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Résumé — Les lentivirus des petits ruminants s'expriment intensément au moment de l'agnelage.
Les phagocytes mononucléés infectés sont particulisrement abondants dans le colostrum et le lait.
Nous montrons, chez 5 brebis multipares, la présence de macrophages infectés accompagnée du
doublement du nombre de leucocytes. Le nombre de lymphocytes CD8/ml de lait augmente de
fagon coordonnée avec le début de I'excrétion de cellules infectées. La présence de staphylocoques
coagulase négative n'entraine pas de modification de la formule lymphocytaire du lait. Alors que l'ex-
crétion de cellules infectées peut étre localisée & une seule demi-mamelle, I'ensemble du tissu mam-
maire présente des lésions histologiques caractéristiques de l'infection. Le changement de la for-
mule leucocytaire du lait refléte, sans apparemment la modifier, I'excrétion des lentivirus dans les
macrophages.

lentivirus / brebis / lymphocyte / lait

Summary — Lentivirus expression at lambing in multiparous ewes changes milk leukocyte
distributlon. Lambing in small ruminants is a time of high lentivirus expression; infected mononu-
clear phagocytes are frequent in colostrum and milk. We have studied mammary secretions in 5 mul-
tiparous ewes and shown that infected macrophages in milk are accompanied by an augmentation
of leucocyte number. The lymphocyte CD8 subpopulation increased in size simultaneously with the
onset of infected cell excretion. The udder infection by coagulase negative staphylococci did not
modulate milk lymphocyte content. Although infected cell excretion was restricted to one half of the
udder, virus-specific lesions were found in both udder halves. Milk leukocytes changes are a marker
of infected macrophage presence; they do not control lentivirus spread.

lentivirus / ewe / lymphocyte / milk

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

La réponse immunitaire aux infections vi-
rales se manifeste par |'apparition de lym-
phocytes cytotoxiques qui détruisent in
vitro les cellules infectées. La lyse des cel-
lules cibles est spécifique des antigénes
viraux et restreinte par le CMH. Dans la
plupart des cas, ces lymphocytes cytotoxi-
ques portent le marqueur CD8 et recon-
naissent les antigénes dans le contexte du
CMH de classe I.

Dans la plupart des travaux réalisés
chez les ovins (Mackay et al, 1987), les
sous-populations lymphocytaires ont été
définies a l'aide d'anticorps monoclonaux.
Comme dans certaines infections virales
aigués chez I'homme, on trouve chez le
mouton une augmentation de la proportion
des CD8 dans le sang aprés une inocula-
tion de virus respiratoire syncitial (Sharma
et al, 1990).

Pour les lentivirus chez le mouton, Lair-
more et al (1988) ont montré, lors des
pneumonies interstitielles dues aux virus
Visna Maedi et Caev (VMC), l'augmenta-
tion du nombre de cellules dans le lavage
broncho-alvéolaire. Dans ce lavage, les
lymphocytes T sont nombreux et 50-75%
d'entre eux sont reconnus par l'anticorps
monoclonal SBU T8 alors que dans le la-
vage broncho-alvéolaire des moutons
sains, seulement 25% des lymphocytes T
sont porteurs du marqueur CD8. Chez les
moutons atteints d'arthrite a virus Visna
Maedi, Kennedy-Stoskopf (1989), décrit
dans le liquide et la membrane synoviale
la présence d'une grande quantité de lym-
phocytes CD8 (50%), et dans le sang, I'in-
version du rapport CD4/CD8.

Le moment de I'agnelage et de la lacta-
tion représente chez la brebis infectée de
fagon latente par le virus VMC une période
oU le virus s'exprime et peut étre détecté
dans les macrophages du lait (Ouzrout et

Lerondelle, 1990). Les conséquences clini-
ques sont connues avec la mammite aigué
au moment de la production du colostrum
et 'apparition d'arthrite du carpe dans les
semaines qui suivent l'agnelage (Leron-
delle et al, 1989). L'augmentation du taux
des anticorps sériques spécifiques du lenti-
virus est I'une des conséquences immuni-
taires de l'expression du virus au moment
de l'accouchement. Nous avons étudié
pendant cette période, la réaction lympho-
cytaire dans le sang et dans le lait de bre-
bis multipares provenant d'un troupeau re-
connu comme infecté.

MATERIEL ET METHODES

Les animaux

L'étude a porté sur 5 brebis lacaunes multipares
agées de 5 a 8 ans gestantes provenant de
troupeaux infectés par le virus VMC. Les sécré-
tions mammaires ont été prélevées avant la
mise-bas puis pendant 50 j alors que les brebis
allaitaient leurs agneaux : 12 prélevements ont
été réalisés pour chaque animal. La recherche
de cellules infectées dans le lait a été étudiée
dans chaque demi-mamelle (nous avons donc
disposé de 10 demi-mamelles chez les 5 ani-
maux d'expérience).

Les techniques concernant l'examen bacté-
rioclogique, la sérologie, la mise en culture des
cellules du lait, l'isolement du virus ont été dé-
crites (Ouzrout et Lerondelle, 1990; Ouzrout et
al, 1991).

L'examen anatomopathologique
de Ia mamelle

Un fragment de tissu mammaire d'environ 1 cm3
prélevé dans la région de la citerne au moment
de l'abattage des brebis a été fixé dans une so-
lution de formol & 1%. Des coupes histologiques
colorées a I'hémalun éosine safran ont été réali-
sées. Les cotés droit et gauche de la mamelle
ont été étudiés séparément. Lorsque le tissu
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mammaire présentait une infiltration lymphocy-
taire avec augmentation du tissu fibreux, la
demi-mamelle était considérée comme infectée
par le virus VMC.

Examens cytologiques du lait

Une numération a été réalisée immédiatement
sur le culot de centrifugation du lait (300 g pen-
dant 5 min), puis la suspension cellulaire ajus-
tée a 108 cellules/ml a été cytocentrifugée. Les
cellules ont été identifiées aprés coloration May
Grinwald Giemsa et les résultats exprimés en
nombre de cellules/ml de lait recueilli. Un certain
nombre de lames fixées a l'acétone ont été
conservées a -80 °C.

Marquage des cellules du lait
et du sang

Les anticorps utilisés

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);

- lanticorps SBU-TI qui correspond at groupe
de différenciation CD5 marque tous les lympho-
cytes T (Mackay et al, 1985);

— I'anticorps SBU-1I monomorphique marque les
antigénes de classe Il du complexe majeur
d'histocompatibilité présents a la surface des
lymphocytes B et des lymphocytes T et des ma-
crophages activés.

Nous avons utilisé en plus les anticorps pro-
duits par I'hybridome 175 marqueur de la lignée
myéloide, notamment des  monocytes-
macrophages et des polynucléaires (Miyazaka
et al, 1985). Pour identifier les lymphocytes B,
nous avons utilisé le fragment F(ab)2 d'un
sérum de lapin anti-IgG de mouton (chaines
lourdes et légéres) conjugué a la fluorescéine
(Cappel, Flowbio Courbevoie, France).

Marquage des cellules du lait
(Technique de I'immunopéroxidase,
Amersham, France)

Les lames conservées 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-souris bioti-
nylé et avec le complexe streptavidine bidtine
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 a/, 1980) soit
directement par les anticorps * anti-
immunoglobulines de mouton conjugués a la
fluorescéine, soit en incubant les cellules suc-
cessivement avec un anticorps monoclonal pro-
duit sur souris et un sérum de chévre anti-souris
conjugué a la fluorescéine (FITC GAMIG, Bios-
sost, Paris, France). Les cellules ont été analy-
sées en cytométrie de flux a l'aide d'un analy-
seur de cellules Facscan (Becton Dickinson,
France). L'histogramme de fluorescence a été
établi par I'étude de 2 000 lymphocytes.

Interprétation des résultats

Les types cellulaires du lait, identifiés aprés co-
loration au May Grunwald Giemsa aux diffé-
rentes étapes de la lactation, ont été dénombrés
et les valeurs exprimées en nombre de cellules
par ml de lait. Lors du marquage par les anti-
corps monoclonaux, les valeurs ont été expri-
mées en nombre de cellules marquées par ml
sur un total de 500 cellules identifiées. L'analyse
statistique des résultats a été controlée par le
test Tde Student.

RESULTATS

Isolement du virus

Pour chacune des 10 demi-mamelles,
nous avons cultivé les cellules des sécré-
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tions de tarissement, du colostrum, et du
lait apres l'agnelage avec des cellules de
lignée ovine sensibles au virus VMC.

Pour 4 demi-mamelles le virus a été mis
en évidence par son effet cytopathogene
transmissible dans plus de 5 préléve-
ments, et en particulier, dans le colostrum
(24 h) et dans le lait (15 j). Nous avons
considéré comme excrétrices ces 4 demi-
mamelles qui ont produit des cellules
transmettant le virus aux cocultures.

Pour les 6 autres demi-mamelles, nous
n'avons jamais isolé le virus : ces demi-
mamelles, produisant des cellules n'infec-
tant pas les cocultures, ont été considé-
rées comme non excrétrices.

Une brebis a produit constamment des
cellules contenant le virus dans ses 2 demi-
mamelles. Chez 2 autres brebis, les cel-
lules du lait d'une seule demi-mamelle libé-
raient du virus, tandis que la demi-mamelle
opposée n'a jamais produit de sécrétion in-
fectieuse. Deux brebis n'ont jamais produit
de virus dans les cellules du lait.

Conversion sérologique

En cours de gestation, 4 des 5 brebis
étaient séronégatives pour le virus VMC.
Aprés l'agnelage, 3 brebis sur 4 ont pré-
senté une séroconversion, mise en évi-
dence par le test Elisa. L'une de ces 3 bre-
bis a présenté une apparition d'anticorps
spécifiques du virus VMC, sans jamais ex-
créter par la mamelle de virus infectieux.

Examens anatomopathologiques

Dans le tissu mammaire de toutes les bre-
bis abattues dans les 15 | qui ont suivi la
fin de la traite (2 mois aprés l'agnelage),
nous avons retrouvé des lésions évoca-
trices de linfection par les lentivirus. i

s'agit, soit d'infiltration du tissu par des cel-
lules mononucléées, soit de la présence
de tissu fibreux autour des acini, soit de
nodules lymphoides trés souvent associés
a I'épithélium sécrétoire.

Alors que nous avons distingué les bre-
bis sérologiquement positives et négatives,
les demi-mamelles produisant des cellules
infectées des demi-mamelles n'en produi-
sant pas, il apparait que les Iésions dues
au virus VMC sont distribuées de fagon ré-
guliere dans le tissu mammaire des 10
prélévements examinés.

Présence de staphylocoques coagulase
négative dans le lait des brebis

Certaines des demi-mamelles étudiées
présentaient des staphylocoques coagu-
lase négative dans leur sécrétion. Cette in-
fection est répartie indépendamment de
Fexcrétion du virus dans le lait. Nous
avons recherché les conséquences de l'in-
fection bactérienne sur le pourcentage de
lymphocytes dans les sécrétions des demi-
mamelles excrétrices ou non excrétrices
de virus. Dans les 2 cas, la présence de
staphylocoques coagulase négative ne
change pas de fagon notable la proportion
de lymphocytes parmi les leucocytes du
colostrum ou du lait.

Evolution des populations
leucocytaires dans le sang (tableau I)

Nous avons évalué les populations leuco-
cytaires dans le sang des brebis en fin de
gestation et au cours du premier mois de
la lactation. Le petit nombre d'animaux utili-
sé ne permet pas d'interpréter les variations
individuelles ni de distinguer les brebis qui
produisent des cellules infectées dans leur
lait, de celles qui n'en libérent pas.
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Tableau I. Evolution des diverses populations de lymphocytes dans le sang des 5 brebis par rapport

au moment de 'agnelage.

Populations de lymphocytes
(moyenne en millions cellules/mi, n = 5)

Temps (j) Lymphocytes CD4 cD8 Lymphocytes
totaux a lg de surface
0 2,22 1,47 0,2 0,93
15 (mise-bas) 2,23 1,01 0,45 0,5
22 2,83 1,5 0,6 0,87
40 3,9 1,53 0,96 0,77

Nous avons suivi I'évolution du nombre
moyen de leucocytes/mi de sang de cha-
cune des sous-populations identifiées par
rapport au moment de l'agnelage. Pour
I'ensemble des brebis, alors que le nombre
de leucocytes ne varie pas de fagon signifi-
cative, on observe une augmentation du
nombre de lymphocytes et parmi eux, des
lymphocytes CD8, un mois apres l'agne-
lage. Les autres catégories de lympho-
cytes identifiées ne voient pas leur nombre
évoluer de fagon significative.

Evolution des populations
leucocytaires dans le lait

Nous avons comparé les celiules des sé-
crétions mammaires des 4 demi-mamelles
excrétrices de virus et des 6 demi-
mamelies non productrices de cellules in-
fectieuses aux différentes phases de la
lactogénese (prénatale, colostrum, lait).

Avant l'agnelage, la quantité de cellules
dans les sécrétions mammaires est a peu
prés identique dans les demi-mamelles ex-
crétrices et non excrétrices de virus. Au mo-

ment de l'agnelage et dans le mois qui suit,
il y a toujours plus de cellules dans le colos-
trum et dans le lait des demi-mamelles ex-
crétrices de cellules infectées (fig 1).

Dans les sécrétions des demi-mamelles
produisant des cellules infectieuses, le
nombre de macrophages, élevé au mo-
ment de la mise-bas, diminue dés le 5€ j
dans le colostrum et dans le lait (fig 2). Le
nombre de lymphocytes augmente 8 j

Kambre muyen
ceilules

¢millions/ml lait )
4,00

0 10 20 30 40 50

Jours

Fig 1. Evolution de la quantité de cellules du lait
de brebis produite par 4 demi-mamelles excré-
trices de virus (ll—M) et 6 demi-mamelles non
excrétrices de virus ((3{7).
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0 10 20 a0 40 50
Jours

Fig 2. Evolution de la quantité de macrophages
du lait de brebis produite par 4 demi-mamelles
excrétrices de virus (l—8) et 6 demi-mamelles
non excrétrices de virus (C—{J).

aprés l'agnelage, tandis que le nombre de
polynucléaires diminue. Au-dela du 15° j
aprés la mise-bas, le nombre de lympho-
cytes diminue et le nombre de polynu-
cléaires augmente brutalement (figs 3 et 4).

Dans les sécrétions des demi-mamelles
ne produisant pas de cellules infectieuses
on n'observe ni le nombre élevé de macro-
phages au moment de I'agnelage (fig 2), ni
I'augmentation du nombre de lymphocytes
entre 5 et 15 | (fig 3), ni 'augmentation du
nombre de polynucléaires au 20© j (fig 4).

o 10 20 30 40 50
jours

Fig 3. Evolution de la quantité de lymphocytes
du lait de brebis produite par 4 demi-mamelles
excrétrices de virus (ll—M) et 6 demi-mamelles
non excrétrices de virus ((1—{J).

moyer
o Teaires
+miition/m!  lait )
2,00

0 10 20 30 40 50
jours

Fig 4. Evolution de la quantité de polynucléaires
du lait de brebis produite par 4 demi-mamelles
excrétrices de virus (l—M) et 6 demi-mamelles
non excrétrices de virus (C~—{1).

Ces différences sont significatives (P <
0,01) en particulier aux j 8 et 20 apres la
mise-bas, aussi bien pour le nombre total
de cellules que pour le nombre de lympho-
cytes et de macrophages.

Comparaison des populations
leucocytaires dans les 2 demi-mamelles
d’'une méme brebis

Chez cet animal (n° 638), une demi-
mamelie est excrétrice de virus, tandis que
l'autre demi-mamelle n'en a jamais pro-
duit : les quantités de lait sont a peu prés
identiques pour chaque demi-mamelle
(0,5 | par traite).

Dans la sécrétion de la demi-mamelle
produisant des cellules infectées nous
avons pu identifier 1,5 x 106 leucocytes sur
les 2 x 106 cellules totales/ml de lait le 5€ j
apres l'agnelage. Parmi ces leucocytes, 2
x 105 ont le marqueur CD4 (fig 6), 5 x 10°
sont des macrophages, 8 x 105 ont le mar-
queur CD8 (fig 5), 0,7 x 105 sont des poly-
nucléaires. Par la suite, le nombre de cel-
lules/ml de lait reste élevé (1,8 x 106
cellules au jour 20), mais le nombre de
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jours
Fig 5. Evolution de la quantité de lymphocytes
CD8 dans le lait de brebis produit par chacune
des 2 demi-mamelles excrétrices (l—8) ou
non excrétrices (C1—{7J) de virus.

Nombre moyen
Tymphiocytes (D&
(mittions/m! lalt »

0.8

) 10 20 30 40 50
Jours

Fig 6. Evolution de la quantité de lymphocytes
CD4 dans le lait de brebis produit par chacune
des 2 demi-mamelles excrétfrices (M-—M) ou
non excrétrices de virus ((C—).

lymphocytes CD8, le nombre de lympho-
cytes CD4 et de macrophages change
peu, tandis que le nombre de polynu-
cléaires/mi passe a 1,5 x 108 cellules/ml.

Dans la sécrétion de la demi-mamelle
ne produisant pas de cellules infectées, on
ne compte que 108 cellules/ml 5 j aprés
l'agnelage. Parmi ces leucocytes, 5 x 104
sont des lymphocytes portant le marqueur
CD8 (fig 5), 2 x 104 des lymphocytes por-

tant le marqueur CD4 (fig 6), 105 sont des
macrophages et 6 x 105 des polynu-
cléaires. Vingt jours aprés l'agnelage, le
nombre de leucocytes/m! de lait n'est plus
que de 2 x 105/ml de lait & la suite de la di-
minution du nombre des polynucléaires
{5 x 104/ml).

DISCUSSION

Chez 5 brebis multipares gestantes prove-
nant d'un troupeau infecté par le VMC,
nous avons étudié I'excrétion dans le lait
de macrophages infectés au moment de
lagnelage. Dans le lait de 4 des 10 demi-
mamelles, le virus a été retrouvé réguliére-
ment pendant les semaines qui précédent
et qui suivent I'agnelage (8 reprises). Dans
le lait des 6 autres demi-mamelles, nous
n'avons jamais mis en évidence le virus.

La présence de macrophages infectés
par le virus s'accompagne d'une augmen-
tation du nombre de cellules/mi de lait.
L'identification des lymphocytes dans le lait
lors de I'excrétion du virus montre !'impor-
tance de la sous-population CD8, en parti-
culier aprés l'agnelage. Les macrophages
infectés sont présents dans les sécrétions
mammaires prénatales, dans le colostrum
et dans le lait : les lymphocytes CD8 aug-
mentent en nombre aprés la production
d'antigénes viraux 8 j aprés la mise-bas
puis diminuent progressivement (3 se-
maines).

Nous avons rapporté par ailleurs (Ou-
zrout et al, 1991) dans le lait de brebis pri-
mipares spontanément infectées la pro-
duction de virus VMC et les modifications
des sous-populations lymphocytaires au
moment de I'agnelage : chez ces agnelles,
la teneur du lait en lymphocytes CD8 est
maximale 15 j aprés la mise-bas.

La production de macrophages infectés
dans le lait et 'augmentation du nombre de
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cellules somatiques qui I'accompagne sont
indépendantes pour chacune des demi-
mamelles d'une méme brebis. Par contre,
les Iésions mammaires d'infiltration de cel-
lules mononuclées sont détectées dans la
demi-mamelle productrice de macro-
phages infectés comme dans la demi-
mamelle qui ne produit pas de virus. La
présence de lésions spécifiques du virus
ne provoque pas forcément l'excrétion de
cellules infectées dans la sécrétion de la
glande mammaire. Certains évoquent la
présence de lésions virus-like dans les tis-
sus infectés par le virus VMC (Harkiss et
al, 1991; Lujan et al, 1991). Nous ne pou-
vons pas confirmer I'existence de 2 types
de lésions mammaires.

L'évolution du nombre de leucocytes du
sang périphérique et en particulier des
lymphocytes CD8 dans la période de
'agnelage ne distingue pas chez les bre-
bis multipares les animaux_qui excrétent
du virus de ceux qui n'en produisent pas.

La présence et I'évolution des lympho-
cytes CD8 est l'une des caractéristiques
de la réponse immunitaire aux lentivirus
(Autran et al, 1991). Le role de ces lym-
phocytes dans la progression de {'infection
in vivo reste a déterminer, mais parait
jouer un réle important dans les premiéres
étapes de la multiplication du virus en éli-
minant les cellules infectées avant la pro-
duction de nouvelles particules virales
(Cordier et al, 1990; Plata et al, 1987).
Pour les lentivirus des petits ruminants,
lors de l'infection latente qui est la forme la
plus répandue, les hormones stéroides de
la parturition provoquent l'expression du
virus VMC (Ouzrout et Lerondelle, 1990).
La réponse immunitaire a cette production
d'antigénes viraux se manifeste par une
augmentation immédiate et transitoire des
lymphocytes CD8 dans le lait et par une
augmentation plus tardive mais persis-
tante des anticorps sériques. L'augmenta-
tion du nombre de lymphocytes est locali-

sée dans le lait de la demi-mamelle produi-
sant des macrophages infectés. Le délai
de cette réponse est plus long chez les pri-
mipares (15 j) que chez les multipares (8
i), comme si les cellules compétentes
avaient été sensibilisées par les antigénes
du virus au cours des agnelages succes-
sifs. Par contre, I'évolution de |'expression
du virus est identique chez les primipares
et chez les multipares. Il reste donc a dé-
montrer la spécificité de ces lymphocytes
pour les antigénes du virus et leur activité
effectrice sur les cellules infectées.
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