de brebis excrétrices (l—H)
(m—H) ou non excrétrices (O—Q) de virus a la ou non excrétrices (—) de virus a la période
période de 'agnelage. de l'agnelage.
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Tableau Il. Evolution du nombre de leucocytes
dans le sang des brebis excrétrices et non ex-
crétrices de virus.

Nombre de leucocytes 8

Brebis Brebis non
excrétrices excrétrices

Avant l'agnelage (10j) 10,15 6,2
A I'agnelage 9,7 97
Aprés l'agnelage
10j 87 9.2
17] 6,1 6,9
32j 6,1 7.4

a: valeurs exprimées en millions de cellules. Moyenne
de 2 brebis.

lymphocytes T que pour les lymphocytes
B, 17 j aprés l'agnelage. Les lymphocytes
CD4 varient peu en fonction du temps
mais de fagon plus importante chez les 2
brebis excrétrices. Les lymphocytes CD8
sont plus nombreux chez les brebis excré-
trices 10 j avant la mise bas. A l'agnelage,
tous les animaux ont un nombre compa-
rable de lymphocytes CD8 du fait de la di-
minution de ce nombre chez les brebis ex-
crétrices. Le nombre de lymphocytes CD8
dans le sang augmente aprées la mise bas
chez les brebis excrétrices tandis qu'il
reste stable ou diminue chez les non ex-
crétrices (fig 4).

DISCUSSION

Chez 4 brebis primipares gestantes séro-
positives pour le virus Maedi, nous avons
étudié I'excrétion du virus dans le lait au
moment de I'agnelage. Dans le lait produit
par 3 demi-mamelles, nous avons retrouvé
de fagon réguliere des macrophages infec-

R Ouzrout et al

lymphocytes CD8 (millions
cellules/ml sang)
0,66

mise bas

v

0 5 10 15 20 25 a0 35 40 45
jours

Fig 4. Evolution de la fréquence des lympho-
cytes CD8 dans le sang de brebis excrétrices
(E—H) ou non excrétrices (3—U) de virus A la
période de l'agnelage.

tés dans les semaines qui précédent et qui
suivent la mise bas.

Dans le lait des 5 autres demi-
mamelles, nous n'avons jamais mis en évi-
dence de cellules infectées. Nous avons
donc 2 brebis séropositives excrétrices de
virus et 2 brebis séropositives non excré-
trices de virus. Chez les 2 brebis excré-
trices, le nombre de leucocytes du lait est
toujours plus élevé que chez les 2 brebis
non excrétrices.

Pour déceler I'excrétion du virus, si lI'on
compare les résultats obtenus par la re-
cherche du virus dans les cellules du lait
avec la mise en évidence de syncitia dans
les explants mammaires ou la détection de
Iésions spécifiques dans la mamelle, il ap-
parait que la mise en culture des cellules
du lait est la plus efficace au moins chez
les animaux primipares.

Pour le lait, nous avons considéré sépa-
rément les 3 demi-mamelles dont la sécré-
tion contenait des cellules infectant la cul-
ture cellulaire sensible et les 5 demi-
mamelles dont le lait n'était pas infectieux.



Maedi et lymphocytes du lait de brebis 385

Dans les sécrétions mammaires conte-
nant du virus il y a 2 fois plus de cellules
que dans les sécrétions non infectées.
Quand on suit |'évolution des différentes
sous-populations cellulaires dans le lait, on
voit que le pourcentage de CD8 augmente
progressivement lorsque le virus est excré-
té (60% des lymphocytes T sont des CD8
au 17¢ j aprés l'agnelage). Cette augmen-
tation est bien moins marquée chez les
animaux non-excréteurs de virus. On peut
penser que les CD8 participent a l'aug-
mentation de la cellularité du lait chez les
animaux excréteurs.

Dans le sang, 10 j avant la mise bas le
nombre de leucocytes/par ml est plus
élevé chez les animaux excréteurs méme
si I'on tient compte des variations indivi-
duelles et du petit nombre de brebis étu-
diées.

Chez les 2 brebis excrétant du virus, le
nombre de lymphocytes CD8 trés élevé
dans le sang avant la mise bas diminue de
fagon importante au moment de I'agnelage
puis augmente progressivement dans les
semaines qui suivent.

Chez les 2 brebis n'excrétant pas de vi-
rus, le nombre de lymphocytes CD8 reste
toujours plus faible et ne présente pas de
variation au moment de la mise bas.

Si I'on compare I'évolution du nombre
de leucocytes dans le sang et dans le lait :

— chez les brebis excrétant du virus aprés
I'agnelage, le nombre de lymphocytes CD8
augmente progressivement dans le sang
et dans le lait jusqu'a 17¢ j. Le nombre de
CDS8 reste alors a un taux élevé dans le
sang mais il diminue dans le lait ce qui cor-
respond peut-étre a l'augmentation de la
production de lait;

— chez les brebis n'excrétant pas de virus,
le nombre de CD8 diminue dans le lait dés
le 108 j aprés l'agnelage alors que l'on
n'observe pas de variation notable des
CD8 dans le sang.

Dans le lait et le sang d'origine humaine
(Richie et al, 1982), les CD8 sont minori-
taires par rapport aux CD4. Chez la brebis,
l'étude sur coupe de mamelle des sous-
populations lymphocytaires infiltrant 1'épi-
thélium mammaire montre une forte popu-
lation de CD8 (Lee et al, 1989). Cette im-
portance des CD8 chez les brebis
excrétrices et non excrétrices de virus se-
rait due alors a une distribution particuliére
des lymphocytes de la mamelle dans cette
espéce. L'importance de la population CD8
dans le lait de brebis tient peut-étre a ce
que tous les animaux que nous avons utili-
sés étaient séropositifs. Il est possible que
la population des lymphocytes CD8 parti-
cipe a l'augmentation du nombre de cel-
lules dans le sang et dans le lait des brebis
qui produisent des cellules infectées dans
leur lait : les cellules CD8 ont d'abord été
considérées comme des effecteurs cyto-
toxiques limitant la diffusion de Il'infection
par leur action sur les cellules productrices
de virus (Plata et al, 1987). Les cellules
CD8 sont aussi immunosuppressives (Hof-
fenbach et al, 1989) et leur activité pourrait
conduire au déficit immunitaire observé
dans les infections a lentivirus mais appa-
remment pas aux premiers stades de l'in-
fection.

L'excrétion du virus peut persister plu-
sieurs mois dans le lait de certaines brebis
ou chévres et correspond ainsi a une infec-
tion chronique. De la méme fagon, cer-
taines brebis porteuses de lésions pulmo-
naires libérent dans leur lavage broncho-
alvéolaire de fagon constante des macro-
phages produisant du virus en culture cel-
lulaire. Dans les lavages broncho-
alvéolaires comme dans le lait, on trouve
en méme temps beaucoup de lymphocytes
CD8. Si la sérologie détecte les animaux
infectés (séropositifs), I'augmentation de
CD8 dans le lait {ou le sang) pourrait ac-
compagner et signaler une évolution active
de linfection.
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