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|. Le macaque Cynomolgus fascicularis dans I'expérimentation
animale

1. Présentation de Macaca fascicularis [32]

Le macaque Cynomolgus fascicularis est aussi appelé singe-crabier ou singe a longue queue et
appartient a la famille des Cercopithecidae. (Figure 1, [32])

Primates

1
Strepsirhini

Haplorhini

Lemuriformes Lorisiformes

Tarsiiformes Platyrrhini Catarrhini

Lemuriodea Lorisoidea Tarsioidea Ceboidea Cercopithecoidea Homonoidea
L Lemurs, Lorises Torsars New World Old World  Apes
(SIS and Bushbabies . Monkeys Monkeys (Africa and Asia)
(Madagascar) (Africa and Asia) (SE) (Central and (Afrique et Asie) and Humans
I South America)

Cheirogaleidae Galagonidae
Lemuridae Lorisidae

Lepilemuridae

Tarsiidae Callitrichidae Cercopithecidae
(e.g. marmosets) (e.g macaques)

Hylobatidae
Pongidae

Cebidae Hominidae

(humans)

Daubentoniidae

Figure 1: Une classification tirée de Handbook of Laboratory Animal Management and Welfare, 4éme édition, S. Wolfensohn

32]

1.1. Habitat naturel et alimentation

Ce singe vit en Indochine, en Birmanie, en Indonésie, aux Philippines, et dans une partie de I'Inde
(les Tles Nicobar). Il vit plutét dans les milieux humides comme la mangrove, les cotes, les foréts

humides et les marécages. lIs s’alimentent de fruits, racines, feuilles, insectes, grenouilles et crabes ;
ce qui est assez facile a fournir en captivité.



1.2. Organisation sociale et reproduction [32]

Les adultes pesent de 3 a 6 kg, les males étant plus gros que les femelles. Cette espéece peut vivre
jusgu’a 30 ans. Socialement, ils s’organisent en grands groupes de 10 a 48 individus comportant
plusieurs méles et plusieurs femelles (les femelles étant deux a trois fois plus nombreuses). La
maturité sexuelle est atteinte a I’age de 4 ans.

IIs n"ont pas de saison sexuelle, ils peuvent se reproduire toute I'année. Ceci représente un avantage
certain pour |I'élevage, d’autant plus que I'approvisionnement en macaques Cynomolgus et Rhesus —
les deux macaques les plus utilisés en recherche biomédicale en Amérique du Nord, est un sujet qui
inquiete les communautés scientifiques [24]. Le tableau 1 résume les données concernant la
reproduction :

Puberté 3-4 ans

Age moyen de la 1% reproduction 4-5 ans
Durée de la gestation 153-179 jours
Nombre moyen de petits 1

Poids a la naissance 330-350g
Sevrage 14-18 mois
Durée de cycle de la femelle 31 jours

Tableau 1 : Données concernant la reproduction du macague Cynomolgus [32]

1.3. Comportement en captivité

Ce sont des animaux particulierement stressés, qui ont besoin de contact social, notamment lors des
phases de transport ; il peut donc étre intéressant de les faire voyager en paire, lorsque les relations
hiérarchiques sont déja établies [15].

Bien qu’historiqguement les primates non-humains étaient maintenus en cage individuelle, les
recommandations qui ont été données par The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals en
2011 définissent la norme comme étant de les garder en cage de deux au minimum afin gu’ils aient
des interactions sociales. Bien qu’ils soient présents, les risques inhérents a I'appariement de deux
singes tels que les morsures, le stress peuvent étre trés amoindris en prenant les précautions
nécessaires. C'est ce qu’expliquent DiVicenti et Wyatt dans une revue des bénéfices et risques de
I"utilisation de cages doubles lors d’expérimentation sur des primates non humains [12].

2. L’utilisation du macaque Cynomolgus fascicularis

2.1. L'expérimentation animale



D’apres la Commission européenne, I'Europe utilise environ 12 millions d’animaux pour la recherche
en 2008, dont 55% sont utilisés au Royaume-Uni, en France et en Allemagne. Les rongeurs et lapins
représentent 80%, soit 9.6 millions de ces animaux. L'espéce la plus utilisée est la souris avec 60% du
total, suivie par le rat avec 17% du total. Les primates non-humains ne représentent que 0.08%, soit
9 600 utilisés en 2008.

Le cadre légal de I'expérimentation est néanmoins trés bien défini aussi bien au niveau européen
avec la directive européenne 2010/63/UE du 22 septembre 2010 gu’au niveau francgais avec le décret
de transposition de la directive 2010/63/UE et quatre arrétés d’application (agrément - autorisation
de projets - acquisition et validation des compétences - conditions de fourniture des animaux)
adoptés en février 2013 [25].

Le principe des 3R (Réduire, Raffiner, Remplacer — Reduce, Refine, Replace) instauré par Russel et
Burch en 1959 exerce une réelle pression ayant incité un groupe de chercheurs a se réunir au
printemps 2014 afin de proposer des solutions alternatives a I'utilisation des primates non humains
en recherche animale [8].

2.2. Les primates en expérimentation animale

Le nombre total de primates utilisés par an dans le monde est estimé par |’étude de Carlsson et ses
collaborateurs entre 100000 et 200 000 animaux avec majoritairement (65%) les primates de
I’ancien monde (Cercopithecoidae, voir Figure 1). Ce nombre est tres difficile a évaluer car certains
primates sont réutilisés dans plusieurs expériences, d’autres ne sont utilisés que pour la
reproduction, et enfin certaines recherches n’étant pas publiées les animaux ne sont pas toujours
comptabilisés [9].

Le macaque Cynomolgus arrive en 3™ position d’aprés une revue s’étant intéressée a plus de 2900
recherches publiées en 2001 et ayant utilisé des primates. Devant lui se trouvent les especes
Chlorocebus aethiops et Macaca mulatta [9].

Chaque primate est utilisé dans des domaines particuliers, le singe crabier étant spécialement utilisé
en neuroscience mais aussi en microbiologie et en biochimie:



Génétique Cons. Endocrinologie/ Reproduction

Micr Neur Bioc Cons Phar HIV Phar HIV Etho Chir Phys Total
C. aethiops 354 31 240 33 24 46 47 14 4 18 36 847
M. mulatta 102 251 36 27 13 76 106 35 35 46 39 766
M. fascicularis 38 132 26 11 6 51 16 13 36 18 12 359
Papio spp. 30 17 19 35 23 13 8 13 44 23 16 241
Pan spp. 25 11 3 63 44 5 13 36 4 3 207
Cebinae spp. 14 33 4 19 40 22 0 13 8 155
Callitrichidae 16 38 10 16 26 9 2 17 1 10 150
spp.

Lemuridae 3 4 0 54 33 1 1 10 0 2 0 108
p.

Saguinus spp. 10 8 10 47 19 101
M. fuscata 2 37 6 4 9 2 2 16 5 2 5 90
Gorilla spp. 5 4 0 43 22 2 2 7 3 0 0 88
Total 599 566 345 315 287 228 197 193 143 123 116 3112

Tableau 2 : Répartition des espéces de primates dans les différents domaines scientifiques. [9] n=3112

Micr:  Microbiologie, Neur: Neuroscience, Bioc: Biochimie, Cons: Conservation/écologie/anthropologie, Phar:
Pharmacologie, Etho : Ethologie, Gene : Génétique, Chir : Chirurgie, HIV : HIV/AIDS

Bien que les scientifiques en débattent, les primates non humains constituent des modeles animaux
irremplacables dans certains domaines de recherches en raison de leur trés grande proximité
biologique avec 'Homme, d’ou la possibilité d’extrapoler plus facilement les résultats obtenus [7, 18,
23]. Néanmoins, le nombre de singes en expérimentation tend a décroitre sous la pression éthique
et réglementaire. En 2013, de nouveaux décrets sont parus concernant l'origine des animaux
destinés a étre utilisés dans des procédures expérimentales ([25]Art. R. 214-90). D’ici 2022, les
primates utilisés en recherche devront étre issus d’élevages en captivité ou de colonies entretenues
sans apport d’effectifs extérieurs. Des dérogations pourront néanmoins étre accordées par le
ministre chargé de la recherche lorsque la production des éleveurs agréés serait insuffisante ou ne
conviendrait pas aux besoins spécifiques du projet.

Figure 2 : La réglementation concernant l'origine des primates est amenée a évoluer [25]




Art. 2. - A compter des dates mentionnées dans le tableau ci-aprés, les primates utilisés dans des
procédures expérimentales sont issus de primates qui ont €té €levés en captivité ou sont issus de colonies telles
que définies a l'article R. 214-80 (8°) du code rural et de la péche maritime.

ESPECES DATES
Ouistiti (Callithrix jacchus) A compter de la date d'entrée en vigueur du présent arrété
Singe cynomolgus (Macaca fascicularis) Au plus tard avant le 10 novembre 2022, soit cing ans aprés la publication par I'Union
Singe rhésus (Macaca mulatta) européenne de I'étude de faisabilité relative & I'exigence définie a l'article 2 du présent arrété,
Autres espéces de primates et & condition gue I'étude ne recommande pas un délai plus long.

2.3. Cynomolgus fascicularis en recherche

En 2014, 9 publications ayant utilisées le singe Cynomolgus fasicicularis comme modele biologique
sont parues dans le Journal of Pharmacological and Toxicological Methods [14].

En toxicologie cardiaque expérimentale particulierement, cette espéce est trés souvent utilisée. En
effet, que la molécule a tester soit a visée cardiaque ou non, I'innocuité cardiaque doit toujours étre
assurée. Son évaluation passe par des phases précliniques d’abord in vitro puis in vivo ou le but est
de vérifier 'absence de toxicité myocardique, d’arythmie, de modification du tonus vasculaire [26].
La Food and Drug Administration (FDA) qui est a I'origine des recommandations concernant les essais
d’innocuité pharmacologiques des médicaments humains exige la mesure de la pression artérielle, de
la fréquence cardiaque et la réalisation d’un électrocardiogramme (ECG) lors des tests d’innocuité.

L'ECG est selon la FDA une bonne méthode pouvant refléter la toxicité cardiaque d’'une molécule.
C'est une méthode non-invasive que I'on peut obtenir juste aprés I'administration du principe actif a
tester mais qui est aussi répétable dans le temps.

Actuellement, bien que de nombreux parametres puissent étre mesurés sur un ECG, le plus connu et
plus utilisé est un parametre calculé : le QTc [11].1l s’agit de I'intervalle QT corrigé selon la valeur de
I'intervalle RR d’apres la formule de Bazett [6].

L'association d’'un QTc prolongé et d’arythmies cardiaques a d’ailleurs conduit la FDA a retirer du
marché de nombreux médicaments (voir Tableau 3) auparavant approuvés si les modifications de
I’ECG ne pouvait étre justifiées par des arguments scientifiques pertinents [11, 26].

Tableau 3: Molécules approuvées par la FDA puis retirées du marché pour des problémes d’absence
d’innocuité cardiaque [26]




Reason for

Year

Compound Class withdrawal  withdrawn
Astemizole® Antihistamine QT Proarthythmia 1999
Cisapride* Prokinetic agent QT Proarrhythmia 2000
Ecainide” lc antiarrhythmic ~ Non-QT 1986
Proarrhythmia
Flosequinan®  Vasodilator Increased mortality 1992
Grepafloxacin”  Fluoroquinolone QT Proarrhythmia 1999°
antibiotic
Rofecoxib” COX-2 inhibitor  Thrombotic risk 1999
Terfenadine'®  Antihistamine QT Proarrhythmia 1997
Terodiline'’ Antimuscarinic QT Proarrhythmia 1993
Valdecoxib” COX-2 inhibitor  Thrombotic risk 2001

Bien que le QTc soit un des marqueurs de toxicité cardiaque les plus anciens et les plus connus, il
n‘est pas sans faille. Premiérement, il n’existe pas de consensus sur la méthode optimale
d’acquisition, de mesure, et d’analyse de I'intervalle QTc. Cela est d( en partie a la nature du signal,
qui est faible en amplitude et en durée, qui varie intrinsequement et qui est affecté par de nombreux
facteurs. L’age notamment semble étre un facteur de variation de l'intervalle QT ; il serait d’aprés
une étude parue en 2009 inversement proportionnel a I’age [21]. Deuxiemement, il y a trés peu de
données permettant de définir une probabilité d’apparition d’une tachycardie ventriculaire comme
une torsade de pointes en se basant sur la valeur de I'intervalle QTc [11].

Malgré ses failles, de nombreuses études se basent sur l'intervalle QTc pour évaluer I'innocuité

cardiaque [1].



Il. Les intervalles de référence

Le concept d’un intervalle de référence en médecine est basé sur le fait de déterminer un intervalle
de valeurs comprises entre une borne inférieure (limite inférieure) et une borne supérieure (limite
supérieure). Dans cet intervalle se trouve un certain pourcentage, souvent 95%, des valeurs obtenues
pour un parametre donné dans la population qualifiée saine dite population de référence. Ainsi, cet
intervalle est ensuite utilisé pour détecter des anomalies chez un individu donné permettant alors la
prise de décisions médicales, bien que 2.5% de la population de référence ait des valeurs inférieures
a l'intervalle de référence et 2.5% des valeurs supérieures [20].

Les recommandations quant a I’établissement d’un intervalle de référence sont régulierement mises
a jour par le CLSI - Clinical Laboratory Standards Institute depuis 1970, date de la publication des
premiers criteres d’établissement d’un intervalle de référence par I'[FCC-LM - International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine [28-30]. Un document commun a été
publié sous le titre « Defining, Establishing and Verifying Reference Intervals in the Clinical
laboratory: Approved Guideline-Third Edition —C28-A3 11 ». La mise a jour la plus récente a été
publiée le 16/03/2012 (EP28-A3c).

Ainsi, le protocole de base comporte différentes étapes que nous allons détailler. Nous présenterons
celles qui ont été décrites dans un article publié en 2012 par Friedrichs concernant les
recommandations données par I’ASVCP (American Society for Veterinary Clinical Pathology) pour la
communauté vétérinaire en accord avec I'lFCC et |le CLSI [16].

1. Construction d’un intervalle de référence

1.1. Enquéte préliminaire

Il est primordial d’effectuer une recherche exhaustive dans la littérature des variabilités biologiques
et des interférences affectant la mesure du parameétre dont on veut faire l'intervalle de référence.
Ceci permettra la détermination de mesures spécifiques a la collecte des données et la définition de
la population de référence. Cette enquéte peut aussi permettre de réaliser qu’il sera nécessaire
d’établir des intervalles de référence différents pour un méme parametre en fonction de facteurs
propres a I'animal ou pré-analytiques. Par exemple, les données peuvent étre différentes si I'animal
est sédaté ou vigile, male ou femelle et selon la molécule utilisée pour la sédation.

1.2. Sélection des individus de référence

Les criteres de sélection (inclusion et exclusion) doivent étre définis a I'aide de I’enquéte
préliminaire. La population de référence doit étre représentative de la population animale pour



laquelle l'intervalle de référence sera utilisé. La population de référence doit étre saine; des
controles cliniques, biologiques et géographiques s’'imposent.

Les criteres d’inclusion choisis peuvent permettre |'établissement de sous-groupes : par exemple, il
est possible de créer un intervalle de référence pour les femelles et un pour les males. De méme, les
intervalles de référence peuvent étre construits pour un type de population donné (néonatal,
juvénile, adulte, agé).

Le tableau suivant présente quelques-uns des critéres d’inclusion couramment utilisés :

Critere Catégorie Exemple
Biologique Age Néonatal, juvénile, adulte

Sexe Femelle, male, stérilisé

Souche Cynomolgus de Chine ou d’ille Maurice
Clinique Histoire Pas de signes cliniques récents

Soins préventifs Vaccination, vermifugation présentes

Santé Examen clinique

Examens sanguins Numeération formule, biochimie...
Géographie Localisation Tempéré, froid, chaud

Environnement Température ambiante

Tableau 4 : Critéres d’inclusion utilisés pour la sélection de la population de référence [16]

Attester la bonne santé d’especes sauvages en captivité peut étre un véritable challenge. Les critéres
d’exclusion doivent donc étre rigoureusement respectés afin d’éliminer tout animal dont I'état de
stress, de gestation pourrait nuire a I’élaboration de I'intervalle de référence. En cas de doute, il est
recommandé de sortir un individu de la population de référence.

Un nombre minimal d’individus a inclure a la population de référence est donné : pour toute
distribution des valeurs s’éloignant d’une distribution gaussienne, un minimum de 120 animaux est
requis. L'utilisation de méthodes non paramétriques permettra alors I'élaboration d’un intervalle de
confiance de 90%. Néanmoins, I'IFCC conseille de prendre un effectif supérieur a 120 afin de pouvoir
exclure des valeurs aberrantes.

1.3.  Procédures pré-analytiques : préparation, collecte des données

La préparation des individus sélectionnés, la collecte, la manipulation des données doit absolument

étre standardisée. De plus, il faut prendre en compte les potentiels effets des facteurs pré-

analytiques afin de limiter la variabilité pré-analytique. Par exemple, la méthode de capture le cas

échéant, |'utilisation ou non de la sédation, I’heure a laquelle se fait la collecte, la fagon de brancher

les électrodes doivent étre rigoureusement les mémes pour tous les individus.

Malgré cela, il faut prévoir une analyse des erreurs dues a ces facteurs. La qualité analytique s’estime

gracea:

- l'erreur aléatoire (ou coefficient de variation ou imprécision) qui correspond a la variation

des mesures effectuées sur un méme échantillon. Elle est faible si la mesure est répétable.
I'erreur systématique ou biais qui ne peut étre définie qui s'il existe un « Gold Standard »
auquel comparer la valeur obtenue.



1.4. Procédures analytiques

Comme dit précédemment, l'identification et I'analyse des données doivent étre réalisées de
maniere similaire pour tous les individus. En raison de possible changement de manipulateur, les
conditions de mesure doivent suivre une procédure stricte. Les criteres de rejet d’un échantillon
doivent étre établis et les résultats doivent étre vérifiés si possible immédiatement afin de refaire
une mesure si besoin. Ceci évitera ainsi un rejet excessif de valeurs.

1.5.  Analyse statistique [16]

1.5.1. Représentation graphique des données

L'analyse statistique démarre par la représentation et I'examen d’histogrammes illustrant la
distribution des valeurs obtenues. Cela permet la mise en évidence des valeurs aberrantes, aussi
appelées « outliers ». Les représentations sous forme de diagramme en boite ou diagrammes en
points sont préférées ; la visualisation des valeurs aberrantes étant facilitée.

»*
E

4] 50 100 150 200 250 300

Fréguence cardiaque

Figure 3 : Exemple de représentation des valeurs de fréquence cardiaque obtenues dans notre étude. Les
valeurs aberrantes sont facilement identifiables (croix rouges).

1.5.2. Identification et élimination des valeurs aberrantes (= outliers)

Les valeurs aberrantes sont des valeurs de la population de référence sélectionnée qui peuvent
correspondre a une inclusion de sujets non sains ou non représentatifs ou alors a des valeurs
affectées par une erreur pré-analytique, analytique ou post-analytique.

Ces valeurs peuvent étre éliminées afin de ne pas élargir I'intervalle de référence par excés bien que
la tendance soit a la conservation. Comme nous l|'avons déja mentionné, les histogrammes
permettent l'identification des valeurs extrémes. Néanmoins, elles ne doivent pas étre éliminées
arbitrairement. Des méthodes statistiques appropriées doivent étre utilisées pour déterminer si ces
valeurs sont aberrantes ou juste extrémes.

Les deux méthodes les plus utilisées sont :

- Laméthode selon Dixon [13]
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Elle est utilisable quelle que soit la distribution.

On classe les valeurs dans I'ordre croissant de x, les points aberrants se trouvent ainsi aux extrémités.
Selon le nombre de valeurs que I'on a, des tables sont a disposition afin de classer les valeurs
extrémes comme aberrantes, douteuses ou non aberrantes.

Dans notre cas, le nombre de données étant supérieur a 12, les calculs a faire seront les suivants :

J.-l:{ _J.Q J.I _J.. _
O =—"—"—et 0= i

i J.'L(J_n_z - 1'."_'{1 J.I n - J.'L{E

On définit ensuite des valeurs limites Q. (1 ou 5%), et si Qi ou Q, sont supérieurs a Qy, ils sont
considérés comme aberrants.

St n=12

Une des limites de la méthode de Dixon est le fait de ne pas pouvoir trancher lors d’un faible nombre
de valeurs; en effet par exemple pour une série de 4 valeurs, il faudrait un écart d’un facteur
supérieur a 12 pour éliminer une valeur. Nous ne rencontrerons pas ce probléeme dans cette étude.
Une autre limite importante est I'incapactité du test a détecter des séries de valeurs aberrantes,
donc proches entre elles.

- L’'algorithme de Horn [19, 27]
Cette méthode ne peut s’appliquer qu’aux lois de distribution gaussienne ou qui le deviennent aprés
transformation. Elle est basée sur le travail de Tukey et combine les 25%-quartile (Qi), 75%-quartile
(Qy) et l'intervalle interquartile (IQR) pour définir I'intervalle IQ =[Q1 -1,5x IQR ; Q3 - 1,5 x IQR].
Ainsi, toute valeur obtenue extérieure a cet intervalle est considérée comme aberrante.
Cependant, I'étude de Solberg sur la sensibilité et la spécificité de cet algorithme montre que la
méthode de Horn est une vraie amélioration pour la détection des valeurs aberrantes mais que
sélectionner des valeurs aberrantes demeure encore un challenge [27].

Il est primordial de faire apparaitre dans I'étude le nombre de valeurs qui ont été retirées et
pourquoi.

1.5.3. Détermination de la distribution

La distribution peut étre gaussienne ou non. Il peut étre utile de transformer les données en une
distribution gaussienne a I’aide de la fonction appropriée.

La fonction logarithmique est une possibilité. La méthode de transformation de Box-Cox en est une
autre :

xt—1 i
B(X,A): —A siA=0
logx sidA=0

1.5.4. Détermination de l'intervalle

La détermination de l'intervalle se fait a I'aide de procédures adaptées au nombre de données
disponibles et a leur distribution (voir tableau 5, [16])
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La méthode la plus courante est la méthode paramétrique mais repose sur la normalité de la
distribution. Lorsque méme aprées transformation, la normalité ne peut étre atteinte, la méthode
robuste peut étre employée mais exige quand méme une symétrie dans la distribution des valeurs.

Enfin, la méthode non-paramétrique permet de construire un intervalle de référence dans tous les
autres cas de figures mais exige un nombre minimal de 120 valeurs. C'est la méthode qui pourra étre
utilisée dans notre étude. Les bornes de I'intervalle sont délimitées avec les 2.5% quartile et 97.5%
quartile. Ainsi, l'intervalle de référence regroupe 95% des valeurs obtenues dans la population de

référence.
Taille de I’échantillon Distribution (d’origine ou | Méthode statistique
transformée)
>120 Non applicable Non-paramétrique avec un IC de 90%
40<x<120 Gaussienne Paramétrique ou robuste avec un IC de 90%
Non-gaussienne Non paramétrique ou robuste* avec un IC de 90%
20<x<40 Gaussienne Paramétrique avec un IC de 90%
Non-gaussienne Robuste avec un IC de 90%
10<x<20 Non applicable Ne pas calculer d’intervalles de référence
<10 Non applicable

Tableau 5 : Procédures recommandées en fonction de la taille de I’échantillon et de la distribution
[16]. IC : intervalle de confiance, * : doit étre préféré.

1.5.5. Intervalles de confiance de l'intervalle de référence

Des intervalles de confiance pour les valeurs des limites inférieure et supérieure de I'intervalle de
référence doivent étre calculés dés que la taille des échantillons le permet. Ceux-ci ne devraient
excéder 20% de l'intervalle de référence d’apres Boyd et Harris. Sinon, il est conseillé d’ajouter des
valeurs supplémentaires pour diminuer cet intervalle de confiance.

2. Etablissement d’un intervalle de référence de I'ECG chez le macaque
Cynomolgus

2.1. Obtention d’'un ECG

Il existe divers méthodes d’acquisition d’un électrocardiogramme. Selon la méthode utilisée, les biais
sont plus ou moins importants.
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Une méthode trés fréquente est |'utilisation de la sédation permettant la manipulation d’animaux
intouchables sans risque pour le manipulateur.

La sédation qui n’a pas été utilisée dans notre étude car les animaux étaient habitués a la
manipulation peut permettre de se rapprocher du mode d’acquisition de I'ECG utilisé chez les autres
especes : de fagcon transcutanée via des patchs ou des pinces crocodiles. Cependant, I'utilisation de
molécules sédatives n’est pas sans effet cardiovasculaire et représentent donc un biais. Une étude de
2009 étudiant l'intérét de I'anesthésie de chiens d’expérimentation au Fentanyl et a I'étomidate
détaille particulierement ce probleme avec notamment de nombreuses études utilisant le
pentobarbital chez des beagles qui induit trés souvent une tachycardie [31]. Enfin, certaines
molécules a tester peuvent induire stress, nausées et inconforts modifiant encore une fois les
paramétres cardiovasculaires [31]. Bien que L'ICH Guidelines for Safety Pharmacology Testing
recommande |'utilisation d’animaux vigiles pour éviter les biais, Van Deuren justifie néanmoins dans
son étude I'intérét de I'utilisation d’animaux anesthésiés.

Dans notre étude, nous nous affranchissons de ce biais mais nous devons alors prendre en compte
d’autres biais. Par exemple, I'animal vigile va clairement réagir a son environnement : jour/nuit,
bruits, mouvement, heures des repas ou des prises de sang, tout cela pouvant induire des
modifications des paramétres cardiovasculaires. Une solution a ce probléme est I’habituation, mais
cette méthode demande a la fois du temps et un surcolit non négligeable aux études
pharmacologiques.

Une méthode alternative pouvant éviter la contention et donc le stress d’animaux vigiles est la
télémétrie. Cela consiste a poser chirurgicalement des capteurs sous-cutanés ou intramusculaires.
Authier et coll. ont validé cette méthode en 2007 d’un point de vue non pharmacologique (tests
d’acquisition de température, pression ex-vivo et in vivo...) et d’un point de vue pharmacologique en
utilisant diverses molécules dont les effets cardiaques sont connues : remifentanil, médétomidine,
dopamine, esmolol, amiodarone et chlorure de potassium [3, 4].

Ainsi, une seule anesthésie est nécessaire pour la chirurgie et I'obtention des tracés
électrocardiographiques sont alors affranchis de toute molécule pouvant potentiellement interférer.

Une étude a alors comparé la radio-télémétrie et la méthode par contention d’animaux vigiles non
sédatés chez des Cynomolgus et a conclu que les deux méthodes étaient capables de détecter que la
PNU-142093 (Benzopyrane) était cardiotoxique mais la méthode télémétrique était apparue plus
sensible [5].

2.2. Lesvaleurs de référence dans la littérature

2.2.1. Valeurs publiées

Seuls Atkins et Dickie ont publié en 1986 des intervalles de référence d’électrocardiogrammes
obtenus a partir de 100 Cynomolgus anesthésiés a la kétamine [2]. Les intervalles pour la durée et
I'amplitude de P et T, la durée de PR, QRS, QT et I'amplitude de Q, R et S selon la seule dérivation DlII
ont été calculés. La fréquence cardiaque et |'axe cardiaque avaient été également déterminés.
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Nicolas Jousserand a fait sa theése d’exercice vétérinaire en 2013 sur I’établissement d’intervalles de
référence des électrocardiogrammes des macaques Cynomolgus provenant de I'lle Maurice [22].
Notre étude permettra la comparaison avec les résultats obtenus par N. Jousserand concernant des
Cynomolgus dont la méthode d’acquisition de I'électrocardiogramme et I’environnement sont les
mémes alors que les provenances des macaques different (Chine versus lle Maurice).

2.2.2 Critigues des valeurs de la littérature

L'étude d’Atkins présente de nombreux biais. En effet, aucune information concernant les critéres
d’inclusion et notamment concernant les criteres de « bonne santé » n’est donnée. Le seul critere
d’exclusion est la détection d’anomalie cardiaque macroscopique ou microscopique lors de I'autopsie
réalisée apres la collecte de I'électrocardiogramme. On ne connait pas non plus la provenance des
macaques recrutés.

Les intervalles de référence sont donnés sans intervalle de confiance, et une seule dérivation est
étudiée. De plus, l'effectif est en-deca des recommandations conseillées pour appliquer une
méthode non paramétrique. Pour rappel, un minimum de 120 individus est nécessaire et seulement
100 ont été inclus dans I’étude. Or, la distribution n’étant pas gaussienne pour un grand nombre de
paramétres (fréquence cardiaque, durées de T, de Q et du QRS) la méthode non paramétrique a
forcément di étre employée.

Il nest pas mentionné de test de relecture permettant de connaitre la variabilité du lecteur, ni
précisé si la lecture des 100 ECG en seule dérivation DIl a toujours été effectuée par le méme lecteur
dans les mémes conditions.[2]

La these d’exercice de Nicolas Jousserand dont les données n’ont pas encore été publiées dans la
littérature précise quant a elle de nombreux critéres d’acquisition des données et la provenance (ile
Maurice) qui seront détaillés par la suite puisque ces mémes critéres ont été utilisés dans cette
étude.

Le but de notre étude est donc de calculer, suivant les recommandations internationales, I'intervalle
de référence et les intervalles de confiance des données électrocardiographiques des singes
Cynomolgus provenant d’un élevage situé en Chine. Le travail réalisé sur les macaques provenant
d’lle Maurice nous permettra d’en comparer les résultats et d’apprécier I'effet de la provenance sur
les parametres de I'ECG dans cette espece.
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1. Etablissement des intervalles de références des parametres de
I’électrocardiogramme chez le singe Cynomolgus « Macaca
fascicularis »

Les intervalles de référence sont calculés a posteriori sur des données recueillies entre 2007 et 2009.

1. Matériels et méthodes

Les singes ont été acquis auprés d’un élevage certifié de Chine par un laboratoire préférant garder
I"anonymat dans le but de réaliser des études de toxicité cardiaque. Un électrocardiogramme a été
réalisé avant inclusion et les ECG ont été photocopiés et collectés afin d’étre analysés pour ce travail.

Les poids individuels de chaque singe ne figuraient pas sur les feuilles d’ECG. Cependant, les singes
étaient répartis en 5 lots, et les intervalles de poids ont été transmis : les femelles pesaient de 1.9 a
3.3 kg, et les males de 2.1 a 3.8 kg.

1.1. Population de référence

1.1.1. Critéres d’inclusion

Les critéres d’inclusion a posteriori sont les mémes que pour la thése d’exercice de N. Jousserand
[22]:
- Animaux de 'espece Macaca fascicularis
- Historique médical vierge de toute affection
- Examen a distance sans anomalie
- Examen clinigue sous sédation sans anomalie, comprenant :
o Examen des muqueuses ;
o Auscultation thoracique et mesure de la fréquence respiratoire ;
o Auscultation cardiaque et mesure de la fréquence cardiaque ;
o Palpation abdominale;
o Mesure de la température rectale.
- Bilan biologique sans anomalie, comprenant :
o Hématologie (numération et formule)
o Biochimie (protéines totales, albumine, ALAT, PAL, créatinine)

Leur ECG est inclus si au moins 2 complexes P QRS T sont présents sur une des dérivations (DI, DlII,
DIll, aVR aVL aVF).

1.1.2. Critéres d’exclusion

IIs sont également identiques au travail réalisé par N. Jousserand [22]. Les animaux sont exclus de la
population de référence a posteriori lorsqu’ils répondent a une des conditions suivantes :

- Historique médical révélant une affection ;

- Aumoins une anomalie a I'examen clinique a distance ou sous sédation ;
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- Au moins une anomalie a I'examen biologique (au moins un parameétre sanguin en dehors
des intervalles de référence du laboratoire).

Les ECG sont exclus de I'étude lorsqu’ils présentent au moins une des caractéristiques suivantes :
- Tracé présentant moins de deux complexes PQRS T ;
- Tracé de mauvaise qualité (variation de la ligne de base importante, qualité technique de la
photocopie insuffisante pour effectuer la lecture avec précision). Dans ce dernier cas, tout
I'ECG peut étre exclus de I'étude si la majorité des tracés est de qualité insuffisante, ou
seulement une ou plusieurs dérivations de qualité suffisante.

1.2.  Sélection des électrocardiogrammes

1.2.1. Réalisation

Les animaux sont vigiles durant la réalisation du tracé. lls sont placés I'un aprés I’autre dans une salle
adjacente a la salle d’hébergement, la contention est assurée par le méme manipulateur a chaque
mesure. Les tracés sont réalisés avec I'électrocardiogramme Cardioline Delta 60 Plus. La vitesse est
fixée a 50 mm/s et I'amplitude a 10 mm/mV.

1.2.2. Préparation

Les électrocardiogrammes des singes Cynomolgus examinés lors de leur arrivée au centre de
recherche du laboratoire sont reproduits (photocopies de bonne qualité, un exemple est présenté en
annexe 1) et transmis a 'ENVT par courrier. lls sont identifiés de 'ECG CC-1 a ECG CC-154 pour les
ECG de macaques Cynomolgus provenant de Chine. Pour chaque individu sauf un (CC-72), le sexe est
relevé.

1.2.3. Lecture

La technique de lecture des ECG est déterminée par un lecteur expérimenté, et transmise et validée
sur 20 tracés tirés aléatoirement avec un lecteur moins expérimenté qui réalise la lecture des 154
ECG. Tous les tracés ou dérivations posant probleme sont relus avec le lecteur expérimenté.
Une lecture rapide de tous les ECG est réalisée par le lecteur expérimenté pour identifier des
irrégularités et/ou anomalies de tracé.
Les ECG sont lus a I'aide d’un compas suivant les criteres suivants :

- P:amplitude, durée;

- P-Q:duréedudébutdeP audébutdeQ;

- QRS :amplitude de R, durée du début de Q a la fin de S. Le cas échéant, amplitude de Q et de

S;
- QT:duréedudébutdeQalafindeT;
- T:amplitude, durée.
Figure 4 : Identification des ondes sur un tracé ECG.
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Chaque donnée est lue sur un complexe, puis comparée avec la valeur d’au moins deux autres
complexes. En cas de valeurs divergentes, la moyenne de ces valeurs est prise. En cas de tracé plus
difficile a lire, ou lors de la relecture de valeurs « outliers », la lecture de I’élément posant probleme
est réalisée sur 5 complexes par le lecteur expérimenté et la moyenne de ces 5 mesures est retenue.
La fréquence cardiaque est calculée par comptage de chaque complexe PQRST sur une durée de 4
secondes (soit 20 cm de tracé). Le nombre obtenu est ensuite multiplié par 15 pour obtenir la
fréquence cardiaque en battements par minute.

L'axe électrique du coeur est calculé a partir des valeurs en dérivation DI et DIIl par somation des
vecteurs des complexes QRS et rapporté sur un diagramme.

1.2.4. Enregistrement et stockage des données

Les valeurs de chaque donnée de chaque dérivation de chaque ECG sont rentrées dans un tableau
Excel différent enregistré sous le nom « ECG Cynomolgus Chine DI » pour la dérivation |, « ECG
Cynomolgus Chine DIl » pour la dérivation Il et ainsi de suite.

1.2.5. Statistiques

1.2.5.1. Intervalles de référence :

Les valeurs archivées dans les tableurs Excel sont ensuite traitées dans le gratuiciel Reference Value
Advisor. Il s’agit d’'un logiciel permettant de calculer les intervalles de référence [17] a I'aide de
plusieurs méthodes : la méthode paramétrique (dans le cas ou les résultats suivent une loi normale),
la méthode «robust» et ces deux mémes méthodes aprés une transformation de Box Cox. Enfin, en
I’absence de données dont la distribution se rapproche d’une courbe gaussienne, la méthode non
paramétrique permet de fournir un résultat (son utilisation est rendue possible grace a notre effectif
supérieur a 120 individus). Le logiciel fournit la moyenne, la médiane et I’écart-type pour chaque
parameétre. Les intervalles de confiance a 90% des bornes supérieures et inférieures de l'intervalle
sont également calculés. La méme méthode est employée pour la fréquence et I’axe cardiaque.

1.2.5.2. Variabilité intra lecteur
Afin de déterminer I'erreur aléatoire (ou coefficient de variation [CV]), une épreuve de relecture en
aveugle est réalisée: 10 tracés ECG différents pour chaque lecteur sont tirés au sort, grace au site
randomizer.org, rendus anonymes et lus selon la méme méthode que précédemment. Les résultats,
aprées levée de I'anonymat, sont reportés dans un tableur. Le lecteur effectue la lecture des ECG 5
fois. Entre chaque série de mesure, apres remise en place de I'anonymat, les ECG sont mélangés de
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maniere aléatoire. Ce travail avait été réalisé par le lecteur expérimenté et le premier lecteur
inexpérimenté lors de la these d’exercice de Nicolas Jousserand [21]. Le méme travail a été réalisé
par le deuxiéme lecteur inexpérimenté. Les coefficients de variation de la mesure de chaque donnée
sont calculés, ainsi que la moyenne des CV grace au logiciel Microsoft Office Excel ® 2010 (Microsoft
France).

1.2.5.3. Variabilité interlecteur
Afin de comparer 'effet du lecteur, le travail réalisé précédemment dans la these de Nicolas
Jousserand [22] a été continué. L'effet du lecteur avait été apprécié en réalisant la lecture par le
lecteur expérimenté et le lecteur inexpérimenté de 10 ECG également tirés au sort grace au méme
site, et les résultats de chacun avaient été comparés. Ces mémes ECG de macaques provenant d’ile
Maurice sont repris et sont relus par le nouveau lecteur (dans cette étude). Les résultats entre les 3
lecteurs sont comparés en réalisant une corrélation de Pearson et en utilisant le Sign test grace au
logiciel Analyse-it (Microsoft France). Nous avons choisi comme seuil de significativité p < 0,05.
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IV. Résultats

1. Population de référence

Apres vérification des critéres, a partir d’une population sélectionnée de 154 individus déclarés sains
recus par le laboratoire pharmaceutique entre 2007 et 2008 groupés en 5 lots, 152 tracés
d’électrocardiogrammes ont été retenus soit 2 exclusions : 1 pour cause de photocopie de qualité
insuffisante (CC-1) et 1 pour cause de variation de la ligne de base trop importante pour permettre
une lecture fiable (CC-95). Parmi les 152 ECG conservés, sept ECG n’étaient pas interprétables sur
certaines de leur dérivation. Ils ont cependant été lus sur les dérivations interprétables. La
population comprend 75 males et 78 femelles. Le sexe n’a pas été noté sur un individu (CC-72). Le
sexe de chaque individu est indiqué par le tableau se trouvant en annexe 2.

2. Variablité intra-lecteur

Les valeurs de variabilité de chaque lecteur expérimenté et inexpérimentés ont été évaluées.

Les résultats des moyennes des coefficients de variation de 10 ECG lus 5 fois par le lecteur
expérimenté et le premier lecteur inexpérimenté (ayant lu les ECG de macaques provenant de I'lle
Maurice) ont été extraits du travail effectué par Nicolas Jousserand et sont représentés dans le
tableau 6 [22]. Les moyennes des coefficients de variation de ces 10 autres ECG de singes provenant
de Chine lus 5 fois par le deuxieme lecteur inexpérimenté sont également présentées en gras dans le
tableau 6 :
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Tableau 6 : Moyennes des coefficients de variation obtenus pour les 6 dérivations par les lecteurs
expérimenté (e), non expérimenté (n1) lors du travail de N. Jousserand et non expérimenté (n2) lors de ce
travail lisant 5 fois 10 ECG (différents suivant les lecteurs).

Les résultats en gras ont été établis dans le cadre de ce travail.

P =4 © o ¥ o

° of g -] -] o = -]

=] o o 3 2 2 =4 o 2

€ S S £ € £ S S £

<< (a] (a] < << < (a] (a] <
DI (e) 39.1 131 41.3 10.6 4.35 8.63 39.1 27.3 38.4
DI (n1) 34.6 63.1 55.4 9.4 51.1 17 52.3 4.6 20.2
DI (n2) 0 15.9 6.6 8.2 8.14 81 6.59 25.1 38.6
DIl (e) 15.3 15.6 8.5 5.2 23 5 45 5.2 19.8
DIl (n1) 15.6 11.6 7.5 9.4 36.2 5.6 20.3 11 14.1
DIl (n2) 0 12.8 4.5 10.9 4.6 10.6 3.85 11.9 6.2
DIl (e) 125 19.9 6.1 4.2 23.2 5.7 45.9 65 67.4
DIl (n1) 15.6 14.5 7.3 9.5 18.7 5.8 15.6 26.4 122.2
DIl (n2) 10.9 6.5 4.4 15.4 2.7 41.2 53 2.9 17.4
avR (e) 21.8 39.2 16.2 4.2 20.8 8.7 26.1 49.1 51.6
avR (n1) 21.2 20.1 12.3 9.4 11.2 8.2 39.9 4.5 29.1
avR (n2) @ 216 6.6 17.9 11.1 4.6 26.3 17.8 2.7 21
avl (e) 102.3 105.6 96.6 6.6 47.6 6.1 15.1 3.9 14.1
avL (n1) 21.2 35.1 12.3 9.4 31.6 9.6 19.4 17.9 43.1
avl (n2) 24.9 6.8 24 53.7 53.7 19.7 6.9 2.1 53.2
avF (e) 19.6 12.2 6.4 2.9 10.6 3.90 27.9 62.5 1141
avF (n1) 15.6 16.3 7.5 3.4 23.7 5.2 18.9 26.9 41.2
avF (n2) 12 3.7 3.8 12.7 14.9 45.2 4.2 2.1 7.3

3. Fréquence cardiaque

La fréquence cardiaque calculée varie entre 118 et 277 battements par minute (bpm). La moyenne
est de 242 bpm avec une médiane de 244 bpm et un écart-type de 21,3 bpm. La distribution des
données ne suit pas une loi normale, méme apreés la transformation de Box Cox (test d’Anderson-
Darling, p-value > 0,05). Le logiciel Reference Value Advisor a calculé selon la méthode non
paramétrique ; les résultats sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Intervalle de référence de la fréquence cardiaque du singe Cynomolgus calculé par Reference
Value Advisor.

Fréquence cardiaque (bpm) 200,2 275
Intervalles de confiance a 90% 118 211 271 277
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L'effet du sexe a été étudié a I'aide d’un test de Student dans Microsoft Excel® permettant la
comparaison entre le groupe de femelles et le groupe de males ; et aucun effet lié au sexe n’a été
mis en évidence (P-value=0.49 > 0.05).

4. Valeurs d’amplitude et de durée de I'ECG

Les courbes de distribution des 10 paramétres mesurés sur les 6 dérivations sont présentées en
annexe 3. Elles sont inspectées visuellement pour détecter les possibles valeurs aberrantes. Ces
valeurs sont vérifiées par le lecteur débutant et les valeurs aberrantes ne correspondant pas a des
erreurs de saisie sont vérifiées par le lecteur expérimenté.

Les minimums, maximums, moyennes, médiane et écart-types de chaque paramétre sont présentés
dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Statistiques des paramétres de I’'ECG du singe Cynomolgus pour les 6 dérivations.

: g 2 5 § 3 2 g 3§ ¢
e ~ 3 £ £ £ g g & -

) ) ) ) 73 )

o Jo) o] (7] -
Minimum 0 0 004 015 @ -05 02 002 014 0 0,00
Maximum 0,15 0,04 0,07 0,2 0,8 0,05 0,06 0,2 0,025 | 0,08
pl | Moyenne 0,016 0009 0055 -0,025 019 | -0,024 0042 0162 009 = 0,049
Médiane 0 00 | 006 | -0025 02 0 004 016 | 01 | 006
B 0,025 0012 0008 | 005 | 019 | 0048 0008 0012 007 008
Minimum 003 | 002 | 0,04 02 | -045 | -04 003 | 014 | 005 | 0,04
Maximum 0,2 004 = 007 015 1,2 0,05 | 0,06 0,2 0,5 0,08
py | Moyenne 0,12 | 0,028 | 0058 | -0,061 0344 | -0,08 | 0,047 01166 | 0,209 | 0,064
Médiane 0,1 0,03 0,06 0,05 035 | -005 0,05 0,16 0,2 0,06
Ecart-type 0,04 | 0,005 | 0,007 | 0,068 | 0,28 | 007 | 0006 0012 0081 0,009
Minimum 0 0,02 0,04 | -0,25 -0,6 0,3 0,03 0,14 0,1 0,00
Maximum 0,2 0,04 0,08 0,15 0,9 0,15 0,06 0,20 0,35 0,08
pii | Moyenne 009 | 0027 0059 -0043 0241  -0,09 0 0,164 0,117 0,053
Médiane 01 | 003 @ 006 @ -005 | 025 | -01 o1 | 016 | 01 | 006
Ecart-type 0,04 0,006 @ 0,008 @ 0,07 0,27 0,08 003 | 0012 0,08 0,02
Minimum 0,1 0,00 0,05 0,2 06 | -015 | 0,02 014 | -015 | 0,04
Maximum 005 003 007 0.2 0,5 0,2 0,06 0,2 015 | 0,07
avL  Moyenne 0,015 | 0,009 & 0058 001 | -003 | 002 | 0042 016 | -0,008 0,057
Médiane 0 0,0 0,06 0 0,1 0 0,04 0,16 0 0,009
Ecart-type 0,027 | 0,012 | 0,007 | 0,06 021 | 0056 | 0,008 | 011 | 0,059 | 0,011
Minimum 0 002 = 004 @ -02 -0,5 03 | 003 014 0 0,0
Maximum 0,2 0,04 0,08 0,15 1,1 0,15 0,06 0,2 0,5 0,1
avF | Moyenne 011 0,028 0058 -0052 03 0,08 = 0,047 0,165 0,164 0,06
Médiane 0,1 0,03 0,06 | -0,05 0,3 -0,05 | 0,05 0,16 0,15 0,06
Ecart-type 0,04 0,005 004 @ 0066 0264 007 0006 0012 0,08 0,01
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Minimum

-0,15 | 0,02 004 | -0,15 -0,9 0 0,02 0,14 -0,4 0,04
Maximum 0,04 0,07 0,15 0,4 0,3 0,06 0,2 0,15 0,09
avR Moyenne 0,08 | 0,028 | 0,059 | 0044 | -024 | 005 | 0046 | 0,164 | -0,15 | 0,065
Médiane -0,1 0,03 0,06 005 | -0,25 = 0,05 0,05 046 = -015 | 0,06
Ecart-type 0,03 | 0,006 | 0,007 & 0054 | 0,22 0,05 | 0008 | 0012 | 007 | 0,009
La distribution d’aucune donnée sur aucune dérivation ne suit une loi normale selon le test

d’Anderson-Darling (P-value < 0,05). Aprés transformation de Box Cox, la distribution reste

significativement différente d’une courbe gaussienne. La taille de I’échantillon le permettant, les

données sont traitées selon une méthode non paramétrique. Les intervalles de référence ainsi

déterminés et accompagnés des intervalles de confiance de chaque borne et le nombre de tracés

utilisés sont présentés dans le tableau 9.

5. Intervalles de référence établis :

Les intervalles de référence établis sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 9: Intervalles de référence des parameétres de I'ECG du Cynomolgus provenant de Chine sur 6

dérivations calculés par Reference Value Advisor (amplitude en mV, durée en s).

Amplitude P Durée P Durée PQ Amplitude Q

N 149 149 56 149

DI IR 0 0,1 0,0 0,03 0,04 0,07 -0,1 0,1
IC90% 0 ‘ 0 | 0,05 \ 0,15 | 0,0 | 0,0 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,04 \ 0,04 | 0,07 ‘ 0,07 | -05 | 0,1 | 005 02
N 152 152 152 152

DIl | IR 0,05 0,2 0,02 0,04 0,048 0,07 -0,2 0,1
IC90% | 0,025 ‘ 0,05 | 0,15 ‘ 0,2 | 0,02 ‘ 0,02 | 0,04 ‘ 0,04 | 0,04 ‘ 0,05 | 0,07 ‘ 0,08 | -0,2 |-0,15| 0,1 | 0,15
N 147 147 139 147

Dir | IR 0 0,165 0,02 0,04 0,045 0,07 -0,2 0,11
IC90% 0 ‘ 0 0,15 ‘ 0,2 | 0,02 ‘ 0,02 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,04 ‘ 0,05 | 0,07 ‘ 0,08 | -0,25 | -0,15 | 0,1 ‘ 0,15
N 145 145 54 145

avL | IR -0.1 0,03 0,0 0,03 0,05 0,07 -0,1 0,17
IC90% -0,1 ‘ -005| 0 ‘ 0,05 | 0,0 | 0,0 | 0,03 ‘ 0,03 | 0,05 ‘ 0,05 | 0,07 ‘ 0,07 | -02 | -0,1 | 0,1 ‘ 0,2
N 148 148 146 148

avF | IR 0 0,2 0,02 0,04 0,04 0,07 -0,2 0,1
IC90% 0 ‘ 0,05 | 0,15 ‘ 0,2 | 0,02 ‘ 0,02 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,04 ‘ 0,05 | 0,07 ‘ 0,08 | -02 |-0,15| 0,1 | 0,15
N 151 151 150 151

avR | IR -0,15 -0,025 0,02 0,04 0,04 0,07 -0,1 0,1
IC90% | -0,15 ‘ -0,1 | -0,05 ‘ 0 | 002 ‘ 0,02 | 0,04 ‘ 0,04 | 0,04 ‘ 0,05 | 0,07 ‘ 0,07 | -0,15 | -0,05 | 0,1 | 0,15
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Amplitude R Amplitude S Durée QRS Durée QT

N 149 149 149 121

DI |IR -0,29 0,63 0,2 0,006 0,02 0,06 0,14 0,2
IC90% | 0,5 ‘ -0,15 | 0,5 ‘ 08| -05 ‘ 0,15 | 0 ‘ 0,05 | 0,02 ’ 0,03 | 0,06 ‘ 0,06 | 0,15 ’ 0,14 | 0,18 ‘ 0,2
N 152 152 152 152

b IR -0,318 0,9 -0,26 0,03 0,04 0,06 0,15 0,2
IC90% | 04| -03 |08|12]| -04 | -02 0 ‘ 0,05 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,06 ‘ 0,06 | 0,14 ’ 0,15 | 0,19 ‘ 0,2
N 147 147 147 131

DIl | IR -0,4 0,8 -0,3 0,06 0,04 0,06 0,14 0,197
IC90% | 0,6 ‘ 03 [07]09]| -03 ‘ 025 | 0 ‘ 0,15 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,06 ‘ 0,06 | 0,14 ’ 0,15 | 0,19 ‘ 0,2
N 145 145 145 73

avL |IR -0,4 0,42 -0,1 0,17 0,02 0,06 0,14 0,19
IC90% | 0,6 ‘ -0,35 | 0,3 ’ 0,5 | -0,15 ‘ -0,05 | 01 ‘ 0,2 | 0,02 ‘ 0,03 | 0,05 ‘ 0,06 | 0,14 ’ 0,15 | 0,18 ‘ 0,2
N 148 148 148 143

avF | IR -0,3 0,8 -0,25 0,05 0,04 0,06 0,14 0,2
IC90% | 0,5 ‘ 025 07|11 -03 | -02 0 ‘ 0,15 | 0,03 ‘ 0,04 | 0,06 ‘ 0,06 | 0,14 ’ 0,15 | 0,18 ‘ 0,2
N 151 15 151 149

avR | IR 0,7 0,3 0 0,2 0,03 0,06 0,14 0,193
IC90% | 0,9 ‘ 06 |02]04 0 ‘ 0 0,15 | 0,3 | 0,02 ‘ 0,03 | 0,06 ‘ 0,06 | 0,14 ’ 0,15 | 0,19 ‘ 0,2

Amplitude T Durée T

N 149 149

DI IR 0 0,21 0,0 0,08
IC90% 0 ‘ 0 0,2 ‘0,25 0,0 ‘ 0,0 | 0,07 ‘o,os
N 152 152

DIl | R 0,05 0,4 0,05 0,08
IC90% | 0,05 ‘ 0,1 | 035 ‘ 0,5 0,04‘ 0,05 | 0,08 ‘0,08
N 147 147

DIl | IR -0,05 0,3 0,0 0,08
IC90% | 0,1 ‘ 0 0,3 ‘ 0,5 0,0 ‘ 0,0 | 0,07 ‘0,08
N 145 145

avL |IR 0,15 0,118 0,0 0,07
IC90% | 0,15 ‘ 0,1 0,1 ‘0,15 0,0 ‘ 0,0 0,07 ‘0,07
N 148 148

avF IR 0 0,35 0,0 0,08
IC90% 0 ‘ 0,05 0,3 ‘ 05| 0,0 ‘ 0,05 | 0,08 ‘ 0,1
N 149 149

avR | IR -0,3 0 0,05 0,08
IC90% | -0,4 ‘ -0,25 | -0,05 ‘0,15 0,04‘ 0,05 | 0,08 ‘0,09
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Pour tous les parameétres a I’exception de trois (durée de P en dérivation DIl et en dérivation avR et
amplitude de P en avlL), les intervalles de confiance ne répondent pas aux exigences des
recommandations internationales (I’étendue de l'intervalle de confiance est supérieure a 20% de
|’étendue de l'intervalle de référence).

6. Détection de troubles du rythme

Aucun trouble du rythme n’a été détecté par le lecteur débutant si ce n’est une bradycardie chez le
singe CC-84.

7. Comparaison des lectures des ECG par différents lecteurs

Comparaison entre le lecteur expérimenté et le deuxieme lecteur inexpérimenté

Le 28™e lecteur inexpérimenté a repris les 10 ECG provenant de I'lle Maurice.

La lecture de 10 ECG a donné des résultats similaires entre le lecteur expérimenté et le nouveau
lecteur inexpérimenté pour toutes les dérivations (p>0.05). De plus, les résultats obtenus dans les 6
dérivations étaient fortement et significativement corrélés (p <0.0001) (Figure 6).

Figure 5 : Résultats de corrélation entre le lecteur expérimenté et le lecteur inexpérimenté calculés dans
cette étude.
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La lecture de 10 ECG a donné des résultats différents entre les deux lecteurs inexpérimentés pour les

dérivations DI et avR (p<0.05). Néanmoins, les résultats obtenus dans les 6 dérivations étaient

également fortement et significativement corrélés (p <0.0001) (Figure 7).

Figure 6 : Résultats de corrélation entre les deux lecteurs inexpérimentés calculés dans cette étude.
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8. Axe électrique du coeur

Tous les tracés ECG pour lesquels les dérivations DI et DIl étaient interprétables ont été utilisés pour
la mise en place de 'intervalle de référence de I'axe cardiaque, soit 152 tracés.

Les sommes algébriques des amplitudes des complexes QRS sur DI et sur DIl lors d’'un méme
battement sont calculées avec un tableur Excel. Les intervalles de référence de I’'angle de I'axe
cardiague sont calculés avec le logiciel Référence Value Advisor. La distribution des résultats ne suit
pas une loi normale, une méthode non paramétrique est utilisée. Les résultats sont présentés dans le
tableau 10. Le diagramme de I'axe cardiaque matérialisant I'intervalle de référence est présenté en

figure 8.

Tableau 10 : Intervalle de référence de I'axe cardiaque du singe Macaca fascicularis et intervalles de
confiance a 90% (1C90) calculés avec RefValue Advisor

Minimum Maximum
Axe cardiaque -90,3 141,5
(degrés)
1C 90% -170 -45 130 165

Figure 7 : Diagramme de I'axe cardiaque de référence du singe Macaca fascicularis avec les valeurs calculées
par Reference Value Advisor. La zone bleue représente les angles inclus dans l'intervalle de référence
déterminé.
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9. Effet du sexe sur les paramétres de 'ECG

Afin de déterminer I'influence du sexe de I'individu sur les valeurs de référence de I'ECG, deux sous-
populations sont constituées : la premiére comprenant les males (75 individus) et la seconde les
femelles (78 individus). Un ECG est exclu car non identifié male ou femelle (CC-72).

Un test de Student est réalisé grace a la fonction T.Test sur Excel pour chaque dérivation.

Les résultats sont consignés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Résultats du test de Student comparant les données de I'ECG sur 6 dérivations entre les males et
les femelles.

Amplitude P DuréeP Durée PQ Amplitude Q Amplitude R | AmplitudeS | Durée QRS DuréeQT  AmplitudeT DuréeT
DI | 0,571 0,987 0,409 0,043 0,727 0,705 0,698 0,437 0,666 0,655
DIl | 0,407 0,844 0,424 0,331 0,756 0,133 0,219 0,102 0,815 0,627
DIl | 0,520 0,222 0,538 0,147 0,856 0,969 0,345 0,306 0,885 0,084
avR | 0,749 0,676 0,822 0,849 0,218 0,232 0,958 0,253 0,249 0,896
avL 0,078 0,031 0,192 0,013 0,678 0,233 0,057 0,531 0,109 0,570
avF | 0,388 0,173 0,793 0,291 0,438 0,092 0,741 0,254 0,503 0,261

Seules 2 données de I'ECG sont influencées par le sexe : 'amplitude de Q sur DI et aVL (avec un
risque a < 5%). Pour I’ensemble des autres données, aucun effet lié au sexe n’est mis en évidence
dans notre population de référence.

Les intervalles de référence des données de I'ECG influencées par le sexe sont recalculés pour les
deux sous-populations constituées des males d’une part et des femelles d’autre part. Les résultats
pour chaque sous-population sont présentés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Intervalles de références spécifiques des males et femelles pour les données sexe-dépendantes
de I'ECG calculés par Référence Value Advisor.

Male (n=75) Femelle (n=78)
Min Max Min Max
DI - Amplitude Q -0.106 0.1 -0.1 0.07
IC 90% -0.15 -0.1 0.1 0.1 -0.1 -0.1 0 0.2
avL - Amplitude Q -0.1 0.2 -0.156 0.113
1C 90% -0.1 -0.1 0.11 0.2 -0.2 -0.1 0.1 0.2

10. Effet de |la provenance de I'élevage sur les intervalles de référence

Afin d’établir si la provenance des individus a un effet sur la fréquence cardiaque ou les parametres
de I'ECG, les fonctions de répartition empirique des parametres de I'ECG des deux groupes de
macaques sont représentées sur un méme graphique.

L'intervalle de confiance a 90% de la fonction de répartition est calculé grace a l'inégalité de
Dvoretzky, Kiefer et Wolfowitz [10].

Cet intervalle est représenté sur le graphique également, et chacun des graphiques est observé puis
revu par un spécialiste en biostatistiques.

Si les fonctions de répartitions ou leur intervalle de confiance se chevauchent, il n’y a pas d’effet
significatif de la provenance sur ce parametre.

La fonction de répartition empirique de la fréquence cardiaque des deux groupes de macaques est
présentée ci-dessous pour exemple.

10.1. Fréquence cardiaque :

La provenance des individus n’a pas d’effet significatif sur la fréquence cardiaque.

Figure 8 : Fonction de répartition empirique de la fréquence cardiaque chez les deux groupes de macaques
de provenance différente. (en bleu : fle Maurice, en orange : Chine)
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Seules les conclusions seront indiquées pour le reste des parameétres de I'ECG et leurs graphiques
correspondant sont présentés en annexe 4.

10.2. Dérivation |

Il existe un effet provenance significatif sur DI amplitude P, durée P, amplitude S, durée QRS méme si
cela n'affecte pas vraiment les limites de l'intervalle de référence.

Deux exemples sont tout de méme représentés ici :

Figure 9 : Fonctions de répartition empirique de I’amplitude R ne montrant pas de différence significative
entre les deux groupes (a gauche, les deux représentations se croisent) et de la durée P montrant une

différence significative (a droite, les deux représentations sont distinctes).
En trait plein, la fonction de répartition croissante du groupe provenant de I'lle Maurice (en bleu) et
du groupe provenant de Chine (en orange).

En pointillé, I'intervalle de confiance a 90% calculé a I’aide de I'inégalité de Dvoretzky, Kiefer et

Wolfowitz pour chacun des groupes (bleu : fle Maurice, et orange : Chine).
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10.3. Dérivation Il

La provenance du macaque semble avoir un effet significatif sur 'amplitude de R et de T sur cette
dérivation.

10.4. Dérivation lll

La provenance du macaque semble avoir un effet significatif sur 'amplitude de R et de T, sur
I"amplitude P (douteux) et sur I'amplitude T sur cette dérivation.

10.5.

Aucun effet significatif de la provenance n’a été mis en évidence sur cette dérivation.

Dérivation avR

10.6. Dérivation avL

La provenance du macaque semble avoir un effet significatif sur I'amplitude de R, I'amplitude et la
durée de P, I'amplitude Q ainsi que la durée du QRS sur cette dérivation.

10.7.

La provenance du macaque semble avoir un effet significatif sur I'amplitude de R et de T sur cette

Dérivation avF

dérivation.
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V. Discussion

1. Population de référence

Dans cette étude, un effectif de 154 individus de singes Macaca fascicularis a été utilisé pour
déterminer les intervalles de référence de I'électrocardiogramme dans cette espece. La population
s’est avérée homogene en termes de répartition des sexes (48.7% de males pour 50,6% de femelles —
les 0.7% manquants correspondant a I'individu dont le sexe n’a pas été relevé).

La population de référence est également homogéne de par sa provenance unique ; tous les singes
provenaient d’'un méme élevage situé en Chine. Une étude similaire [22] a été menée sur des singes
de la méme espéce provenant d’un élevage situé a I'lle Maurice. Il est donc intéressant d’en
comparer les résultats.

Néanmoins, des données physiologiques concernant I’'age et le poids ou encore la date d’arrivée
dans l'institut de recherche (donc I’habituation aux conditions de vie) n’ont pas été transmises. Il
aurait été intéressant d’en étudier I'effet sur les intervalles de référence comme cela a été réalisé
pour I'effet du sexe de I'animal. Nous ne disposions que des intervalles de poids dans chaque lot
suivant les sexes.

2. Résultats

Variabilité des lecteurs

Quel que soit le lecteur - expérimenté ou non, la variabilité de la lecture des ECG s’est révélée assez
importante puisque les coefficients de variation (CV) de nombreuses mesures dépassent les 20%.
Néanmoins, il est possible de remarquer que les CV les plus élevés sont notés pour les ondes les plus
petites : P et T ainsi que Q et S sur certaines dérivations. Au cours des relectures, I'amplitude et la
durée des ondes P, T, Q ou S ont parfois été déclarées illisibles lors d’une relecture alors que des
valeurs avaient été notées lors de la premiére lecture. Il est possible que le fait d’avoir effectué ces
lectures sur des photocopies d’ECG ait affecté la précision des mesures, et il aurait été intéressant de
répéter cette mesure sur les ECG originaux. Toutefois, les copies de qualité insuffisantes ont été
écartées, et il est beaucoup plus probable que cette variabilité soit liée a la technique de mesure.

De plus, il a été décidé de faire lire a chacun des lecteurs 10 ECG différents. Cela a engendré un biais
guant a l'interprétation des variabilités et notamment leur comparaison entre lecteur.

De méme, si un lecteur surestime les valeurs, les CV sont plus faibles (car la moyenne plus élevée). Il
n’aurait été possible de le détecter qu’en comparant les résultats entre chacun des lecteurs a
chacune des lectures. Cependant, une telle comparaison a eu lieu lors de la détermination de la
variabilité interlecteur.
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La dérivation la plus utilisée dans l'interprétation des ECG est la dérivation DII. La lecture sur cette
dérivation est facilitée par des ondes de grande amplitude. Ainsi, tous les CV sont inférieurs a 13%
pour le lecteur de cette étude et n’étaient pas supérieurs a 20% pour les lecteurs précédents.

Enfin, la durée QT particulierement utilisée pour I'’étude des molécules cardiotoxiques ont des CV bas
(<5-7%) sur les dérivations Il, Ill, aVR et aVF. Les dérivations | et aVL présentent trés souvent des
ondes de tres petites tailles rendant la mesure de la durée QT ardue et expliquant des CV bien plus
importants.

Dans cette étude, I'effet dérivation sur la mesure de QT a été étudié grace a une analyse ANOVA un
facteur. La durée de QT n’est pas significativement influencée par la dérivation sur laquelle on la lit
(p=0.37).

Effet lecteur

La comparaison entre les 3 lecteurs lisant les 10 mémes ECG n’a mis en évidence de différence
significative que sur deux dérivations : DI et aVR. Cela peut étre expliqué par la faible amplitude des
ondes sur ces dérivations, expliquant qu’une différence de 0.5mm - soit 0.05mV en amplitude ou
0.01s en durée, entraine des différences significatives entre les lecteurs. Cette variation n’est
cependant pas plus importante que la variabilité intrinseque a chaque lecteur. Ainsi, les intervalles de
référence peuvent étre exploités par tout autre lecteur.

Intervalles de référence

Les intervalles de référence établis par le logiciel Reference Value Advisor® présentent pour tous
(sauf trois cités dans les résultats) des intervalles de confiance a 90% supérieurs aux
recommandations internationales de I'l[FCC-CLSI C28-A3. En effet, ils s’étendent au-dela de 20% de
I'intervalle de référence. Ceci est possiblement a relier au moins en partie a la variabilité des
mesures.

Néanmoins, méme en incluant un nombre bien supérieur d’individus comme il est recommands, il
serait peu probable de parvenir a avoir des intervalles de confiance inférieurs a 20% de I'étendue de
I'intervalle de référence. La lecture des ECG n’étant pas informatisée, il est tres difficile pour I'ceil
humain - méme a I'aide d’un compas, de discerner une variation de 0.025s ou 0.025mV (soit % de
mm sur le papier millimétré).

Comme il a été montré dans I’étude de la variabilité intra-lecteur, les CV sont assez souvent élevés
(>15-20%). Les recommandations internationales s’adressent a des données de biologie clinique,
pour lesquelles les CV intra essais sont généralement faibles. Ces recommandations ne sont donc pas
adaptées a nos intervalles de référence.

De plus, nous avons fait le choix de conserver les valeurs extrémes - une fois relues et vérifiées par le
lecteur expérimenté afin de respecter les recommandations internationales qui incitent a « la
conservation et non a la suppression ». |l se peut que ces valeurs correspondent a des parameétres
d’ECG de singes « outliers ». Néanmoins, les criteres de sélection des individus de notre population
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de référence sont les mémes que ceux utilisés par les firmes pharmaceutiques dans |’évaluation de la
cardiotoxicité de molécules. C'est pourquoi il a été choisi de gardes incluses ces valeurs.

Il pourrait toutefois étre intéressant que I'échocardiographie devienne un critére d’inclusion aux
études pharmaceutiques; il faudrait alors redéfinir des intervalles de référence en incluant
également ce critére. De cette fagon, les animaux suspects d’affection cardiaque seront éliminés, ce
qui permettrait d’éviter des valeurs anormales.

3. Comparaison avec les données du Dr. N. Jousserand [22]

La comparaison des intervalles de référence des données de I'électrocardiogramme du Cynomolgus
établis dans notre étude avec ceux dressés par le Dr Nicolas Jousserand dans sa these d’exercice [22]
est rendue possible car l'acquisition des données dans le méme laboratoire, par le méme
manipulateur est donc réalisée strictement dans les mémes conditions.

L'effet sexe dans les deux groupes n’influe pas sur les mémes parameétres. Dans I'étude du Dr
Jousserand, I'amplitude de T sur DI, I'amplitude Q sur DIl et DIll, 'amplitude de S sur DIl et la durée
de PQ sur aVL et aVR étaient influencées par le sexe de l'individu. Dans notre étude, seule
I"amplitude Q sur DI et aVL I'était.

Pour les deux groupes, il n’y avait pas de différence significative au niveau des intervalles de
référence de la fréquence cardiaque, ce qui semble concordant avec le contexte d’acquisition
identique (absence de stress supplémentaire dans une étude plutét que I'autre par exemple).

Sur plusieurs dérivations, la provenance semble influer sur I'amplitude R et I'amplitude T.
Néanmoins, comme cela avait été mentionné plus haut, dans ces deux études des données sont
manquantes concernant le poids et I’dge des individus. Il se peut qu’un des groupes comprenne des
animaux d’age adulte et I'autre groupe des individus juvéniles ou encore qu’un des groupes a une
moyenne de poids et taille plus importante que I'autre groupe pouvant expliquer des différences
d’amplitude des ondes concernant la dépolarisation et la repolarisation des ventricules. Dans les
singes provenant de I'lle Maurice, les femelles pesaient de 2.3 a 3.3 kg, et les males de 2.5 a 4.9 kg,
tandis que dans notre étude les femelles pesaient de 1.9 a 3.3 kg, et les males de 2.1 a 3.8 kg.

Concernant les dérivations | et aVL, la provenance semble influer sur de nombreux parametres :
amplitude et durée de P, amplitude T, amplitude R et durée QRS. Cependant, la confiance que I'on
peut accorder a ces conclusions est faible. En effet, les ondes P et T sont trés souvent absentes sur
cette dérivation, baissant considérablement les effectifs a comparer.

De plus, lorsqu’elles sont présentes, ces ondes sont trés petites et les CV les concernant étaient trés
importants, ce qui vient aussi diminuer la confiance a accorder a l'effet provenance sur ces
parameétres de I'ECG.
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4. Perspectives

Il serait particulierement intéressant de réaliser ces mémes études en notant toutes les
caractéristiques de la population de référence - a savoir I'dge, le poids, le temps passé dans ce
laboratoire ou dans d’autres laboratoires, le rang de réalisation de I'ECG.

Ainsi, les conclusions concernant I'effet de la provenance sur les amplitudes de R et de T pourraient
étre confirmées ou infirmées.

Par ailleurs, une comparaison nécropsique des morphologies cardiaques des individus euthanasiés

dans les deux groupes aurait pu apporter des éléments justifiant cet effet de la provenance sur
I"amplitude Rou T.
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Conclusion

Dans cette étude, les valeurs de référence des données de I'électrocardiogramme du singe
Cynomolgus (Macaca fascicularis) ont été établies a partir d’'une population de 152 individus
provenant de Chine.

La distribution des valeurs qui ont permis I'établissement des intervalles de références a été
comparée a celle des valeurs ayant permis I'établissement des intervalles de référence de macaques
provenant de I'lle Maurice. Celles-ci se sont révélées globalement similaires entre elles bien que
certains parametres étaient influencés par la provenance du macaque.

Les étapes pré-analytiques, analytiques et post-analytiques dans les deux groupes d’individus ont été
établies en suivant les recommandations internationales d’établissement d’intervalle de référence de
novo.

L'utilisation importante du Cynomolgus comme modele de toxicologie cardiaque et de I'ECG comme
méthode de détection d’effet cardiaque d’un principe actif a rendu nécessaire I'établissement de tels
intervalles. Ceux-ci seront utilisables avec une population semblable a celle utilisée dans cette étude.
Si I'effet provenance était confirmé, il serait de plus intéressant d’utiliser I'intervalle de référence
correspondant au pays d’origine des macaques utilisés.

Certains parametres de variations individuels (poids, age) ou liés a la manipulation (effet
manipulateur, effet du rang de réalisation des tracés) restent importants a étudier afin de voir s'ils
influent sur les parametres de I’électrocardiogramme et pourront faire I'objet d’études futures.
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ANNEXE 2: Sexe des Cynomolgus

référence

Etude Identifiant

Etude 1 : CC1
2007 CC2
Ccc3
cca
CC5
CC6
cc7
Ccc8
Ccco
CC10
CC11
CC12
CC13
CC14
CC15
CC16
CcC17
CC18
CC19
Ccc20
Ccc21
CC22
cc23
CC24
Etude 2 : CC25
2007 CC26
cca7
Ccc28
CC29
CC30
CC31
CC32
CC33
CC34
CC35
CC36
CcCc37

Sexe
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Male

Etude 5 :

2008

de la population de

CC38
CC39
CC40
CC41
CC42
CC43
CC44
CC45
CC46
CC47
CC48
CC49
CC50
CC51
CC52
CC53
CC54
CC55
CC56
CC57
CC58
CC59
CCe0
CCe1
CC62
cce3
CcCe4
CC65
CC66
CcCe7
CCe68
CCe9
CC70
CC71
CC72
CC73
CC74
CC75

Male
Male
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female

Male
Male
Male

42



Etude 3 :

2007

CC76
cCc77
CC78
CC79
CC80
Cccs1
CC82
CC83
CC84
CC85
CC86
CC87
CC88
CC89
CCa0
Ccca1
CCo2
CCo3
CCo4
CC95
CCo6
CCo7
CCo8
CC99
CC100
CC101
CC102
CC103
CC104
CC105
CC106
CC107
CC108
CC109
CC110
CC111
CC112
CC113
CC114
CC115
CC116
CC117

Female
Female
Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Male
Female
Male

Etude 4 :

2008

CC118
CC119
CC120
CCi21
CC122
CCi23
CC124
CC125
CC126
CcCi27
CC128
CC129
CC130
CC131
CC132
CC133
CC134
CC135
CC136
CC137
CC138
CC139
CC140
CC141
CC142
CC143
CC144
CC145
CC146
CCi47
CC148
CC149
CC150
CC151
CC152
CC153
CC154

Male
Male
Male
Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
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ANNEXE 3 : Distributions des parametres de I'lECG du Cynomolgus en dérivation
DI, DI, DIlI, aVR, aVL, aVF
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ANNEXE 4 : Fonctions de répartition empirique des parametres de 'ECG du Cynomolgus provenant de Chine (en orange) et
d’lle Maurice (en bleu) pour chaque dérivation DI, DII, DIII, aVR, aVL, aVF
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TITRE : ETABLISSEMENT DES VALEURS DE REFERENCE DE L’ELECTROCARDIOGRAMME DU SINGE
CYNOMOLGUS (MACACA FASCICULARIS) PROVENANT DE CHINE

RESUME :

Macaca fascicularis est un primate non humain couramment utilisé en tant que modele animal
permettant de tester I'innocuité cardiaque de nombreuses molécules. Un moyen permettant la mise
en évidence des répercussions cardiovasculaires de ces molécules est I'électrocardiogramme.

Le but de ce travail a été de déterminer des valeurs de références de I|'électrocardiogramme de
singes Cynomolgus provenant de Chine a posteriori pour les dérivations DI, DII, DIll, aVR, aVL et avF
ainsi que l'axe cardiaque. La population de référence comportait 152 individus sains (ie sans
anomalie clinique ou biologique mise en évidence).

Les intervalles de référence ont été déterminés selon une méthode non paramétrique a l'aide du
graticiel Reference Value Advisor. Un effet sexe a été mis en évidence pour certaines données.
L'effet provenance a également été étudié en comparant les données établies lors d’une étude
précédente concernant des macaques provenant de I'lle Maurice & ces données concernant des
macaques provenant de Chine. L’origine n’a qu’un effet mineur sur certaines données de quelques
dérivations.

MOTS-CLES : Macaca fascicularis, singe, Cynomolgus, ECG, électrocardiogramme, valeur référence,
intervalle de référence, axe cardiaque

TITLE: ELECTROCARDIOGRAM REFERENCE INTERVALS IN CYNOMOLGUS MONKEYS (MACACA
FASCICULARIS) FROM CHINA

ABSTRACT:

Macaca fascicularis is a non-human primate commonly used in animal experimentation as cardiac
toxicology model. Using ECG as cardiovascular indicator of a drug is widespread.

The aim of this study was to determine reference values of electrocardiogram and cardiac axis of
non-sedated Cynomolgus from China. The reference population was made of 152 healthy animals (ie
without abnormality on physical and biological examination).

Reference intervals were calculated with non-parametric method using Reference Value Advisor
freeware. The effect of sex was identified. The effect of the monkeys ‘origin on ECG values was
studied comparing the values obtained in this study and the reference values of ECG in monkeys
originating from Mauritius obtained in another study. The origin have a minor impact on some data
in few derivations.

KEYWORDS: Macaca fascicularis, monkey, Cynomolgus, ECG, electrocardiogram, reference value,
reference interval, cardiac axis

68





